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血站核酸检测系统的性能验证方法探讨
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　　[摘要]　目的:探讨中小血站核酸检测系统的性能验证方法,验证其检测和操作性能能否满足日常检测要

求。方法:通过通量测试、压力测试、分析灵敏度验证、不同系统间平行试验、抗交叉污染试验、室间质量评价正确

率等方面评估检测系统的性能。结果:浩源核酸检测系统6h完成一批满负荷384份标本的8混样检测,压力测

试试验过程设备软硬件均未发生故障。分析灵敏度验证中0.5检出限(LOD)的质控品标本 HBVDNA、HCV
RNA、HIV1RNA阳性检出率分别为100%、75%、60%,1.0LOD和2.0LOD的质控品标本 HBVDNA、HCV
RNA、HIV1RNA检出率均为100%,反应性标本的Ct值变异系数均小于5%。平行试验、抗交叉污染试验结果

均与预期结果一致。EQA正确率为100%。结论:浩源核酸检测系统的操作性能、分析灵敏度、抗交叉污染能

力、检测能力均能满足预期要求,该确认方法可作为中小血站核酸检测系统性能验证的参考。
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Discussiononperformancevalidationofnucleicacidtest
systeminbloodstation

CHEN Kai1　WANGYinghui2　YUANZhifeng1

(1RizhaoBloodStation,Rizhao,276800,China;2RizhaoMentalHealthCenter)
Abstract　Objective:Toexploretheperformanceconfirmationmethodofin-usenucleicacidtestsystemin

smallandmedium-sizedbloodstations,andverifyitsperformanceandoperability.Methods:Theperformanceof
thesystemwasevaluatedbythroughputtest,stresstest,sensitivityverification,paralleltest,anti-cross-contami-
nationtestandaccuracyofexternalqualityassessment.Results:Haoyuannucleicacidtestsystemcompleteda
batchoffullloadof384samplesof8mixedsampledetection,stresstestequipmentsoftwareandhardwaretesting
processwithoutfailure.ThepositiveratesofHBVDNA,HCVRNAandHIV1RNAinthe0.5LODrangewere
100%,75%and60%,respectively,1.0LODand2.0LODHBVDNA,HCVRNA,HIV1RNAdetectionrates
were100%,andthestatisticalcoefficientofvariationofCTvalueofpositivesampleswaslessthan5%.There-
sultsofparalleltestandanti-cross-contaminationtestwereconsistentwiththeexpectedresults.Theaccuracyrate
ofEQAwas100%.Conclusion:Theoperationperformance,analysissensitivity,anti-cross-contaminationability
anddetectionabilityofHaoyuannucleicacidtestsystemcouldmeettheexpectedrequirements.

Keywords　performancevalidation;analysissensitivity;qualitycontrol;nucleicacidtestsystem

　　血液核酸检测(NAT)技术在血站的全面推

行,核酸检测系统的确认工作逐渐成为实验室质量

管理的重要组成部分[1]。《血站实验室质量管理规

范》6.3条要求必须建立和实施仪器、设备的评估、
确认、维护、校准和持续监控等管理制度,以保证仪

器、设备符合预期使用要求。《血站技术操作规程

(2019版)》4.3.1要求,检测设备在正式投入使用

前应经过确认,核酸检测系统还应进行分析灵敏度

验证。然而,标准和规范中并无明确规定核酸检测

系统性能验证的标准流程,特别是中小血站由于资

源和人员等因素的制约,采用血清盘等进行分析灵

敏度验证的方法不切实际,需建立一套适合中小血

站实际的 NAT 性能验证方法。浩源核酸检测系

统从通量测试、压力试验、分析灵敏度验证、抗污染

能力及平行试验等几个方面探索性的开展性能验

证,选择不同检出限(limitofdetection,LOD)的质

控品标本进行灵敏度试验,验证在一定的概率条件

下能测得的最低值,评价核酸系统对低浓度标本的

检出能力,以期为其他中小血站进行核酸检测系统

性能验证提供理论依据。
1　材料与方法

1.1　标本来源

通量测试、压力测试标本均用纯化水模拟献血

者血液标本。
平行试验选取2020年10月我站采集的无偿

献血者标本,献血者的筛选符合《献血者健康检查
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要求》。每位献血者留取血清学检测标本和核酸检

测标本,其中核酸标本在采集后4h内1800×g 离

心20min,置于2~8℃冰箱保存。
分析灵敏度验证标本,将商品化的核酸标准物

质按 照 2.0LOD(HBV DNA20IU/mL、HCV
RNA50IU/mL、HIV1RNA100IU/mL),1.0
LOD(HBV DNA10IU/mL、HCV RNA25IU/
mL、HIV1 RNA 50IU/mL),0.5 LOD(HBV
DNA5.0IU/mL、HCVRNA12.5IU/mL、HIV1
RNA25.0IU/mL)稀 释 成 高、中、低 3 种 浓

度备用。
1.2　仪器与试剂

乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、人类免疫缺陷

病毒(1型)核酸检测试剂盒(PCR-荧光法)(上海浩

源生物科技有限公司,批号:BB20200402;中山达

安科技股份公司,批号:202009002);核酸标准物质

(北京康彻斯坦生物技术公司,批号:201909003),
试剂均在有效期内。实时荧光分析仪 ABI7500(美
国 ABI公司),ChiTasBSS1200核酸提取仪(苏州

新波),HamiltonStar核酸提取仪(瑞士 Hamilton
公司),所有仪器均定期校准。
1.3　方法

1.3.1　通量测试　使用纯化水作为测试样本,进
行一个批次的8混样模式检测,验证浩源检测系统

满负荷运行的检测通量和时间。
1.3.2　压力测试　使用纯化水测试样本每天进行

一批次384份标本8混样检测,连续运行3d,观察

设备软件和硬件的故障情况。
1.3.3　分析灵敏度验证　用上述稀释的3种浓度

的标准物汇集后进行单检模式检测,每份标本检测

至少20次,混样阴性判定为无反应性,混样阳性判

定为反应性,统计反应性孔的Ct值。
1.3.4　 平行试验 　 使用浩源核酸检测系统对

2020年10月8—12日我站采集的献血者标本进行

核酸检测,检测结果与达安核酸检测系统进行比

较,评估一致性。
1.3.5　抗交叉污染试验　使用10个阴性血浆标

本和 33 个阳性质控品标本 (包含 HBV、HCV、
HIV1强阳性和弱阳性标本)交替放置进行混样模

式检测,混检阴性判定为非反应性,混检阳性判定

为反应性。
1.3.6　室间质评正确率　统计2019—2020年血

液核酸检测室间质评标本的结果,与临检中心的反

馈结果进行比较。
2　结果

2.1　通量测试

浩源公司核酸检测系统在6h内可以完成384
份标本的混样检测,运行过程稳定。
2.2　压力测试

每天进行384份标本的8混样检测,连续运行

3d,核酸检测设备和程序均未发生故障。
2.3　分析灵敏度验证

0.5LOD浓度的质控品标本 HBVDNA、HCV
RNA、HIV1 RNA 阳 性 检 出 率 分 别 为 100%、
75%、60%,1.0LOD和2.0LOD浓度的质控品标

本 HBVDNA、HCVRNA、HIV1RNA 检出率均

为100%,符合核酸试剂检测要求,见表1。
2.4　平行试验

浩源公司核酸检测系统共检测标本765份,检
出764份阴性标本和1份 HBVDNA反应性标本,
与达安公司核酸检测系统结果一致,见表2。

表1　3种不同浓度定值质控品进行分析灵敏度验证结果 ■X±S

浓度(IU/mL) 项目 份数 Ct CV/% 反应性数 检出率/%
0.5LOD
　5.0 HBVDNA 20 34.02±0.41 1.21 20 100
　12.5 HCVRNA 20 37.83±0.57 1.51 15 75
　25.0 HIV1RNA 20 39.59±0.98 2.48 12 60
1.0LOD
　10.0 HBVDNA 20 32.91±0.60 1.83 20 100
　25.0 HCVRNA 20 36.22±0.42 1.17 20 100
　50.0 HIV1RNA 20 38.97±0.76 1.96 20 100
2.0LOD
　20.0 HBVDNA 20 31.16±0.49 1.57 20 100
　50.0 HCVRNA 20 33.93±0.85 2.51 20 100
　100.0 HIV1RNA 20 36.43±0.63 1.73 20 100
说明书要求

LOD 20 ≤5 20 100
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表2　2种核酸检测系统检测献血者标本和室间质评标本结果比较

检测项目

室间质评标本40份

浩源

反应性
无反

应性

正确率

/%

达安

反应性
无反

应性

正确率

/%

献血者标本765份

浩源

反应性
无反

应性

正确率

/%

达安

反应性
无反

应性

正确率

/%

HBVDNA 14 26 100 14 26 100 1 764 100 1 764 100
HCVRNA 10 30 100 10 30 100 0 765 100 0 765 100
HIV1RNA 9 31 100 9 31 100 0 765 100 0 765 100

2.5　抗交叉污染

43份测试标本中,33份阳性标本均为反应性,
10份阴性标本均为无反应性,阳性标本临近的孔

位未出现交叉污染的情况。
2.6　室间质量评价正确率

选取40份室间质量评价标本,使用浩源公司

核酸检测系统按照日常标本相同的方式进行8混

样检测,与已知结果的符合率为100%,见表2。
3　讨论

核酸检测技术通过直接检测病原体的核酸,具
有进一步缩短检测的窗口期,识别免疫静默感染导

致的漏检等优点,广泛应用于血站实验室的血液常

规检测,有效降低了输血残余风险[2-3]。随着血液

核酸检测技术的常规开展,核酸检测的质量控制成

为实验室管理的一向重要工作[4]。国际输血协会

和国内的标准、规程中都对设备的确认进行了规

定,然而由于核酸检测设备确认未形成一个标准化

的方法,缺少可供参考的模式,文献中报道一些大

的血液中心或中心血站通过购置商品化的血清盘

进行核酸检测系统的分析灵敏度和检测性能的验

证,验证结果能达到预期要求[5-7]。我站在浩源核

酸检测系统正式运行后,结合工作实际和血站的特

点,从多个方面探索浩源核酸检测系统性能验

证方法。
通过通量测试和压力测试试验发现,浩源核酸

检测系统能够满负荷运行而不发生设备和程序的

故障,可满足日常检测要求。在团体采血期间标本

量较大,实验室工作人员应根据系统操作性能结果

合理安排前处理过程和人员班次,降低人为因素导

致的差错事件。
表1结果显示,使用3种不同浓度的质控品检

出反应性标本的 Ct值变异系数介于 1.17% ~
2.51%,符合标准规定的≤5%。其中1.0LOD标

本 HBVDNA、HCVRNA、HIV1RNA 的检出率

均为100%,满足说明书规定的100%要求。随着

这3种浓度梯度的标本病毒含量的下降,反应性标

本的Ct值不断升高,符合核酸检测的检出规律,病
毒载量低,提取到的核酸片段少,扩增时的循环数

相对增加。试验过程中对每一个浓度梯度的标本

进行20次的检测,反应性标本的Ct值变异系数波

动范围较小(≤5%),说明核酸检测系统的批内精

密度较好、可重复性好,能够满足批量样本的检测

要求。
核酸检测设备的平行试验主要验证设备性能

的一致性[8],进行 常 规 献 血 者 血 液 标 本 的 检 测

时,2套核酸检测系统的检测结果一致,都能检

出1份 HBVDNA 反应性的标本,表明2台设备

对相同标本的检测性能一致。在实验室日常管理

中,通过定期开展设备间的数据比对,常规进行设

备的维护校准,保证设备的最优检测性能,确保试

验结果的可靠性和准确性。
抗交叉污染试验中,汇集后的阳性pool和阴

性pool交叉排布,结果表明阳性标本临近的阴性

标本未出现异常扩增,阳性标本之间未发生检测项

目的交叉污染,浩源检测系统抗交叉污染性能较

好。在日常工作中,应注重加强核酸实验室的环境

监测和清洁消毒,防止实验室污染的发生,并做好

污染发生后的应急预案。
表2显示,使用浩源核酸检测系统检测40份

已知结果的室间质评标本,正确率均为100%。作

为间接评价检测系统性能的一种方式,据此可推算

出浩源检测系统的灵敏度和特异度均为100%。
通过性能验证,对浩源核酸检测系统的设备操

作能力和检测性能、分析灵敏度以及抗交叉污染进

行了综合评估,该系统能满足实验室日常工作要

求。其中分析灵敏度验证中,采用不同浓度的定值

质控品进行测试,实验结果符合预期,具有经济节

约、可重复性强等优点,为其他中小血站开展核酸

检测系统分析灵敏度验证提供了理论依据。在今

后的工作中将进一步强化核酸检测关键控制点的

管理,优化核酸检测系统确认方案,持续提升实验

室检测能力和质量管理水平。
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本研究以桂林市健康体检人群为研究对象开

展贫血流行病学调查,目标人群总体生活水平相对

良好,调查研究结果不能完全代表地方整体人群的

贫血水平,但大致能体现本地区当下贫血患病人群

总体态势,即桂林市居民贫血状况相较早期全国统

计调查结果已有显著改善,当前桂林市贫血人群大

多数以原因不明轻度贫血为主,且贫血对男性、老
年人群健康构成潜在威胁较大,贫血人群随着年纪

增长患慢性肾病风险增高,但多数慢性病与贫血患

病相关性不大。本文研究仍有一定局限性,后续有

必要结合地方实际,以社区为单位进行大规模调查

研究,明确桂林市各类人群贫血患病率以及影响因

素,为新一轮全国居民营养普查提供参考支持。
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