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·实验室研究·

应用BED．CEIA检测干血斑样本监测HIV-1
发病率的可行性研究

沈圣田飞 江华洲孙国清缪礼锋郭晓黎肖瑶 贾玉江StenH．Vermund蒋岩

【摘要】 目的研究干血斑样本应用于现场HIV-1 BED．CEIA新近感染的检测以及监测HIV-1

发病率的可行性。方法 收集27个自愿咨询检测(VCT)g肖点的10 313名咨询者的血浆和干血斑样

本，进行HIV抗体检测。对经免疫印迹方法确认的349例HIV感染者的血浆和干血斑样本同时进行

BED．CEIA检测，检验干血斑样本BED．CEIA新近感染检测结果的稳定性和重复性，比较两种样本

检测结果的差异及对HIV发病率估计的一致性。结果应用于血斑样本检测具有较好的稳定性和

重复性，砰值分别达到0．955l和O．95。349对样本的检测结果显示，294对样本被同时判定为长期感

染，53对样本被同时判定为新近感染，两种样本对HIV-1是否为新近感染判断的一致性达到

99．43％。而2对样本得到不同的结果，其An值均处于I晦界值附近。在人群总体水平上，两种样本计

算得到的HIV-I发病率完全一致。结论在HIV-1 BED．CEIA新近感染检测中，尽管个别样本检测

结果存在差异，但在人群水平上千血斑样本的检测结果对HIV-I发病率的估计与血浆样本没有差

异，因此在中国可以应用于血斑样本进行HIV-1 BED．CEIA新近感染检测。
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【Abstract】 Objective To study the feasibility of using dried blood spot(DBS)specimens in

BED—CEIA assay and to estimate the HIV二l incidence with DBS in China．Methods 10 3 13 participants

from 27 voluntary counseling and testing(VCT)sites were enrolled in this study．Both plasma and DBS

specirnens were collected．349 eligible pairs of HIV．1 positive specimens confirmed by Western Blot

were available for BED—CEIA and the results compared．Negative control，low positive control，high

positive control and calibrator in DBS were used to evaluate the stability and repeatability of the

detection results of DBS specimens．ResulIs Of the total HIV positives，294 and 53 participants were

tested as long．term or recent HIV infections bv both DBS and plasma specimens．Two participants

showed different results from DBS and plasma specimens．but their final An values were close to the

cutoff value of BED．CEIA assay．The concordance rate between the two types of specimens Was 99．43％

and the R2 linear of the stability and repeatability results of DBS specimens reached 0．955 1 and 0．95．

respectively．Conclusion Although some individual specimens showed different results．the incidence

rates calculated from both types of specimen were equivalent．DBS specimens were suitable for

estimating the HlV incidence and could be popularized in China．However．further studies regarding

window period and adjustment coefficients of BED．CEIAassay al'e needed．
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用的样本是血清和血浆，这两种样本不足之处，一是

采血量大；二是具有潜在的传染性，不便于操作及运

输；三是保存条件较为苛刻。滤纸片干血斑样本正

好弥补了血清和血浆样本的缺陷，具有采血量少、制

备简便、生物危险性低、方便运输、保存条件简单等

诸多优点，有希望成为现场工作采集样本的有效方

法。但是，目前国内还未见应用干血斑样本进行
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HIV-1新近感染检测的报道。本研究旨在探索用滤

纸片作为样本载体，制备千血斑样本后，使用

BED—CEIA方法进行HIV-1新近感染检测，判断其结

果的准确性和应用的可行性。

材料与方法

1．材料：

(1)检测样本：所有检测样本来自2006年8月至

2007年6月，河南、山西、安徽三个省的27个自愿咨

询检测(VCT)点。各省VCT检测点均覆盖了本省

HIV感染率高流行、中流行和低流行地区，其中15

个位于河南省，7个位于安徽省，5个位于flI西省。

在征得咨询者知情同意后，无菌抽取静脉血于

EDTA抗凝管中，轻轻颠倒抗凝管6—8次使血液和

抗凝剂充分混匀，吸取70～80¨l血样，缓慢滴加在

滤纸片印圈巾心处，每份样本连续滴加4个血斑，室

温下自然干燥4 h后，与干燥剂、湿度指示卡一起放

入密封袋。其他抗凝血在6 h内分离血浆。所有样

本个人信息准确，并在一20。C以下进行保存和运送。

(2)检测试剂：英科创新HⅣl+2型快速检测

试剂盒[英科创新(厦门)科技有限公司．中国，批号：

2006070506]；Determine HⅣl+2型胶体硒快速检

测试剂盒(美国雅培制药有限公司，批号：

43802u100)；金豪HIV 1+2型抗体检测试剂(酶联

免疫双抗原夹心法，北京金豪制药有限公司，批号：

20061010)；澳亚HIV l+2型抗体检测试剂(免疫印

迹法，杭州澳亚生物技术有限公司，批号：

20061102)；Calypte HIV-1 BED—CEIA新近感染检测

试剂盒(Calypte Biomedical Corperation，美国，批

号：CRP一104)；Calypte HIV-1 BED-CEIA新近感染

检测干血斑质控品(Calypte Biomedical Corperation，

美国，批号：V1010601)。

2．方法：

(1)样本HⅣ抗体初筛及确认实验：所有血浆

样本均严格按照试剂盒操作说明进行HIV检测的

初筛和确认实验，检测程序采用HIV抗体检测替代

策略‘¨。

(2)排除HIV-1既往感染的样本：①问卷调查

VCT咨询者的HIV-1既往感染史，并通过姓名等惟

一标识查阅以往HIV检测结果数据库，排除所有

HIV既往感染的样本；②所有已知HIV-1抗体阳性

超过6个月的原阳性样本，CD,淋巴细胞数<200

个／ml的样本，以及艾滋病患者和接受抗病毒治疗感

染者的样本，也将视为既往感染样本，不纳入
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BED—CEIA检测。

(3)血浆样本的HIV-1新近感染检测：血浆样本

的新近感染检测按Calypte HIV-1 BED—CEIA新近感

染检测试剂盒说明操作。BED．CEIA初筛实验后，

对于A凡值≤1．2的样本，需要藿新进行相同操作的3

次检测，即为确认实验，3次检测的中值为确认实验

的最终检测结果。对于血浆量不足或发生严重溶

血而不能进行新近感染检测的样本，均按样本缺失

处理。

(4)干血斑样本的HIV-1新近感染检测：用一个

6 mm的打孔器，从DBS阴性对照滤纸片上打2个

孔，从校准品、弱阳性、强阳性对照滤纸片上打3个

孑L，按板布局分别放人不同的试管中。用多道加样

枪在每管加入400¨1样品稀释液，小心混匀3次以保

证样本纸片全部浸入稀释液巾。用封板膜封住试

管，于2～80C下孵育至少12～16 h，混匀，按Calypte

HIV-1 BED．CEIA新近感染检测试剂盒说明进行。

如做确认实验的样本，需重新打孔检测。

3．统计学分析：得到血浆样本和干血斑样本

BED．CEIA新近感染检测的A值及An值后，分析于

血斑样本阴性对照、弱阳性对照、强阳性对照和校准

品的A值和A凡值，观察其检测结果的稳定性。比较

干血斑样本初筛实验和确认实验的检测结果，以评

价其可重复性。比较两种样本材料的检测结果，观

察两种不同样本材料在HIV-1新近感染的判断和估

计人群HIV-1发病率上是否存在差异。

结 果

1．样本筛查：在采集的lo 313份样本中，共检测

出388份HIV-I阳性样本，其中既保存有血浆又保存

有干血斑的样本共352对。经样本质量筛查，发现

有3份干血斑样本血细胞少，颜色浅，不符合样本要

求，因此剔除不计。最后，进行BED—CEIA检测的样

品共349对。

2．干血斑样本BED—CEIA检测的稳定性：本研

究在不同时问共进行了9次干血斑样本的

BED—CEIA检测，其质控品的A值和An值如图l

所示。结果显示，检测结果具有较好的稳定性，特别

是反映最终结果的An值，质控品An值的变异系数

均<5％。

3．干血斑样本BED．CEIA检测的可重复性：初

筛实验和确认实验的检测结果如图2所示。检测结

果表明，以干血斑样本进行BED检测，具有较好的

重复性，其初筛实验和确认实验的检测结果一致性
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较好，R2值达到0．955l。

4．血浆和干血斑样本BED．CEIA检测结果的比

较：血浆样本和干血斑样本HW-1 BED—CEIA新近

感染检澳tlAn值结果，如图3所示。检测结果显示，两

种样本的检测结果具有较好的一致性，其砰值达到

0．95。

图1干血斑样本BED．CEIA检测的稳定性

图2干血斑样本BED．CEIA检测的可重复性

两种样本的BED—CEIA新近感染检测结果显

示，在检测的349对HIV-1阳性样本中，有294对样

本被同时判定为HIV长期感染，有53对样本被同时

判定为HIV新近感染，两种方法对HIV-1是否为新

近感染的判断一致性为：(294+53)／349X 100％=

j型
《

《
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图3血浆样本和干血斑样本HIV-1 BED．CEIA

新近感染检{贝lJ An值散点图

99．43％。另外，有两对样本的检测结果不一致。其

中对样本干血斑的检测结果为HIV新近感染，血浆

样本的检测结果为HIV长期感染；另对样本干血斑

的检测结果为HIV长期感染，血浆的检测结果为

HIV新近感染。经过观察可以发现，这两对样本的

BED—CEIA检测结果A凡值均位于0．8的界值附近，因

而出现的判断不一致情况可能南检测结果的波动所

致。本研究中，虽然血浆和干血斑样本的

BED．CEIA新近感染检测，在极个别样本的判断上

存在差异，但从人群总体水平来说，两种样品的检测

结果和计算的发病率没有差别。

讨 论

传统的发病率监测方法为队列研究，所需巨大

的人力、物力、财力使其无法纳入常规监测。2005

年国家艾滋病参比实验室开始采用BED—CEIA检测

法进行HIV-1的新发感染检测，以识别HIV-1新发感

染与既往感染，计算HIV-1发病率。前期的研究结

果显示，BED．CEIA检测法具有较好的重复性和稳

定性乜】，其检测结果虽然会受到CD。T淋巴细胞数和

抗病毒治疗药物等冈素的影响，但在人群总体水平

上，排除各种干扰冈素后，对人群HIV-1发病率的估

算是准确的D】。早期在我国6个省的试点研究结果

表明．BED．CEIA能较好的区分HIV-1新近感染和既

往感染，并可正确的估计高危人群HIV-1发病率，其

估计发病率的结果与队列差异无统计学意义¨‘5】。

除应用于HIV发病率监测外，BED．CEIA新发感染

检测法对于预测疫情变化趋势，了解新发感染者的

群体流行病学特征，指导艾滋病防控经费导向，制定
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和评价艾滋病预防控制措施等，均具有重要的现实

意义。

但在方法的应用过程中，样本采集、保存和运输

困难等问题显现。特别在一些条件有限的偏远地

区，血浆等样本采集后，难以立即进行冷冻保存并及

时运输和检测。由于BED—CEIA检测的原理是基于

血清阳转后抗HIV-1的特异性IgG占总IgG比值朱

区分HIV-1新近感染与既往感染，若样本在采集和

运输过程中处理和保存不当，则有町能造成样本抗

体效价降低，使既往感染样本错误的判定为新近感

染，造成估箅的HIV-I发病率偏高。早年非洲在应

用BED．CEIA检测法监测HIV-1发病率时，往往得

到高估的发病率值，部分原因正是由于非洲一些国

家样本保存条件有限，致使样本质量下降，最终造成

检测结果不准确[6J]。

而应用滤纸片干疯斑则足解决上述问题的有效

办法之一。Phillips等心1曾报道用小样本鼍的干血斑

和干清斑进行BED—CEIA新近感染检测的研究，其

结果显示，干血斑样本在室温下保存1个月HIV-1

BED—CEIA新近感染检测结果仍然稳定可信，重复

性实验及与血浆样本的一致性实验与本研究结果相

当。本次研究首次采用了VCT现场的大规模干血

斑样本进行HIV-1新近感染检测，结果表明，在中国

的流行背景和检测条件下，干血斑样本完全可以应

用于HIV-1 BED—CEIA新近感染检测，其结果具有

很好的稳定性和可重复性，且对人群HIV-1发病率

的估算与检测血浆样本无差异，值得在全国条件有

限的地区进行试点推广。由于BED—CEIA新近感染

检测法可以对全血、血清和血浆样本进行检测，因

此，在某些情况下制备的干血斑样本可能没有使用

抗凝剂，这样的样品对BED．CE队检测法实际影响

不大。

应用滤纸片干血斑，不仅能应用于HIV-1的新

近感染检测，还可对HIV进行定性检测／监测一1、耐药

测定及基因分型研究n仉¨1，并可作为婴儿HⅣ早期

感染检测和艾滋病病情监测的辅助手段u2，”1。

本研究中，有3份干血斑样本因为在采集过程

中操作不规范，从而导致样本质量不符合要求。因

此在样本的制备过程中，应当对样本的采集和制备

进行质量控制，避免由于采血量过多或过少而发生

样本失真，导致检测方法敏感性变化等问题的出现。
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