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前  言 

本标准按照 GB/ T 1.1-2009 给出的规则起草。 

本标准起草单位：北京医院、北京市红十字血液中心、河北省血液中心、广州血液中心、深圳市血液

中心。 

本标准主要起草人: 王露楠、常乐、葛红卫、王素玲、郑优荣、曾劲峰、黄力勤、郑欣。
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可经输血传播感染病原体核酸筛查技术产品要求 

1 范围 

本标准规定了核酸筛查产品（以下简称“产品”） 的术语和定义、技术要求、试验方法等。本标准

只适用于核酸筛查产品的性能验证和质量评价。核酸筛查方法包含聚合酶链反应（PCR）技术与转录介

导扩增技术（TMA）。 

 

2 规范性引用 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

国家市场监督管理总局《核酸扩增法检测试剂注册技术审查指导原则》 

国家市场监督管理总局《丙型肝炎病毒核糖核酸测定试剂技术审查指导原则》 

国家市场监督管理总局《人类免疫缺陷病毒检测试剂临床研究注册技术审查指导原则》 

 

3 术语与定义 

下列术语和定义适用于本标准。 

3.1 聚合酶链反应 polymerase chain reaction，PCR 

一种用于放大扩增特定的 DNA 片段的分子生物学技术。在特异性核酸模板、引物、DNA 聚合酶等必

要条件存在时，通过变性、退火、延伸不同温度变化的重复循环，使模板片段扩增放大数百万倍。 

3.2 转录介导扩增技术 transcription-mediated amplification，TMA 

一种目的核酸的扩增方法，使用 RNA 翻译（RNA 聚合酶）和 DNA 合成（反转录）按照目标核酸

物质产生 RNA 扩增子。RNA 和 DNA 都可以使用 TMA 方法扩增。 

3.3 信噪比 signal-to-noise ratio, SNR or S/N 

核酸检测过程中，目的核酸的靶信号与背景噪音信号的比值。通常 PCR 反应的信噪比在 2-5:1 时，

可以将靶信号与背景信号区分开。 

3.4 分析灵敏度  analytical sensitivity 

在定性检测中，分析灵敏度为检测方法可以从真阳性样本中检出阳性结果的能力。 

3.5 检出限 limit of detection，LoD 
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样本中可被检测到的分析物的最低浓度。 

注1：也被称为“最低检出限”或“最小可检出浓度（剂量或量值）”，有时也代表“分析灵敏度”； 

注2：分析物可被稳定检出（通常在常规实验条件下，>=95%的样本）的最低浓度。 

3.6 分析特异性 analytical specificity 

在定性检测中，分析特异性为检测方法可以从真阴性样本中检出阴性结果的能力。 

 

4 影响检测结果的关键因素 

4.1 核酸纯化方法 

对核酸纯化方法的评估应考虑以下几个因素：每一步骤试剂残留对结果的影响，提取过程发生污染

的风险，提取反应的体积，样本混合过程的影响，样本提取过程是否有分管提取最后合并的步骤，操作

过程中溶液是否有气泡产生（是否有表面活性剂），是否有高温加热步骤，设备移液的准确性，移液步

骤是否有滴液的现象。 

4.2 引物探针的设计和验证 

因为引物的设计是产品研发过程的一个重要环节，上市后不能随意变更，产品使用者只能对产品引

物和探针的设计是否合理进行验证。对于 PCR 反应体系，验证主要参数包括扩增效率，常见亚型的检出

能力，检出限时的信噪比。对于 TMA 反应体系，验证参数主要包括不同浓度的信噪比，常见亚型的检出

能力，强阳对弱阳的干扰（多重反应的时候）。 

4.3 反应抑制物和干扰物 

核酸扩增的效率有赖于酶的活性和离子浓度等条件。影响核酸扩增检测效率（包括逆转录效率）的

因素包括内源性的，即样本本身有抑制物；同时也包括外源性的，例如采血管里的某些成分、纯化过程

中引入的鳌合剂、表面活性剂、有机溶剂等。此外样本裂解纯化方法设计不合理或操作不当，也有可能

造成在样本提取过程中核酸的降解，从而导致假阴性的结果。 

4.3.1 内源性抑制因素 

内源性抑制物是指样本本身含有的可以抑制 DNA 聚合酶活性，降低扩增效率的物质。在血液样本中

最常见的是血清或血浆中的血红素及其代谢产物，因此在启用核酸检测系统前，应对不同溶血程度的溶

血样本对检测的干扰进行评估。 

4.3.2 外源性抑制因素 

外源性抑制因素主要来自于两个途径：一是采血管；二是提取纯化过程。 
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采血管不能采用肝素作为抗凝剂，因为肝素是 DNA 聚合酶的抑制剂；但采用 EDTA 抗凝的采血管时，

应考虑到 EDTA 有鳌合反应体系中的锰离子和镁离子的作用，同时采血管可能还有其他干扰反应的成分，

应该在做检测系统的确认时，对采血管的适用性做出评估。 

纯化过程有可能引入的包括试剂 EDTA、去垢剂如十二烷基硫酸盐(SDS)、异硫氰酸胍和盐酸胍以及

一些有机溶剂，核酸纯化如果不能有效去除这些溶剂，势必影响扩增检测效率。 

4.3.3 提取方法和操作因素 

有效的核酸提取纯化方法应该是使病毒充分裂解释放出病毒核酸序列，同时又能保证该序列在后续

步骤中不被降解或极少降解；最后得到纯化核酸不应含有内源和外源性抑制物。 

4.4 检测试剂适用设备 

对于使用开放设备的产品，对混样和核酸纯化的设备要进行抗污染能力验证（梅花桩实验，棉签擦

拭测试），对荧光 PCR 仪要定期进行校准，对可以使用不同型号荧光 PCR 仪的试剂，要对不同型号的荧

光 PCR 仪的等效性进行评估（算法，通道干扰等因素）。对于封闭式设备，要定期对设备内部关键部位

进行污染监测，也可定期做梅花桩实验。 

4.5 检测耗材对结果的影响 

耗材（吸头，深孔板，PCR 反应板，封口膜等）对核酸筛查产品的结果重复性影响很大。使用非指

定耗材，应对耗材进行评估测试（灵敏度，重复性，批间差），可由试剂生产厂家提供评估报告或提供

评估检测方法（不能采用抽检的方式来测试耗材）。 

 

5 核酸检测试剂的性能 

5.1  分析灵敏度 

用可溯源的质控品或标准品进行验证。验证方案：将每种病毒标准品的 5个稀释度（根据产品说明

书声称的分析灵敏度以上设置 2 个稀释度，以下设置 2 个稀释度）均使用 EDTA 抗凝的混合人血浆制备。

每个稀释度重复检测 20 次。综合每种病毒的所有重复测试数据并进行 PROBIT 分析，可用于评估检测限

（LOD）和双侧 95%可信区间。 

5.2  基因型/亚型的分析灵敏度和检测限 

室间质量评价计划的实施包括计划书发放、参加单位交费、质量评价样本协议签订及给参加者的指

导书等。根据产品说明书声称的每种病毒基因型/亚型可达到的分析灵敏度，收集不同基因型/亚型（或

我国常见的每种病毒基因型/亚型，表1）的临床样本或可溯源的标准品，采用病毒阴性的正常人血浆将

样本稀释到试剂检测限（LOD）的3倍和1倍，每一份样本均重复检测7次或以上，计算每种病毒在不同基

因型/亚型3倍和1倍LOD处的检测情况，理论上3倍LOD时应达到99.7%以上检出，1倍LOD时应达到95%以上

检出，或应达到产品说明书声称的每种病毒不同基因型/亚型的分析灵敏度。 
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表 1. 我国常见的 HBV/HCV/HIV 基因型/亚型 

HBV HCV HIV-1 M 组 

B 1b CRF07_BC 

C 2a CRF01_AE 

C/D 3a CRF08_BC 

D 3b B’ 

 6a B 

 1a BC 

 

5.3  分析特异性 

5.3.1  潜在的交叉反应性和干扰性微生物 

收集产品说明书声称的不存在交叉反应性的病原微生物培养株、细菌/真菌菌株组成样本盘，微生

物浓度为 106 病毒颗粒、拷贝或 PFU/mL。这些微生物加入到病毒阴性的正常人血浆中，并在加入和不

加入 HBV、HCV 和 HIV 至浓度为每种病毒 LOD 的 3 倍的情况下，使用试剂进行检测，以上病原微生物应

不干扰检测结果。 

5.3.2  与其他疾病的交叉反应 

收集每一种疾病情况下（产品说明书声称的不存在交叉反应的疾病）的血浆样本，在加入或不加入

HBV、HCV 和 HIV 至每种病毒 LOD 的 3 倍的情况下，使用试剂进行检测，以上疾病血浆应不干扰检测结

果 

5.4  潜在的干扰物质 

5.4.1 内源性干扰物质 

收集产品说明书声称的不存在内源性干扰的相应浓度的血浆样本（如过高水平的甘油三酯、血红蛋

白、非结合性胆红素、白蛋白及人类基因组 DNA 等），在加入或不加入 HBV、HCV 和 HIV 至每种病毒 LOD

的 3 倍的情况下，使用试剂进行检测，以上内源性物质应不干扰检测结果。 

5.4.2 外源性干扰物质 

收集产品说明书声称的不存在外源性干扰的相应浓度的血浆样本（如存在过高浓度的扑热息痛、乙

酰水杨酸、抗坏血酸、阿伐他汀、布洛芬等）的正常人血浆，在加入或不加入 HBV、HCV 和 HIV 至每种

病毒 LOD 的 3 倍的情况下，使用试剂进行检测，以上外源性物质应不干扰检测结果。 

 

5.5 重复性 
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将阴性血浆和 3 个浓度的 HBV、HCV 和 HIV 核酸阳性血浆（0.5 倍 LOD、1 倍 LOD 和 3 倍 LOD）组成

样本盘，使用同一名操作人员在同一台设备上，连续检测 5 天，统计各浓度样本的检测情况。若实验室

有多台设备的，可由不同的操作人员各在一台设备上实验，连续检测 5 天，统计不同人员、不同设备下

各浓度样本的检测情况。 

5.6 稳定性 

包括实时稳定性，开瓶稳定性，模拟日常检测过程试剂测试稳定性。 

采用检出限浓度的样本进行最大通量检测，进行加样稳定性评估。 

 

6  应用常见问题 

6.1 结果分析 

对于封闭检测体系，应对内标和弱阳质控品信号的变化进行监测。如果是开放式体系，则要考虑软

件的设定对结果的影响，同时还要考虑到是否用参比荧光或者背景荧光作为参照，消除光路和耗材对结

果的影响。 

6.2  假阳性产生的原因及处理措施 

6.2.1 假阳性结果主要有三方面原因 

1）样本间的交叉污染 

阳性样本、阳性对照和阳性质控都有可能成为交叉污染的污染源。由于交叉污染经常是偶然发生的

事件，发生后很难被发现。 

2）扩增产物（扩增子）的污染 

扩增产物很小的核酸片段，它们可以存在于空气中，也可以附着在仪器或操作台表面。 

3）非特异扩增 

检测系统也可能会出现非特异的扩增，原因有可能是检测体系本身的问题，如检测系统不同荧光通

道间的干扰，也可能是样本中存在的干扰物质造成。 

6.2.2 假阳性结果解决措施 

样本交叉污染应重新审核检测过程。措施应包括对开盖、样本汇集、加样、核酸纯化等环节进行交

叉污染风险评估；在操作要求中应该有避免上述污染产生的措施，包括阳性对照开盖后应更换手套、使

用带滤芯的吸头等。 

发生扩增产物污染，应对污染区域用 84 消毒液进行彻底消毒，连续做三次沉降和擦拭测试，合格

后，方可以继续进行检测。 

对于非特异扩增应分析来源，即样本、试剂、设备等，然后采取相应的解决措施。 
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