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干血斑用于HIV-1新发感染（限制性抗原亲和力法）研究
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摘要：目的 研究探讨干血斑样本用于HIV-1新发感染检测（限制性抗原亲和力法）的可行性与最佳检测条件。方法 用制备的三套系列稀释干血斑-血浆配对样本和来自临床的71对人群干血斑-血浆配对样本，使用国产HIV-1新发感染酶免检测试剂盒(限制性抗原亲和力法)，同时对血浆样本与干血斑样本进行检测并分析等效性。其中DBS样本（6mm斑）洗脱分别在500μL、600μL、800μL和1000μL样本稀释液4℃过夜洗脱。结果  三套系列稀释干血斑-血浆配对样本检测结果显示，500μL、600μL、800μL和1000μL样本稀释液洗脱后的DBS样本与血浆样本的Pearson相关系数分别依次为0.955（R2=0.912）、0.944（R2=0.892）、0.948（R2=0.899）、0.933（R2=0.870）；来自临床的71对人群干血斑-血浆配对样本检测结果显示，500μL、600μL、800μL和1000μL样本稀释液洗脱后的DBS样本与血浆样本的Pearson相关系数分别依次为0.968（R2=0.936）、0.965（R2=0.932）、0.959（R2=0.919）、0.879（R2=0.773）；其中以500μL样本稀释液4℃过夜洗脱后的DBS检测结果与血浆等效性最佳，71对临床配对样本的检测一致性为98.59%（70/71）。结论  DBS样本可用于HIV-1新发感染检测（限制性抗原亲和力法），且与血浆样本具有良好的等效性。
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Abstract: Objective  To research the feasibility and the best test conditions of the DBS sample for the detection of recent HIV-1 infection (Limiting antigen avidity enzyme immunoassay, Lag-Avidity EIA). Methods  Prepared three sets of serial dilution samples of DBS-plasma matched samples, and collected 71 samples of DBS-plasma matched samples from clinical infected person. Used the domestic recent HIV-1 infection detection kit (Limiting antigen avidity enzyme immunoassay, Lag-Avidity EIA) to detect these samples, and analysis of samples equivalence. There into, the DBS samples (6 mm spot) eluted respectively in 500μL , 600μL , 800μL and 1000μL sample diluents (in the kit) at 4℃ for one night. Results  The results of serial dilution  DBS-plasma matched samples showed that the Pearson correlation coefficients of the DBS samples, which eluted in 500μL , 600μL , 800μL and 1000μL, and plasma samples were 0.955 (R2=0.912), 0.944 (R2=0.892), 0.948 (R2=0.899), 0.933 (R2=0.936), and the results of 71 DBS-plasma matched samples from clinical infected person were 0.968(R2=0.936), 0.965(R2=0.932), 0.959(R2=0.919), 0.879(R2=0.773), respectively. The concordance rate between the two types of specimens was 98.59% (70/71). DBS after the elution conditions of 500μL sample diluents at 4 ℃ for one night had the equivalence testing results with plasma. Conclusion  DBS samples can be used to the detection of recent HIV-1 infection (Limiting antigen avidity enzyme immunoassay, Lag-Avidity EIA), and have good equivalence with matched plasma samples.
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用于HIV-1新发感染检测的限制性抗原亲和力酶联免疫法（Limiting antigen avidity enzyme immunoassay, Lag-Avidity EIA），是在酶标板上包被极低浓度抗原，从而通过单孔检测HIV抗体亲和力的高低区分长期和新近感染[1]。该方法操作简便，较BED-CEIA法具有更加良好的检测性能[2,3]，已先后纳入“全国艾滋病检测技术规范（2009版、2015版）”，并作为常规哨点监测内容之一在全国推广应用，是目前我国新发感染监测的重要技术支撑。
滤纸片干血斑（Dry blood spots, DBS）是一种具备成本低廉、采血量少、制备简单、运输安全方便等多重优势的样本类型，在HIV新发感染监测工作中极具吸引力和使用价值。研究报道，干血斑样本在HIV-1 BED-CEIA新近感染检测法中具有良好的稳定性与重复性[4]，与配对血浆样本的一致性达到99.43％[5]，且在人群水平上估计的HIV-1新发感染率与血浆无差异[5]。然而，目前国内唯一的HIV-1新发感染酶免检测试剂盒(限制性抗原亲和力法)适用的样本为血清或血浆[6]，国内尚无用于滤纸片干血斑样本中HIV-1新发感染 (限制性抗原亲和力法)检测的试剂与相关研究。因此，本研究旨在探索使用DBS样本进行Lag-Avidity EIA新近感染检测的方法，并判断其检测结果的准确性和应用的可行性。
1 材料与方法
1.1 样本来源与制备  5份HIV-1抗体阳性全血收集自北京市佑安医院5例(随机选取)HIV感染者静脉血(EDTA抗凝)，10份HIV-1抗体阴性全血来自10位(随机选取)HIV阴性健康人群静脉血(EDTA抗凝)。将5份阳性全血和10份阴性全血分别进行混合，使用混合阴性全血将混合阳性全血21-210平行稀释三套。
每套中DBS样本制备方法：70μL滴至采集卡圆圈内（北京金豪公司生产的903滤纸血样采集卡），置于室温下自然干燥4小时制备成直径1.5cm DBS[7]。同时，每套中每个稀释度分出2ml全血，12000rpm离心分离配对血浆样本。
71对临床血浆-DBS配对样本由云南省德宏州疾控收集自HIV感染人群。
1.2 DBS与血浆样本等效性研究  使用北京金豪公司生产的HIV-1新发感染酶免检测试剂盒(限制性抗原亲和力法)（批号为20180312801），分别对三套21-210系列稀释的血浆样本进行新发感染检测。同时，对配对的三套DBS样本打取6mm小斑一个，分别使用500μL，600μL，800μL，1000μL样本稀释液（试剂盒自带）4℃过夜洗脱后，进行新发感染检测。全部检测操作均严格按照试剂盒说明书进行，每个反应重复三次后取ODn均值进行相关性分析。
1.3 临床DBS与血浆样本等效性验证  使用北京金豪公司生产的HIV-1新发感染酶免检测试剂盒(限制性抗原亲和力法)（批号为20180312801），对来自德宏州临床HIV感染人群的71份血浆样本进行新发感染检测，同时分别使用500μL，600μL，800μL，1000μL样本稀释液（试剂盒自带）对配对的71份DBS样本（6mm小斑一个）4℃过夜洗脱后进行新发感染检测。全部检测操作均严格按照试剂盒说明书进行，每个反应重复三次后取ODn均值进行相关性分析。
1.4 结果分析  应用SPSS统计软件分析ODn值结果，P<0.05为有统计学意义。（HIV-1新发感染酶免检测试剂盒(限制性抗原亲和力法)的结果以ODn值=1.5作为判断阈值所代表的平均阳转时间为130天[6]。）
2 结果
2.1 DBS与血浆样本等效性研究  三套21~210系列稀释制备DBS样本，使用500μL，600μL，800μL，1000μL样本稀释液4℃过夜洗脱后的HIV-1新发感染酶免检测结果均具有良好的线性关系（图1）；通过与其各自配对血浆样本检测结果的相关性分析显示，500μL，600μL，800μL，1000μL样本稀释液洗脱后的DBS样本与血浆样本的Pearson相关性系数依次为0.955（R2=0.912），0.944（R2=0.892），0.948（R2=0.899），0.933（R2=0.870）（图2），以500μL样本稀释液4℃过夜洗脱后的DBS检测结果与血浆等效性最佳。
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注：纵轴为ODn值，横轴为稀释倍数。
图1  三套21~210系列稀释DBS-血浆配对样本线性关系
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图2  系列稀释样本在不同体积稀释液下的DBS-血浆样本检测结果相关性

2.2 临床DBS与血浆样本等效性验证  对来自德宏州临床HIV感染人群的71对血浆-DBS配对样本验证检测结果进行相关性分析显示，500μL，600μL，800μL，1000μL样本稀释液洗脱后的DBS样本与血浆样本的Spearsman相关性系数依次为0.968（R2=0.936），0.965（R2=0.932），0.959（R2=0.919），0.879（R2=0.773）（图3）；以500μL样本稀释液4℃过夜洗脱后的DBS检测结果与血浆等效性最佳。
其中23例感染者的血浆样本与DBS样本同时被判定为新发感染，47例感染者的血浆样本与DBS样本同时被判定为既往感染，其中1例感染者的血浆样本被判定为既往感染（ODn值1.514）而DBS样本判定为新发感染（ODn值1.214），其ODn值在临界值附近。两种样本的检测一致性为98.59%（70/71）。
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图3  临床样本在不同体积稀释液下的DBS-血浆样本检测结果相关性

3 讨论
HIV新发感染率是了解艾滋病流行趋势、评估疫情和防治效果的核心指标。本研究旨在结合具有良好检测性能的限制性抗原亲和力新发感染检测方法和运输制备更加便捷的滤纸片干血斑样本二者的优势，研究建立可应用到偏远落后地区、不便采血人群中有效、易行、价廉的新发感染检测技术，从而解决目前艾滋病新发感染监测中面临的实际问题。本研究分别通过三套系列稀释的配对血浆-DBS样本研究表明，一个6mm DBS样本用500μL试剂盒自带样本稀释液4℃洗脱过夜后的Lag-Avidity EIA新近感染检测结果与其配对血浆结果等效性最佳，二者的Pearson相关系数为0.955（R2=0.912）。
使用71对来自德宏州临床HIV感染人群的血浆-DBS配对样本对上述最佳检测条件进行验证，结果一致，等效性最佳的稀释液体积仍为500μL，配对样本的Pearson相关系数为0.968（R2=0.936）。且得出血浆与DBS两种样本的检测一致性为98.59%（70/71），其中1对不一致样本的ODn值在临界值附近。由于新发感染（限制性抗原亲和力法）是用于群体横断面大样本量监测的一种方法，所以这一数据与本研究中验证使用的临床配对样本数量较少有关。
因此，本研究表明，目前国内唯一的Lag-Avidity EIA新近感染检测试剂盒可用于DBS样本，具有与配对血浆样本的良好等效性。本研究得出的用于国产Lag-Avidity EIA新近感染检测试剂盒的DBS样本最佳洗脱条件，与已上市的美国Maxim公司用于DBS样本Lag-Avidity EIA新近感染检测方法一致[9]。
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