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　　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）是目前临床免疫学检验领域

的主流检测技术之一，而且其反应中各组分的成本较为低廉，

特别是对肝炎病毒的监测，最基层的医院也在开展。因其操作

简单，灵敏度高，特异性好，达ｎｇ水平，经济安全，不需要特殊

设备等特点而在临床上广泛应用。但是由于其操作步骤复杂，

一般包括试剂准备、样本收集、加样、温育、洗涤、显色、比色、结

果判定等，其中任何一项操作不当都可造成实验误（漏）诊的发

生。因此，必须加强ＥＬＩＳＡ检测的全面质量控制，保证其结果

的准确可靠。现将影响因素做以分析。

１　试　　剂

目前各种ＥＬＩＳＡ试验均有商品化的专用试剂盒。优质的

试剂是保证检验质量的基础。选择质量好的试剂，在了解某种

试剂的组成基础上选择多家试剂盒进行比较，应选择灵敏度

高，特异性好，精密度（犆犞）好（批内犆犞值小于１５％），稳定性

和安全性好，且简便经济的试剂。不同批次的试剂在制作过程

中很难保证质量完全一致，因此必须选择和订购长效批号的试

剂，并保证保存条件，严格执行这一标准可以避免试剂批号改

变而重建质控体系及重新评估试剂的复杂过程，并且能够保证

结果的稳定性。在试剂使用前应先将试剂放置于３７℃下平衡

３０ｍｉｎ以上。

２　标　　本

血清是最常用的标本。患者标本中有可能含有干扰试验

的免疫物质，导致假阳性或假阴性的结果，干扰因素一般可分

为两类，即内源性和外源性干扰因素。

内源性干扰因素一般包括类风湿因子、补体、高浓度的非

特异性免疫球蛋白、异嗜性抗体及某些自身抗体等，避免内源

性干扰因素主要通过选择合适的试剂。

外源性干扰因素包括标本溶血、标本被细菌污染、标本贮

存时间过长及标本凝固等。

２．１　标本溶血红细胞破坏溶解时释放出大量具有过氧化物酶

活性的血红蛋白，因此，在以辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）为标记的

ＥＬＩＳＡ测定试验中，容易在温育过程中吸附于固相，从而与加

入的底物反应显色，干扰测定结果。

２．２　标本在低温下保存时间过长，ＩｇＧ可聚合成多聚体，在间

接法ＥＬＩＳＡ测定中会导致本底加深，甚至出现假阳性结果。

通常血清标本可在２～８℃保存，如样品在７ｄ内不测定，需将

血清或血浆和血细胞分离后，置－２０℃保存。冷冻保存标本

避免反复冻融，标本的反复冻融会因其所产生的机械剪切力对

标本中的蛋白等分子产生破坏作用，使抗体效价下降从而引起

假阴性结果。

２．３　血清标本应充分离心，否则可因残留的纤维蛋白原非特

异吸附于微孔而造成假阳性结果。

２．４　标本污染　生化与免疫标本的混用，可能造成免疫检测

标本的污染。其原因是免疫指标是定性检测，标本的待测物质

含量差异极大，标本在检测生化试验时极微量的交叉污染都可

能造成免疫测定结果的不准确。此外，全自动酶免疫分析仪的

加样针或加样吸头清洗力度不够，造成阳性标本和其他标本的

污染。

３　操作因素

３．１　加样　加样器是一种比较精密的工具，其在长时间使用

时会因机械磨损或推动杆内附着的血痂等原因造成加样不准，

因此必须定期对加液器进行维护和校准。每次加不同的标本

均需更换吸嘴，以免发生交叉污染；加样速度不可太快，以免将

标本加在孔壁上部，并注意不要溅出或产生气泡，加样时还应

注意操作时差对结果的影响，标本加样较多时应分批操作，防

止加样后温育前等待时间过长。尤其对竞争法检测结果影响

更大。

３．２　温育　３７℃是实验室中最常用的温育温度。温育方式

常采用温箱法、微波辐射法和水浴法。其中水浴法能较好解决

因受热不均衡所致的周围孔与中央孔结果的吸光度差异（即

“边缘效应”）可将ＥＬＩＳＡ板置于水浴箱中，温育时要加封贴

封纸，这样可以防止孔内液体成分蒸发或水珠等杂质滴入孔内

影响检测结果，封片不能重复使用。

３．３　洗涤　洗涤是ＥＬＩＳＡ不同于均相免疫学检测技术的一

大特征，洗涤在整个ＥＬＩＳＡ反应过程中虽不是一个反应步骤，

却非常关键。其目的是去除反应体系中与反应无关的成分，包

括未结合的酶结合物以及反应过程中非特异性吸附于固相载

体的干扰物质。洗涤可采用洗板机或手工洗涤两种方式，一般

认为洗板机比手工洗板效果要好。洗板机设置时间、间隔、次

数要保持一致，不能过多或过少。洗板次数较少，造成残留，可

引起假阳性结果；洗板次数过多，可造成抗原抗体结合物洗脱，

造成假阴性结果［１］。洗板时注意各种试剂盒的洗液不能混用，

且试剂盒中提供的洗液是浓缩的，应按规定的倍数稀释。洗涤

要彻底，以去除实验中未参与的所有物质，加入洗涤液时，应防

止在反应孔中形成气泡而造成洗涤不充分，也不可冲力过大，

以防包被在固相载体表面的成分脱落而造成假阴性。酶结合

物不耐干燥，特别在较高的温度下更易失活，加入底物前，甩干

的反应板在空气中暴露的时间长短也会影响实验结果，时间越

长，则Ａ值越低
［２］。可以说在ＥＬＩＳＡ 操作中，洗涤是最主要

的关键技术，应引起操作者的高度重视，操作者应严格按要求

洗涤，不得随意更改。

３．４　显色与比色

大多数情况下ＥＬＩＳＡ商品多选用 ＨＲＰ。ＨＲＰ可催化的

底物为过氧化氢，参加反应的显色供氢体有邻苯二胺（ＯＰＤ）、

邻联甲苯胺（ＯＴ）及四甲基联苯胺（ＴＭＢ）等。操作时应注意

各试剂盒显色剂不能混用，添加顺序不能颠倒，不能溅出孔外。

ＥＬＩＳＡ显色结果必须通过酶标仪进行检测，可减少实验误差，

提高临界值样本的分析准确度。不可由肉眼判断结果，因为不

同个体的色觉存在差异。加入终止液后应尽快比色，否则样本

吸光度值会逐渐下降，显色越深下降越快，应在２ｍｉｎ内比色。

酶标仪应采用双波长进行测定，这样可排除单波长检测时的测

定干扰（标本的浓度、干扰色等）和电路干扰（噪音、漂移、电压
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等），也可排除微孔反应板底部划痕的光干扰。

４　 结果的判定与报告

严格依据试剂盒提供的阳性判定值（犆犗）进行结果判定。

厂商提供试剂的同时，说明书上列出的犆犗值是建立在一系列

科学试验及统计研究的基础上，不应随意更改。定量测定需要

制备标准曲线，根据标准曲线计算结果。通常情况下ＥＬＩＳＡ

结果报告方式为“阴性”或“阳性”，在二者之间有一条明确的分

界线，也就是所谓的阳性判定值即犆犗值，对于样本的吸光度

值（犃）高于犆犗值就判断为阳性，相反则判断为阴性，然而在实

际工作中经常会出现样本犃 值位于犆犗 值附近的人群，即

ＥＬＩＳＡ检测的“灰区”。在国内的传染性病原体抗原和抗体检

测的ＥＬＩＳＡ试剂盒中均未涉及到“灰区”的设置，仅仅依靠犆犗

值来决定感染的有无，尤其是对献血员的筛查具有较大风险。

对可疑标本可采用多次数检验或结合其他方法如胶体金免疫

检测等手段确诊。

５　质量控制

５．１　室内质量控制（ＩＱＣ）　要保证检验结果的准确可靠，必

须做好ＩＱＣ，首先要保证实验室的环境、仪器设备与硬件设施

必须处于良好的状态，其次要对试剂及测定方法过程进行标准

化，另外实验室技术人员必须经过良好的培训。目前国内实验

室定性试验的质控规则还没有统一的标准，较多单位采用“即

刻法”，结合ＬｅｖｅｙＪｅｎｎｉｎｇｓ质控图的方法。在每块反应板中除

了试剂盒附带的阴阳性对照外，还要选择一个为弱阳性的室内

质控品，其犛／犆犗值应该为２～４之间。认真分析每次ＩＱＣ失

控的原因，定期对各项检测的均值、变异系数等进行比对分析，

及时发现试剂盒检出能力的变化，采取适当的措施来提高检测

的可靠性。

５．２　室间质量评价（ＥＱＡ）

ＥＱＡ是一种回顾性评价，主要是控制实验室结果的准确

性。其要点是保证同患者的标本一样对待室间质评物，必须强

调的是ＥＱＡ结果必须结合ＩＱＣ一并分析，找出原因，改进工

作中的不足，同时指导实验室选择合适的试剂盒。

综上所述，ＥＬＩＳＡ检测操作步骤复杂，可能会影响测定结

果的因素较多，分布在测定操作的各个步骤中，因此必须加强

各环节的质量控制，才能得到准确可靠的检测结果。
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　　我国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的高发区，占全世界乙

肝病毒总携带率的５０％
［１］。ＨＢＶ在人体内的复制量，患者机

体的免疫状态及治疗效果一直是临床医生和患者都十分关注

的问题。以往大家都采用乙肝五项作为 ＨＢＶ感染的筛查指

标，但是这些不足以筛查出乙肝病毒携带者的传染性强弱，近

年来前Ｓ１抗原作为 ＨＢＶ血清学新的标志物逐渐显现出较高

的临床应用价值。通过前Ｓ１抗原和乙肝五项的联合检测更能

够敏感的反映出乙型肝炎患者是否有病毒复制、肝细胞损伤、

抗病毒治疗效果等，对病情的预后及治疗判断具有广泛的临床

意义。

１　乙肝前Ｓ１抗原

前Ｓ１抗原是 ＨＢＶ外膜蛋白的重要组成部分。ＨＢＶ基

因组有４个开放读码框，分别为Ｓ、Ｃ、Ｐ和 Ｘ区，其中编码

ＨＢＶ外壳蛋白的Ｓ区分为前Ｓ１抗原、前Ｓ２抗原和Ｓ区，分别

编码包膜上的前Ｓ１抗原、前Ｓ２抗原和 ＨＢｓＡｇ。前Ｓ１抗原抗

原有１０８或１１９个氨基酸组成，其长度因亚型而异。前Ｓ１抗

原抗原位于Ｄａｎｅ颗粒的表面，具有高度的免疫原性，ＨＢＶ可

通过前Ｓ１抗原区的氨基标酸（ＡＡ）２１４７片段作为受体黏附

至肝细胞上，从而侵入肝细胞。变异的病毒只要这一片段完好

就存在着传染性［２］。

２　乙肝前Ｓ１抗原的作用

２．１　前Ｓ１抗原仅在 ＨＢＶＤＮＡ阳性血清中检出，在感染１～

２周内（潜伏期）即可检出，然后滴度迅速达到高峰，恢复期后

前Ｓ１抗原又很快转阴，提示病毒正在消除和病情好转。前Ｓ１

抗原转阴越早，急性乙肝病程越短，预示急性乙肝的愈合良好。

前Ｓ１抗原如持续阳性则提示病情的慢性化。其动态变化有助

于判断急性乙型肝炎的愈后。由于前Ｓ１抗原出现在急性乙型

肝炎感染的最早期，在转氨酶升高前即可查出，所以它可作为

早期诊断 ＨＢＶ感染的指标。

２．２　ＨＢＶ是一种嗜肝细胞病毒，感染的第一步是需要侵入肝

细胞，然后才能在肝细胞内复制繁殖。现在认为前Ｓ１抗原与

ＨＢＶ的复制密切相关，在附着和侵入肝细胞的机制中起着重

要作用。前Ｓ１抗原是 ＨＢＶ侵入肝细胞的关键部位。前Ｓ１

抗原氨基酸的（ＡＡ）２４～４７片断作为肝细胞膜受体诱导 ＨＢＶ

吸附于肝细胞表面，同时正常人肝细胞上也存有前Ｓ１抗原受

体能直接吸附 ＨＢＶ促使 ＨＢＶ进入肝细胞。

２．３　近年来发现部分 ＨＢｅＡｇ阴性患者体内仍存在病毒复制

现象，前Ｓ１抗原的检测可弥补因病毒变异或其他原因而造成

ＨＢｅＡｇ阴性给临床带来的误导。通过前Ｓ１抗原的检测即能

了解 ＨＢＶ在体内的复制情况，又能了解是否携带 ＨＢＶ变异

毒株，能对疾病的转归进行判断，为临床提供重要的信息。

３　前Ｓ１抗原与机体的免疫反应

ＨＢＶ感染后是否发病或病情的轻重转归依赖于机体对

ＨＢＶ的免疫反应，这其中就包括前Ｓ１抗原的免疫应答，前Ｓ１

抗原的２１～４７片段具有很强的免疫原性，能刺激免疫细胞激

活引发免疫损害，导致肝细胞变性坏死，转氨酶升高，出现一系

列肝炎性反应和体征。
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