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第４代人类免疫缺陷病毒酶免检测试剂的应用与分析

刘海波１，王　丽
２（１．江苏省淮安市中心血站检验科　２２３００１；２．江苏省淮安市妇幼保健院检验科　２２３００１）

　　【摘要】　目的　通过与第３代人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）酶免试剂的比较，分析第４代试剂的检测性能。

方法　运用第３代和第４代试剂平行检测无偿献血者标本、室内质控品、室间质评血清和临床干扰性标本，比较其

特异性和灵敏度。结果　从无偿献血者血样中检出有反应性标本２０例，其中第３代试剂检出７例，第４代试剂检

出１６例，有２例标本由双方共同检出并最终确认为阳性。检测１ＮＣＵ／ｍＬ室内质控品，Ｓ／ＣＯ值无明显差异，变异

系数（ＣＶ）值在１１％～１４％。室间质评血清检测中，对临界值弱阳性标本的判定只有第４代 ＨＩＶ试剂准确无误。

检测干扰性标本，两种试剂检测结果完全一致，未见交叉反应。结论　第４代 ＨＩＶ酶免检测试剂适合献血者的筛

查，有利于保障血液的安全。
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　　艾滋病（ＡＩＤＳ）由人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）引起，目前尚无

有效的预防疫苗和治疗手段，因此早期检出，切断其传播途径成

为ＡＩＤＳ防控的首要策略。当前国内采供血机构对献血者筛查

主要采用第３代 ＨＩＶ酶免检测试剂，其灵敏度和特异性很高，

但窗口期较长，在ＨＩＶ抗体尚未出现之前容易漏检。第４代试

剂则是基于Ｐ２４抗原在ＨＩＶ感染初期就已经出现的特性，通过

ＨＩＶ抗体和Ｐ２４抗原的联合检测，缩短窗口期，减少 ＨＩＶ经输

血途径的传播［１］。本实验作者选用第４代 ＨＩＶ酶免试剂对４

类样品进行检测，并与第３代试剂进行比对，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０例初筛有反应标本为２０１１年７月至２０１２

年３月，从３７５４６例献血者血样中筛查所得，其中经疾病预防

控制中心（ＣＤＣ）确认阳性２例。室内质控品（１ＮＣＵ／ｍＬ）由

北京康彻斯坦公司提供，批号：２０１００５００１，在有效期内使用。

室间质评血清由卫生部临检中心下发，规定时间内检测。４０

例干扰性标本由淮安市保健院检验科提供，内含甲型肝炎病毒

抗体、乙型肝炎病毒表面抗体、丙型肝炎病毒抗体、类风湿因

子、抗核抗体等免疫干扰因子。

１．２　试剂与仪器　ＨＩＶ抗体诊断试剂（酶联免疫法），由上海

科华 生 物 工 程 股 份 有 限 公 司 提 供 （批 号：２０１１０１０２１、

２０１１０５０１１、２０１１０７０４１、２０１１０９０２１）。ＨＩＶ抗原抗体诊断试剂

（酶联免疫法），由北京万泰生物药业股份有限公司提供（批号：

Ｈ２０１１０４０４、Ｈ２０１１０７０６、Ｈ２０１１０９０８、Ｈ２０１１１１１０）。试剂均为

批检合格并在有效期内使用。仪器采用 ＭｉｃｒｏｌａｂＳｔａｒ全自动

加样仪、ＦＡＭＥ２４／２０全自动酶免分析仪（瑞士 Ｈａｍｉｌｔｏｎ），均

定期检定校准合格。

１．３　方法　按照《全国艾滋病检测技术规范》要求和各试剂说

明书进行实验操作、结果判定和待确认标本送检等。初次检测

有反应性，取血库同源血袋留样，与原管同时双试剂双孔复试，

以防采样差错并确定初筛试验最终结论。室内质控品与室间

质评血清的检测按常规标本同等要求进行操作。初筛有反应

性标本送淮安市ＣＤＣ，由ＡＩＤＳ确认中心实验室用蛋白质印迹

法（ＷＢ）进行确认。

１．４　统计学处理　将献血者标本、室间质评血清和干扰性标

本的检测数据一一对应分析，比较其特异性和灵敏度等；对室

内质控品的实验数据计算出狓±狊和变异系数（犆犞），并采用狋

检验进行统计分析。

２　结　　果

２．１　初筛结果　用第３代和第４代酶免试剂对３７５４６份无

偿献血者血样进行筛查，共检出有反应性标本２０例，其中第３

代试剂检出７例，第４代试剂检出１６例，有２例标本为双方共

同检出并经ＣＤＣ确认为最终阳性。
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２．２　室内质控品检测结果　用两种试剂对２０份室内质控样

品进行检测，其中第３代试剂检测结果为３．０１±０．３４，犆犞为

１１．４％，第４代试剂检测结果为３．１３±０．４２，犆犞为１３．４％，两

组数据差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　室间质评血清检测结果　用两种试剂检测５份室间质评

血清（１１７１１１７５），其中第４代试剂检测结论与反馈结果一致，

第３代试剂有１例临界值弱阳性标本未明确检出，其余均与反

馈结果相同。见表１。

表１　两种试剂对５份室间质评血清检测结果

项目 １１７１ １１７２ １１７３ １１７４ １１７５

反馈结果 － ＋ － ＋ －

第３代酶免试剂 － ？ － ＋ －

第４代酶免试剂 － ＋ － ＋ －

　　注：－表示阴性，＋表示阳性，？表示可疑。

２．４　干扰性标本检测结果　用第３代和第４代 ＨＩＶ酶免试

剂对４０例干扰性标本进行检测，检测结果均为阴性，二者检测

结果完全一致。

３　讨　　论

ＨＩＶ感染可以通过检测 ＨＩＶ特异性抗体、抗原、核酸或

病毒培养分离等加以明确，其中检测 ＨＩＶ抗体的酶联免疫吸

附试验（ＥＬＩＳＡ）技术在国际上应用最早、发展最快。自１９８５

年采用 ＨＩＶ纯化全病毒裂解物作为抗原的第１代酶免试剂问

世以来，目前ＥＬＩＳＡ已经发展到第４代。其中，第３代试剂以

基因重组或合成多肽抗原进行包被和标记，具备较高的灵敏度

和特异性，但第３代试剂所检测的ＩｇＭ、ＩｇＧ和ＩｇＡ抗体主要

针对ＨＩＶ病毒的ｇａｇ、ｅｎｖ以及结构蛋白，该类抗体一般在４～

６周后才能检出。第４代 ＨＩＶ试剂将 ＨＩＶ１／２抗原、Ｐ２４抗体

包被于微板作联合检测，由于 ＨＩＶ感染后１～２周人体血液中

即可表达核心蛋白Ｐ２４抗原，故其与第３代试剂相比，能缩短

窗口期４～８ｄ
［１］。

本次实验中，通过对 ＨＩＶ待确认标本与ＣＤＣ确认结果的

比较，作者发现两种试剂对 ＷＢ确认为阳性样本的检测灵敏度

均达到１００％，但第４代试剂送检量明显多于３代试剂。由于

ＷＢ检测抗体多为ＩｇＧ，其出现时间晚于ＩｇＭ和Ｐ２４，故 ＷＢ灵

敏度低于第３、４代 ＨＩＶ检测试剂
［２］。因此初筛有反应性而

ＷＢ为阴性的人群，仍可能处于窗口期，这在一定程度上表明

第４代试剂具有较高的敏感性。从另一角度来看，即使考虑到

上述部分样本可能处于窗口期，送检数据仍能显示第４代试剂

的特异性相对偏低。这种假阳性偏多，一方面可能因为第４代

试剂微孔板中包被的抗 ＨＩＶＰ２４抗体是鼠单抗，而献血人群

中有１％～２％存在人抗鼠抗体反应或其他不明原因的异种免

疫反应［３］。另一方面，加样或分血过程中血样交叉污染、标本

留取速度过快造成溶血、红细胞内酶类物质的非特异性反应等

也会导致酶免检测假阳性的发生［４］。这提示日常检测工作要

注意加强培训、规范操作，以减少误差；同时在检测结果反馈

时，也应该考虑到上述情况，综合考量，避免给献血者带来不必

要的恐惧心理或其他负面情绪。

两种试剂对１ＮＣＵ／ｍＬ室内质控品的检测数据未见明显

差异，且犆犞均在１１％～１４％，说明两种试剂的微板孔间差异

较小，不会导致检测结果不稳定或重复性差，也不会使Ｓ／ＣＯ

在１～４的弱阳性标本发生漏检或误判。在检测５份室间质评

血清时，二者表现出一定差异，有１份弱阳性临界值样本被第

４代试剂检出，第３代试剂因Ｓ／ＣＯ＜１，最后判为“可疑”，这说

明二者对底限弱阳性标本的敏感性存在差异。据估计血液经

ＨＩＶ抗体筛查后，因处于窗口期感染而造成输血后 ＨＩＶ传播

的危险为１．４／１０７
［５］，而增加抗原检测后可再减少残余风险的

１０％
［６］，从而提高输血的安全性。对４０例干扰性标本的检测

结果显示，两种试剂对包含甲型肝炎病毒抗体、乙型肝炎病毒

表面抗体、丙型肝炎病毒抗体及自身免疫因子的样本均未发生

交叉反应，具备较高的抗干扰能力，这与国内外的报道基本

一致［７８］。

目前，国外已经广泛使用可以同时检测 ＨＩＶ抗原和特异

性抗体的第４代试剂。其中，Ｓｐｅｅｒｓ等
［９］在对１例 ＨＩＶ患者

动态监测中发现，感染初期第４代 ＨＩＶ检测试剂和Ｐ２４抗原

阳性，第３代试剂为阴性；１６ｄ后检测第３、４代试剂为阳性而

Ｐ２４抗原测定阴性，说明第４代试剂对缩短窗口期，减少 ＨＩＶ

漏检有很高的价值。当然，第４代 ＨＩＶ酶免试剂要全面取代

第３代试剂尚需要进一步的评估和考证。有文献报道，第４代

ＨＩＶ检测试剂由于载体上同时包被 ＨＩＶ抗原和抗体，吸附到

载体上的抗原和抗体量均会受到限制，造成抗原和抗体检测之

间相互干扰，导致灵敏度下降，甚至出现第２个窗口期
［１０］。现

阶段，按照卫生部即将颁布执行的血筛标准，可以选择１个生

产厂家的ＥＬＩＳＡ试剂检测 ＨＩＶ１和 ＨＩＶ２抗体，选择另１个

生产厂家的ＥＬＩＳＡ试剂联合检测 ＨＩＶ１和 ＨＩＶ２抗原和抗

体。通过实践和分析，作者认为这种模式可将二者有机结合起

来，在第３代试剂稳定性好、特异性强的基础上，充分发挥第４

代试剂敏感性高的特性，有效降低输血传播 ＨＩＶ的残余危险。

当然，第４代 ＨＩＶ酶免检测试剂加入筛查后，仍会存在

２～３周的窗口期，且从方法学上看，ＥＬＩＳＡ灵敏度终究有限。

当前实验室检测技术已进入分子生物学的崭新时代，在欧美发

达国家的血液中心，核酸检测试剂纷纷被用于献血者的筛查，

并将 ＨＩＶ检测窗口期一举降至１１ｄ，感染的危险度大大降

低［１１］。虽然核酸检测技术操作复杂、实验要求高且成本昂贵，

目前尚未在国内血筛中大规模使用，但这是一个值得特别关注

的趋势。本站检测中心已于去年初步完成了核酸检测实验室

的筹建工作，今后，作者将在此基础上，对核酸实验中检测条件

的优化、检测流程的管理、检测项目的整合、血样采集的改进等

方面做详细的研究与探讨，继续缩短 ＨＩＶ检测的窗口期，不断

提高临床用血的安全性。
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表１　两组患儿主要症状、体征变化情况（狓±狊，ｄ）

组别 狀
咳嗽气促

缓解时间

肺部音

消失时间

呼吸困难

改善时间

胸片吸收

时间

治疗组 ４８ ２．４３±１．２１ ４．１９±０．４５ １．８４±０．１１ ４．５２±０．４７

对照组 ４２ ３．６７±１．０８ ５．４４±０．５６ ４．１４±０．１６ ５．３４±０．４６

２．２　两组患儿临床疗效　从表２可知，治疗组的疗效较对照

组的疗效高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

表２　两组患儿临床疗效

组别 狀 显效 有效 无效 总有效率（％）

治疗组 ４８ ２８ １６ ４ ４４

对照组 ４２ １４ １８ １０ ３２

２．３　治疗组患儿雾化吸入前后情况　治疗组患儿进行了１９２

次雾化治疗，雾化吸入后呼吸频次和心率降低，血氧饱和度升

高，雾化吸入前后呼吸、心率及血氧饱和度比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。见表３。

表３　治疗组患儿雾化吸入前后呼吸、心率及

　　　　血氧饱和度情况

时间 呼吸（次／分） 心率（次／分） 血氧饱和度（％）

雾化吸入前 ２４．８５±３．９４ １０４．１２±１０．４０ ９１．１８±４．４２

雾化吸入后 １９．４７±４．１４ ８７．７８±８．７０ ９５．１５±３．５６

３　讨　　论

小儿气管、支气管相对成人短，而且狭窄，黏膜柔嫩，毛细

血管丰富，软骨柔软，缺乏弹力组织，支撑力差，加之黏液腺分

泌不足而使气道干燥，纤毛运动较差致清除能力差，且儿童免

疫功能尚未健全，机体抵抗力差，容易受各种细菌、病毒的侵

害。所以儿童患麻疹后极易并发支气管肺炎。雾化吸入是治

疗支气管肺炎的常用方法。雾化吸入常用方法有超声雾化吸

入、氧驱动吸入及压缩雾化吸入。氧驱动是喷射式雾化吸入法

的一种，药液量少，雾化时间短，可产生理想的气雾量和雾化微

粒，增加气雾微粒在肺内的沉降，以氧气为驱动力，可使雾化微

粒迅速播撒到下呼吸道，与气道有广泛的接触面积，且作用直

接。氧气驱动雾化吸入患者仅需潮气量呼吸，即能将药液吸入

到支气管及肺泡，迅速缓解症状体征，改善肺功能，并且患者呼

吸不必费力，又有足够的氧气吸入，患者的不适感明显减少，尤

其适用于低氧血症、严重气促无法深吸气的患者。氧气吸入有

利于周围组织，特别是呼吸机的供氧，改善缺氧性肺血管收缩

及降低肺动脉高压，防止支气管痉挛引起的低氧血症。有研究

显示，在临床上常用的超声雾化吸入、氧气驱动雾化吸入、空气

泵雾化吸入３种方法中氧气驱动雾化吸入具有方法简单易行、

用药量少、起效快、效果肯定、易被患者接受等优点，是治疗幼

儿毛细支气管炎、哮喘等肺部疾病常用的有效方法［５７］。布地

奈德混悬液含５０％的布地奈德，稀释后经氧气驱动雾化吸入

即可避免或减少全身使用皮质激素，且接受雾化的患儿只需被

动配合。因此，在麻疹合并支气管肺炎的患儿中吸入布地奈德

混悬液，能够有效起到抗炎作用且不良反应小［８］。本研究采用

氧气驱动雾化吸入布地奈德混悬液，较对照组明显较快改善患

儿的咳嗽气促、呼吸困难等症状和体征，最终减轻病情和缩短

病程，可在临床中试用。
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