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金标层析法与酶联免疫吸附试验初筛ＨＩＶ１＋２型

抗体对比分析

朱柏林（江西省抚州市中医院检验科　３４４０００）

　　【摘要】　目的　对金标层析法（ＧＩＣＡ）试剂和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂初筛 ＨＩＶ１＋２进行对比分析，

评估ＧＩＣＡ试剂的品质，并将筛查出阳性血清进行免疫印迹试验（ＷＢ）确认，探讨筛查结果与 ＷＢ试验结果的关系。

方法　选用市面上口碑较好的５个厂家的艾滋病病毒（ＨＩＶ）抗体ＧＩＣＡ快速筛查试剂与ＥＬＩＳＡＨＩＶ抗体初筛试

剂平行检测１６７８０例血清标本，初筛阳性血清送疾控中心用 ＷＢ试验做确认，对 ＷＢ试验结果不确定者进行４、８

周随访检测，８周随访标本补充ＨＩＶ１病毒载量检测。结果　７种试剂敏感性为９９．２３％～１００．００％，其中３种ＧＩ

ＣＡ试剂在敏感性上已经达到ＥＬＩＳＡ试剂的水平（１００％），假阳性率为０．０８％～０．１２％，功效率均在９９．８０％以上，

２８２例初筛阳性血清经 ＷＢ法确认有２６０例为阳性，５例不确定血清经随访检测确定均为阴性，初筛试剂阳性率可

达９２．２０％。结论　ＧＩＣＡ检测试剂筛检 ＨＩＶ抗体检测敏感性、特异性和功效率均较高，某些厂家生产的试剂在敏

感性、特异性方面已经达到了ＥＬＩＳＡ试剂的水平，且快速、简便、价廉，是理想的 ＨＩＶ抗体筛查试剂。
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　　艾滋病病毒（ＨＩＶ）抗体检测具有特殊性，检测结果的准确

与否对就诊者的身心产生很大的影响，直接关系到患者以后的

生活和治疗。因此，在实验室检测质量保证的基础上，对检测

试剂的质量提出了更高的要求。检测 ＨＩＶ抗体常用的初筛方

法有金标层析法（ＧＩＣＡ）试剂和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试

剂，本文现将市面上应用广泛的几种ＧＩＣＡ试剂和ＥＬＩＳＡ试

剂进行 ＨＩＶ抗体初筛，并进行免疫印迹试验（ＷＢ）确认，探讨

ＧＩＣＡ检测 ＨＩＶ１＋２型抗体试剂的发展状况及筛查结果与

ＷＢ试验结果的关系，为各医疗机构选择试剂提供一定的参考

依据。

１　材料与方法

１．１　材料来源

１．１．１　ＨＩＶ抗体国家参考品（中国药品生物制品检定所），此

参考品由２０支阴性参考品、２０支阳性参考品、１支基质血浆、５

支最低检出限参考品组成。

１．１．２　从美国波土顿生物医学有限公司（ＢＢＩＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，

ＷｅｓｔＢｒｉｄｇｅｗａｔｅｒ，ＭＡ，ＵＳＡ）购买８套 ＨＩＶ１阳转血清盘，包

括ＰＲＢ９２４、９３０、９４０、９４２、９４３、９４４、９４６、９４８，每套含有４～８份

系列标本，共４５份。

１．１．３　２０１０年１月至２０１１年１０月来本院就诊的临床可疑患

者、手术前检测人员、自愿检测者和孕产妇的血清标本１６７８０

例。潜在的标本干扰因素如下：溶血、类风湿因子（ＲＦ）、丙型

肝炎病毒（ＨＣＶ）、人类Ｔ淋巴细胞病毒１（ＨＴＬＶ１）、乙肝病

毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、ＥＢ病毒（ＥＢＶ）和甲型肝炎病毒（ＨＡＶ）

感染。

１．２　仪器与试剂　ＧＩＣＡ：ＨＩＶ抗体筛查试剂为人类免疫缺

陷病毒（ＨＩＶ１＋２型）抗体检测试剂盒（ＧＩＣＡ）由潍坊市康华

生物技术有限公司提供；人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ１＋２）抗体

诊断试剂盒（ＧＩＣＡ）由北京金豪制药股份有限公司提供；人类

免疫缺陷病毒抗体（ＨＩＶ１／２）诊断试剂盒（ＧＩＣＡ）由广州万孚
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生物技术有限公司提供；人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ１＋２型）抗

体诊断试剂盒（ＧＩＣＡ）由北京万泰生物药业股份有限公司提

供；人类免疫缺陷病毒抗体诊断试剂盒（ＧＩＣＡ）由英科新创（厦

门）科技有限公司提供。ＥＬＩＳＡ：ＨＩＶ抗体筛查试剂（第３代）

为人类免疫缺陷病毒 ＨＩＶ（１＋２ 型）抗体 诊 断 试 剂 盒

（ＥＬＩＳＡ），由北京万泰生物药业股份有限公司提供；第４代试

剂为人类免疫缺陷病毒抗原抗体诊断试剂盒（ＥＬＩＳＡ），由北京

万泰生物药业股份有限公司提供。ＷＢ：ＭＰ生物医学亚太有

限公司，人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ１＋２）型抗体免疫印迹试剂

（ＨＩＶＢＬＯＴ２．２）。ＨＩＶ１核酸定量测定试剂：法国生物梅里

埃公司ＮｕｃｌｉＳｅｎｓｅＥａｓｙＱＨＩＶ１ｖｅｒｓｉｏｎ１．２包括裂解液试剂、

提纯试剂、扩增检测试剂。以上试剂均经中国药品生物制品监

督管理局注册批准，批检合格，并在有效期内使用。严格按照

试剂盒说明书进行试验操作。

１．３　方法

１．３．１　ＨＩＶ抗体国家参考品检测标准　２０支阴性参考品至

少１８份结果为阴性；２０支阳性参考品结果全部为阳性；１支基

质血浆结果为阴性；５支最低检出限参考品至少３份结果为

阳性。

１．３．２　ＨＩＶ阳转血清盘检测标准　８套 ＨＩＶ１阳转血清盘

为８个不同患者不同时期的系列阳转血清，阳性标本的检出可

用于评价试剂的质量。

１．３．３　标本初筛　所有标本用ＧＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ试剂进行

平行检测。

１．３．４　潜在干扰标本的检测　评价试剂的特异性。

１．３．５　ＷＢ试验确认阳性标本　分析反应条带出现率。

１．３．６　标本确认　凡阳性标本用 ＷＢ试剂进行确认，ＷＢ试

验不确定者初检４、８周后进行随访，８周随访标本补充 ＨＩＶ

病毒载量检测。

１．３．７　ＷＢ试验中阴性标本分析　ＧＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ显色程度与

之对应关系。

２　结　　果

２．１　ＨＩＶ 抗体国家参考品检测结果　７种试剂平行检测

ＨＩＶ抗体国家参考品，结果均符合质量要求（表１）。

２．２　ＨＩＶ阳转血清盘检测结果　根据ＢＢＩ公司 ＨＩＶ阳转血

清盘的背景资料，使用第３代抗体检测试剂，在４５份标本中最

多能检出１６份阳性：本研究中使用康华ＧＩＣＡ试剂、金豪ＧＩ

ＣＡ试剂、万泰ＧＩＣＡ试剂、万泰第３代ＥＬＩＳＡ试剂的定性结

果与背景资料一致，达到了最佳水平；用英科新创ＧＩＣＡ试剂

检出了１５份阳性标本（ＰＲＢ９４３０５未能检出）；万孚 ＧＩＣＡ试

剂虽然也检出了１５份阳性标本，但其中ＰＲＢ９４６４～２为假阳

性，而ＰＲＢ９４３０６和９４４０５未能检出。在每套ＢＢＩ阳转血清

盘中，第４代ＥＬＩＳＡ检测试剂都比第３代ＥＬＩＳＡ检测试剂较

早检出 ＨＩＶ感染。

表１　７种 ＨＩＶ１＋２型抗原／抗体筛查试剂检测 ＨＩＶ抗体国家参考品的结果（份）

国家参考品 标准要求
ＧＩＣＡ

（康华）

ＧＩＣＡ

（金豪）

ＧＩＣＡ

（万孚）

ＧＩＣＡ

（万泰）

ＧＩＣＡ

（英科新创）

ＥＬＩＳＡ

第３代（万泰）

ＥＬＩＳＡ

第４代（万泰）

阴性参考品２０份 至少１８份结果为阴性 ２０（－） １９（－） １９（－） １（－） １９（－） ２０（－） ２０（－）

阳性参考品２０份 结果全部为阳性 ２０（＋） ２０（＋） ２０（＋） ２０（＋） ２０（＋） ２０（＋） ２０（＋）

基质血浆ｌ份 结果为阴性 （－） （－） （－） （－） （－） （－） （－）

最低检出限５份 至少３份结果为阳性 ３（＋） ３（＋） ３（＋） ３（＋） ３（＋） ３（＋） ４（＋）

　　注：＋表示，－表示阴性。

２．３　收集标本检测结果　用不同厂家的 ＨＩＶ１＋２型抗体筛

查试剂平行检测近两年收集的血清标本，筛查阳性标本共２８２

例，将筛查阳性标本送市疾控中心进行确认试验。经 ＷＢ法确

认，其中２６０例 ＨＩＶ１抗体阳性，２２例阴性，初筛试剂阳性符

合率可达９２．２％，未发现 ＨＩＶ２抗体阳性者，５例不确定，７种

筛查试剂的结果见表２。根据表２结果，计算出各种试剂的敏

感性、特异性、假阳性率、假阴性率、功效率、阳性预期值、阴性

预期值和约登指数，见表３。

表２　７种 ＨＩＶ１＋２型抗原／抗体筛查试剂检测结果（狀）

试剂 真阳性 假阳性 真阴性 假阴性

ＧＩＣＡ（康华） ２６０ １６ １６５０４ ０

ＧＩＣＡ（金豪） ２６０ １４ １６５０６ ０

ＧＩＣＡ（万孚） ２５９ １７ １６５０３ １

ＧＩＣＡ（万泰） ２６０ １９ １６５０１ ０

ＧＩＣＡ（英科新创） ２５８ １６ １６５０４ ２

ＥＬＩＳＡ第３代（万泰） ２６０ １４ １６５０６ ０

ＥＬＩＳＡ第４代（万泰） ２６０ １２ １６５０８ ０

２．４　潜在干扰标本检测结果　溶血、ＲＦ、ＨＣＶ、ＨＴＬＶ１、

ＨＢｓＡｇ、ＥＢＶ、ＨＡＶ７个不同类型潜在干扰标本需要评估的标

本数和实际评估的标本数均为２５个。１７５个潜在干扰标本经

ＧＩＣＡ试剂检测均为阴性，经ＥＬＩＳＡ检测没有一个犛／犆犗＞１，

９２％（１６１／１７５）的标本结果犛／犆犗＜０．５。

２．５　ＷＢ试验检测结果　２６０例抗体阳性及５例抗体不确定

标本 ＷＢ反应条带分析：ＷＢ试验确认阳性的２６０例标本中出

现９条带的为１４７例，８条带的为４２例，７条带的为２０例，三

者占阳性标本总数的８０．４％。ｇｐ１６０和ｐ２４的出现率最高，均

为１００％，ｐ６６、ｇｐ１２０、ｐ５１、ｇｐ４１、ｐ３１、ｐ５５、ｐ１７出现率分别为

９６．９％、９６．２％、９５．０％、９３．８％、９３．８％、９３．１％和８８．５％，未

见 ＨＩＶ２型特异性条带。５例不确定标本中，２例仅出现ｐ２４

带，１例出现ｇｐ１６０，１例出现ｐ１７和ｇｐ１６０，１例出现ｐ３１和

ｐ２４。

２．６　５例 ＨＩＶ抗体不确定者流行病学资料调查及随访检测

结果　５例 ＨＩＶ抗体不确定者４男１女，均自述无不洁性行

为，无输血史，无吸毒史。１例女性 ＨＩＶ抗体不确定者有人流

史，人流手术在正规医院进行，对其配偶调查否认有与 ＨＩＶ感

染相关的高危行为；４例男性 ＨＩＶ抗体不确定者中２例有无
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偿献血史，均由单位组织，法定血站献血。４、８周随访 ＷＢ试

验检测：３例带型无变化，１例８周随访测条带消失，１例条带

减少。８周随访检测标本 ＨＩＶ１病毒载量，结果均小于最低检

测限（５０ＩＵ／ｍＬ），判为阴性结果，见表４。

表３　７种 ＨＩＶ１＋２型抗原／抗体试剂诊断性能指标

不同厂家试剂
敏感性

（％）

特异性

（％）

假阳性率

（％）

假阴性率

（％）

阳性预期值

（％）

阴性预期值

（％）

功效率

（％）
约登指数

ＧＩＣＡ（康华） １００．００ ９９．９０ ０．１０ ０．００ ９４．２０ １００．００ ９９．９０ ０．９９９０

ＧＩＣＡ（金豪） １００．００ ９９．９２ ０．０８ ０．００ ９４．８９ １００．００ ９９．９２ ０．９９９２

ＧＩＣＡ（万孚） ９９．６２ ９９．９０ ０．１０ ０．３８ ９３．８４ ９９．９９ ９９．８９ ０．９９５２

ＧＩＣＡ（万泰） １００．００ ９９．８８ ０．１２ ０．００ ９３．１９ １００．００ ９９．８９ ０．９９８８

ＧＩＣＡ（英科新创） ９９．２３ ９９．９ ０．１０ ０．７７ ９４．１６ ９９．９９ ９９．８９ ０．９９１３

ＥＬＩＳＡ第３代（万泰） １００．００ ９９．９２ ０．０８ ０．００ ９４．８９ １００．００ ９９．９２ ０．９９９２

ＥＬＩＳＡ第４代（万泰） １００．００ ９９．９３ ０．０７ ０．００ ９５．５９ １００．００ ９９．９３ ０．９９９３

表４　５例 ＨＩＶ抗体不确定者随访检测结果

病例 初检条带分布
４周后

条带分布

８周后

条带分布

ＨＩＶ１病毒载量

（ＩＵ／ｍＬ）
结果

标本１ ｐ２４ ｐ２４ ／ ＜５０ 阴性

标本２ ｐ３１，ｐ２４ ｐ３１，ｐ２４ ｐ３１ ＜５０ 阴性

标本３ ｇｐ１６０，ｐ１７ ｇｐ１６０，ｐ１７ｇｐ１６０，ｐ１７ ＜５０ 阴性

标本４ ｐ２４ ｐ２４ ｐ２４ ＜５０ 阴性

标本５ ｇｐ１６０ ｇｐ１６０ ｇｐ１６０ ＜５０ 阴性

　　注：／表示无数据。

２．７　ＷＢ试验中阴性标本分析　２８２例初筛阳性标本中经

ＷＢ试验确认有２２例为阴性。其中ＥＬＩＳＡ：１＜犛／犆犗＜４；ＧＩ

ＣＡ：弱阳性为１４例；ＥＬＩＳＡ：４＜犛／犆犗＜７；ＧＩＣＡ：阴性为２例；

ＥＬＩＳＡ：犛／犆犗＜１；ＧＩＣＡ：弱阳性为６例。

由此可见 ＷＢ试验确认的２２例阴性标本中ＧＩＣＡ法结果

为弱阳性的有２０例，结果判定根据显色程度，显色０．１～２．０

可判定为弱阳性。可见ＧＩＣＡ法弱阳性结果时与 ＷＢ确认试

验的符合度不高，反之中阳性标本与强阳性标本与 ＷＢ确认试

验完全符合。

３　讨　　论

７种试剂平行检测 ＨＩＶ抗体国家参考品，结果虽然均符

合预期的质量要求，但在检测最低检出限标本时，第４代

ＥＬＩＳＡ检测试剂要优于第３代ＥＬＩＳＡ检测试剂，敏感性较强。

ＨＩＶ阳转血清盘是评价 ＨＩＶ早期感染检测方法的有效工具，

本研究所用的阳转血清盘是采自 ＨＩＶ１抗体、ｐ２４抗原和（或）

ＨＩＶＲＮＡ阳转期间献血者的系列血样。由于背景信息清楚，

便于各检测方法间的比较。第４代 ＨＩＶ试剂相对于第３代试

剂，可以通过抗原检测缩短窗口期，这对诊断 ＨＩＶ早期感染、

保证血液安全等具有一定的意义。

本研究中，表２数据表明康华、金豪、万泰３种ＧＩＣＡ试剂

在敏感性已经达到了ＥＬＩＳＡ的水平（１００％），不存在漏检，在

特异性方面，金豪 ＧＩＣＡ 试剂与万泰第３代 ＥＬＩＳＡ 的相同

（９９．９２％），其他 ＧＩＣＡ试剂均达到了９９．９％以上，无显著差

异，口碑较好厂家的ＧＩＣＡ试剂已经在特异性和敏感性方面已

经达到了ＥＬＩＳＡ试剂的水平。

ＥＬＩＳＡ是利用酶催化底物反应的放大作用
［１３］，用来提高

特异性抗原抗体反应的敏感性，其特点为特异性和灵敏度高，

准确性、重复性好，但实验操作繁琐，干扰因素较多，且耗时较

长，易出现假阳性［４］，对操作人员的要求也较高，故适合需要检

验大量标本的 ＨＩＶ实验室使用。ＧＩＣＡ是继ＥＬＩＳＡ之后发展

起来的一种固相免疫测定技术，以硝酸纤维素膜为反应介质，

胶体金作为标记物，利用免疫层析来检测抗原或抗体［５］。该方

法操作简便、快速，结果立即可读，无需特殊设备，稳定性好，在

室温即可储存，最大程度的避免标本处理、温度等对实验结果

的影响，既可用于批量检测，也可用于少量标本的检测，现在临

床和各医疗机构已广泛使用。由于筛查试剂方法的不同其结

果也有所差异，本次筛查试验的假阳性率为０．０８％～０．１２％，

假阳性反应的原因可能是与筛查试剂敏感性高及一些传染病

病原体和某些自身免疫性疾病患者自身抗原与 ＨＩＶ某些抗原

决定簇有交叉反应有关［６８］，假阳性标本存在于 ＷＢ试验抗体

阴性与不确定标本中，且ＧＩＣＡ显色较弱，因此筛查弱阳性结

果尤其要慎重，必须经确证试验才能报告结果。

此次研究中有潜在标本干扰因素标本，如溶血、ＲＦ、ＨＣＶ、

ＨＴＬＶ１、ＨＢｓＡｇ、ＥＢＶ和 ＨＡＶ。经ＧＩＣＡ检测，干扰因素标

本结果均为阴性，ＥＬＩＳＡ试剂检测犛／犆犗值均小于１，说明上

述干扰因素标本可基本排除感染 ＨＩＶ的可能。

ＷＢ实验出现了５例 ＨＩＶ抗体不确定，相对初筛结果，这

５例不确定血清ＧＩＣＡ的显色程度较弱，ＥＬＩＳＡ的犛／犆犗＜４。

ＨＩＶ抗体不确定结果发生的概率和原因不尽相同，不同的研

究结果也略有差异。一般认为，ＨＩＶ抗体不确定结果的原因

可能有两个方面，一是 ＨＩＶ早期感染，二是非特异性反应，不

确定者是早期 ＨＩＶ感染的可能性很小，绝大多数是非特异性

反应。本实验经随访最终确定剩余５例 ＨＩＶ抗体不确定者为

阴性，这与文献［９］报道相符，在低流行人群中，ＨＩＶ抗体不确

定标本最终以阴性转归为主。

世界卫生组织认为，理想的 ＨＩＶ抗体筛查试剂应是快速、

简便、价廉、有高敏感性及特异性，室温保存并且判断结果直

观［１０］。随着生物技术的发展，越来越多厂家生产的 ＧＩＣＡ法

ＨＩＶ抗体筛查试剂（比如ＧＩＣＡ康华、金豪、万泰试剂）的敏感

性和特异性有了很大的提高，有的甚至达到了ＥＬＩＳＡ的水平，

是理想的 ＨＩＶ抗体筛查试剂。任何一种试（下转第１３４６页）
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ＣＨＤ相关性报道。

本研究结果显示，病例组母亲Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率

分别为５４．８４％和２７．４２％，对照组分别为４０．３２％和２０．１６％，

Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率分布在两组均差异无统计学意义

（犘＞０．０５），提示母亲Ｃ７７０Ｔ突变与子代ＣＨＤ发病无明显相

关性；Ｃ／Ｔ型犗犚略大于１．０，提示在广西人群中，母亲Ｃ７７０Ｔ

位点可能并不足以构成子代ＣＨＤ发病的独立遗传危险因素。

此外，结果还显示，病例组Ｃ／Ｔ型及Ｔ等位基因频率分布与对

照组比较差异亦无统计学意义（犘＞０．０５），这表明Ｃ７７０Ｔ突变

与广西儿童ＣＨＤ发病无明显相关性，并进一步证实，在广西

人群中，母亲Ｃ７７０Ｔ突变不足以构成子代ＣＨＤ发病的独立遗

传危险因素。钟秋安等［９］检测１１５对广西ＣＨＤ患儿及对照

儿父母ＣＢＳＴ８３３Ｃ基因型，结果也未发现父母ＣＢＳＴ８３３Ｃ基

因型与子女ＣＨＤ存在明显关联性。据此推测在广西人群中，

子代ＣＨＤ的发病可能与５，１０亚甲基四氢叶酸还原酶或蛋氨

酸合成酶等 Ｈｃｙ其他代谢途径的相关酶基因突变有关。由于

ＣＨＤ是多基因共同作用而形成的疾病，仅仅从母亲ＣＢＳ基因

某个或某几个位点突变来确定其对子代ＣＨＤ发病的作用，其

意义可能较为有限，况且，研究本身受标本例数及基因位点代

表性等因素的限制。因此，要全面阐述母亲ＣＢＳ基因突变与

子代ＣＨＤ发病的相关性，仍需要在增加标本例数的基础上开

展多基因、多位点以及多因素的综合研究。
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ｖｅｌｍｕｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，１９９５，５６（６）：１３２４

１３３３．

［７］ 李丽帆，李金平，顾国龙．冠心病患者胱硫醚β合酶基因

Ｇ９１９Ａ和 Ｃ５７２Ｔ 突变频率［Ｊ］．第四军医大学学报，

２００８，２９（４）：３１７３１９．

［８］ ＫｉｍＪ，ＨｏｎｇＳＪ，ＰａｒｋＪＨ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｓｔａｔｈｉ

ｏｎｉｎｅｂｅｔａｓｙｎｔｈａｓｅｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌ

Ｒｅｐ，２００９，２１（６）：１４４９１４５４．

［９］ 钟秋安，仇小强，曾小云，等．父母 ＭＴＨＦＲ基因、ＣＢＳ基

因与子代先天性心脏病关系的研究［Ｊ］．广西医学，２００６，

２８（８）：１１４０１１４２．

（收稿日期：２０１３１０１５　　修回日期：２０１３１２２３）

（上接第１３４３页）

剂都不可能避免假阳性和假阴性，鉴于 ＨＩＶ的筛查结果对感

染者及其家属在心理和生理方面均会产生很大影响，可选用高

敏感性和特异性的ＧＩＣＡ试剂和ＥＬＩＳＡ试剂联合使用，减少

假阳与假阴的出现。
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