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时间分辨免疫荧光法检测乙型肝炎病毒血清标志物的研究
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　　【摘要】　目的　探讨时间分辨免疫荧光法（ＴＲＦＩＡ）检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清标志物的准确性及意义。

方法　选取２０１１年１月至２０１３年１月在该院就诊的乙型肝炎（乙肝）或疑似乙肝患者１８０例，分别采用ＴＲＦＩＡ定

量和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）定性两种方法检测患者的临床血清标本的乙型肝炎病毒表面抗体（ＨＢｓＡｂ）、乙型

肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎病毒ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、乙型肝炎病毒核心抗体（ＨＢｃＡｂ）、乙型肝炎病毒ｅ抗

体（ＨＢｅＡｂ）５个指标，将ＴＲＦＩＡ设为治疗组，ＥＬＩＳＡ设为对照组，通过κ检验对两种方法间的一致程度进行评价。

结果　采用 ＴＲＦＩＡ 检测 ＨＢＶ血清标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的阳性率分别为４７．１％、

４１．１％、４４．４％、５８．９％、４８．９％，采用ＥＬＩＳＡ检测的阳性率分别为４８．３％、４２．２％、４２．２％、５７．８％、５２．２％，两组阳

性率差异无统计学意义（犘＞０．０５）；两种方法检测５个指标的效率均表现高度的一致，其中 ＨＢｓＡｂ指标表现为极

强的一致性，其他指标表现为高度一致。结论　在检测 ＨＢＶ血清标志物方面，传统的ＥＬＩＳＡ可靠性也较高，与

ＴＲＦＩＡ一致性较高，都具有很高的应用价值。
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　　乙型肝炎（乙肝）属于感染类疾病，是由乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）感染所引起的，是目前临床危害最严重、流行最广泛的

病毒性肝炎类疾病之一［１］。有关报道称，就我国２００５～２０１０

年乙肝流行病学特征，发现乙肝的发病率呈整体上升趋势，

２０１０年后呈下降趋势，报道中以慢性乙肝为主，占９２％左右。

ＨＢＶ感染后可造成多种临床后果，其中包括非活动性 ＨＢＶ

携带状态、自限性感染、慢性乙肝及肝硬化等［２］，所以对于乙肝

的早期诊断、治疗很重要，诊断乙肝的传统方法要参照血清免

疫学的 ＨＢＶ检测，现代医学诊断中运用聚合酶链反应（ＰＣＲ）

等一类高敏感性方法并结合免疫组织化学法进一步检测血清

中病毒ＤＮＡ，虽然如此，利用血清标志物检测仍是目前重要的

临床诊断、判断病毒感染者传染性及病程的方法［３］。传统上临

床实验室主要采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测 ＨＢＶ血

清标志物，近年来，时间分辨免疫荧光法（ＴＲＦＩＡ）也逐渐应用

于临床，本文通过收集１８０例乙肝或疑似乙肝的临床血清标

本，分别采用 ＴＲＦＩＡ和ＥＬＩＳＡ检测乙型肝炎病毒表面抗体

（ＨＢｓＡｂ）、乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙型肝炎病毒ｅ

抗原（ＨＢｅＡｇ）、和乙型肝炎病毒核心抗体（ＨＢｃＡｂ）、乙型肝

炎病毒ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）５项指标，比较两种方法检测结果差

异。现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年１月至２０１３年１月在本院就诊

的乙肝或疑似乙肝患者１８０例，其中男９２例，女８８例；年龄

１９～７６岁，平均４８．５岁。

１．２　方法　所有患者采血前均６ｈ禁食禁水，空腹抽取５ｍＬ

静脉血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ将血清分离，保存于－８０℃

的冰箱内待检［４］。分别采用ＥＬＩＳＡ和ＴＲＦＩＡ两种方法检测

１８０例患者的临床血清标本的 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢ

ｃＡｂ、ＨＢｅＡｂ５个指标。按照本院及科室标准的操作程序规定

利用ＡＴ２０００时间分辨免疫荧光分析仪进行ＴＲＦＩＡ检测；利
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用新波生物ＡＴ２０００时间分辨免疫荧光分析仪及配套原厂试

剂盒进行ＥＬＩＳＡ检测
［５］。

１．３　检测结果判定　ＥＬＩＳＡ判断标准为 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ的结果均为患者的血清标本 Ａ值／阴性对照，平均 Ａ

值小于２．１可判断为阴性，平均 Ａ值大于或等于２．１可判断

为阳性；ＨＢｅＡｂ（ＣＯＶ）＝ （阳性对照平均ＯＤ值＋阴性对照平

均Ａ值）／２，ＣＯＶ≤Ａ值为阴性，ＣＯＶ＞Ａ值为阳性。ＨＢｃＡｂ

判定按照１∶２０的比例将血清稀释，ＣＯＶ＝０．５×阴性对照平

均Ａ值，标本ＣＯＶ≤Ａ值为阴性，标本ＣＯＶ＞Ａ值为阳性。

ＴＲＦＩＡ法判断标准为 ＨＢｓＡｂ参考值０～１０ｍＩＵ／ｎｄ，ＨＢｓＡｇ

的参考值为０～０．５ｎｇ／ｍＬ，ＨＢｅＡｇ参考值０～０．０３ｎｃｕ／ｍＬ，

ＨＢｃＡｂ参考值０～０．１ｎｃｕ／ｍＬ，ＨＢｅＡｂ参考值０～１．５ｎｃｕ／

ｍＬ，超过以上参考值即可诊断为阳性。一致性的强弱程度按

照Ｋｏｃｈ和Ｌａｎｄｉｓ以κ系数的大小划分区段来判断，极差为

κ＜０，微弱为０≤κ≤０．２；弱为０．２＜κ≤０．４；中度为０．４＜κ≤

０．６；高度为０．６＜κ≤０．８；极强为０．８＜κ≤１．０。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理，计数

资料以率表示，比较采用χ
２ 检验，用μ检验排除抽样误差的影

响。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

采用 ＴＲＦＩＡ 方法检测 ＨＢＶ 血清标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢ

ｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的阳性率为４７．１％、４１．１％、

４４．４％、５８．９％、４８．９％，采用ＥＬＩＳＡ法检测的阳性率分别为

４８．３％、４２．２％、４２．２％、５７．８％、５２．２％，两组阳性率差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；κ值范围为０．６８～０．８３，其中ＨＢｓＡｂ最

高而 ＨＢｅＡｂ最低，μ值范围为８．９７～１７．９８，其中 ＨＢｓＡｂ最

高而 ＨＢｅＡｂ最低。两种方法检测５个指标的效率表现出极

强或高度一致性，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　ＥＬＩＳＡ和ＴＲＦＩＡ两种方法检测 ＨＢＶ血清

　标志物的结果比较情况

ＨＢＶ血清标志物 ＴＲＦＩＡ
ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性
κ μ 一致性

ＨＢｓＡｂ 阳性 ６８ ６ ０．８３ １７．９８ 极强

阴性 ８ ９８

ＨＢｓＡｇ 阳性 ７８ ４ ０．６９ １４．１８ 高度

阴性 ６ ８６

ＨＢｅＡｇ 阳性 ６８ １２ ０．７６ １４．８９ 高度

阴性 ８ ９２

ＨＢｃＡｂ 阳性 ８４ ４ ０．７２ １２．８６ 高度

阴性 １０ ８２

ＨＢｅＡｂ 阳性 ９６ １０ ０．６８ ８．９７ 高度

阴性 ８ ６６

３　讨　　论

有关资料表明，全球现在已有约３亿人患有乙肝，我国大

约有０．９３亿人携带 ＨＢＶ
［６］。慢性肝炎患者主要临床表现为

疲乏、肝区不适、肝大、食欲减退、面色暗黄、蜘蛛痣等；重性肝

炎的主要临床表现为黄疸迅速加深、肝脏进行性缩小、患者计

算能力下降、精神异常、嗜睡，出现少尿、无尿、血尿等现象。

临床实验室检测 ＨＢＶ血清标志物的方法很多，其中以

ＥＬＩＳＡ最为常见，ＴＲＦＩＡ 也逐渐应用与临床，本研究采用

ＥＬＩＳＡ和 ＴＲＦＩＡ 两种方法检测 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、

ＨＢｃＡｂ、ＨＢｅＡｂ５项指标，通过检测结果可发现 ＴＲＦＩＡ 和

ＥＬＩＳＡ两种方法检测５种 ＨＢＶ血清标志物的结果阳性率表

现出极强或高度一致性，其中两种方法检测血清 ＨＢｓＡｂ指标

表现为极强一致性，其他４项指标表现为高度一致。虽然两种

方法间未发现明显差异，但ＥＬＩＳＡ在检测 ＨＢｓＡｇ指标上出现

６例漏检，说明此方法的敏感性稍低，所以临床在诊断可能发

生病毒变异或处于病毒复制期的患者应结合ＤＮＡ、ＨＢＶ和

ＹＭＤＤ的基因检测结果进行综合分析，以利于明确诊断
［７８］。

总之，在应用 ＴＲＦＩＡ、ＥＬ１ＳＡ对乙肝血清标志物进行检

测时，其结果会保持高度的一致性，这便于结果互认。
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