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"摘要#

!

目的
!

比较酶联免疫吸附试验"

3"!4/

$(胶体金免疫层析技术"

U!&/

$(电化学发光免疫分析

"

3&"!/

$(核酸检测"

Z/>

$共
=

种方法检测乙肝表面抗原"

]9(/

7

$弱阳性标本的结果符合率!分析探讨
=

种方法

的特异性与灵敏度%方法
!

采用高灵敏度进口和国产
3"!4/

试剂对重庆地区
),$*

年
$

'

$)

月无偿献血标本共

$$.*-$

份进行
]9(/

7

血液定性筛查!选取
,+%

$

4

'

&b

%

B

范围的弱阳性标本
$-,

份进行
3"!4/

双孔复检(

U!&/

(

3&"!/

(

Z/>

进行定量检测%结果
!

以上
=

种方法检测
]9(/

7

的结果符合率为
1=T

!其中!

U!&/

与
3&"!/

结果

符合率为
1%+1T

#

3"!4/

与
3&"!/

结果符合率为
5$+)T

#

Z/>

与
3&"!/

结果符合率为
%-+-T

!

U!&/

检测
]9#

(/

7

弱阳性标本的符合率比其他
*

种方法较差%结论
!

"

$

$

U!&/

的灵敏度和特异性与其他
*

种方法相比较低!检

测
]9(/

7

弱阳性标本时存在比较高的假阴性率和假阳性率!建议只作初筛检测%"

)

$

3&"!/

的灵敏度和特异性略

高于
3"!4/

!当
3"!4/

检测出现弱阳性结果时!最好用
3&"!/

进行复检%"

*

$

Z/>

和
3"!4/

灵敏度和特异性接

近!

Z/>

与
3"!4/

技术的方法学差异主要是检测的对象不同!且
3"!4/

与
Z/>

检测各有优劣!因此
)

种方法进

行双检可以有效提高灵敏度和特异性%
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!

乙型肝炎病毒表面抗原#

!

酶联免疫吸附试验#

!
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!
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!
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!!

流行病学调查显示#乙肝病毒感染广泛分布于世界各地*

在某些成人感染者中#病毒具有自限性#但有
-T

'

$,T

的感

染者表现为慢性肝炎症状#导致肝脏严重损伤#最终导致肝纤

维化)肝硬化甚至肝癌+

$

,

*因此#准确判断是否感染乙型肝炎

显得尤为重要*乙肝表面抗原$

]9(/

7

&是各采供血机构筛检

献血者的必检项目*我国现行的献血法明确规定!为保证医疗

临床用血需要和安全#保障用血者身体健康#阳性标本必须报

废#不得用于临床*目前检测
]9(/

7

的主要方法酶联免疫吸

附试验$

3"!4/

&简便)快速)特异)成本低)且灵敏度较高#特别

适用于大批量献血者筛查及健康体检+

)

,

*由于人感染病毒后#

在血液检测时存在检测的窗口期#使得病毒阳性的献血者存在

一定的漏检概率#因此将试剂盒阳性判定值$

MHD?II

&下一段区

域
),T

设定为弱阳性*0弱阳性1指在定性
3"!4/

测定中处

于
MHD?II

值附近临床意义可疑的一部分结果#对弱阳性标本

进行初复检双孔重新测定#其初复检标本
b:

值仍为弱阳性的

都视为阳性报废#这样也会造成很多0假阳性1的血液被报废#

使本身就缺血的重庆地区血液供应更加紧张+

*

,

*为了既保证

不浪费紧张的血液资源#又最大限度保障用血安全#作者选择

国内常用的
=

种检测方法对收集的
]9(/

7

弱阳性标本进行

测定
+

并对结果进行分析比较#现将研究结果报道如下*

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

选取重庆市血液中心
),$*

年无偿献血标本

$$.*-$

份中抽取出的弱阳性标本
$-,

份#每位献血者留取

-8"

和
%8"

乙二胺四乙酸二钾抗凝血各
$

管#无分离胶的用

于
3"!4/

检测#有分离胶的用于核酸检测$

Z/>

&#各样品管

的离心和保存均按相应的检测试剂说明书要求进行操作*

$+/

!

仪器与试剂

$+/+$

!

仪 器
!

深 圳 爱 康
hGKDH(

全 自 动 加 样 仪%瑞 士

V/X3)=

"

),

和
V/X3)=

"

*,

全自动酶免分析仪%

[Wb&!3!h

>!UW!4

核酸检测系统$美国诺华&%

W>#)$,,&

酶标仪及罗氏

$

&?QG(

&全自动电化学发光免疫分析仪%穿越信息管理系统

软件*

$+/+/

!

试剂
!

酶联免疫试剂!

3"!4/

试剂盒$生物梅里埃和

北京万泰&%胶体金试剂!胶体金免疫层析技术$

U!&/

&试纸条

$艾康生物&%电化学发光定量检测试剂!电化学发光免疫分析

$

3&"!/

&仪及其配套试剂$上海罗氏&%核酸试剂!乙型肝炎病

毒核酸检测$

Z/>

&试剂盒$美国诺华&)

]9(/

7

鉴别探针

试剂*

$+'

!

检测方法
!

将所有保存的弱阳性标本复融后#分别以

3"!4/

试剂盒)

U!&/

试纸条)

3&"!/

)

Z/>

平行检测
]9#

(/

7

*

$+'+$

!

3"!4/

法
!

献血者标本分别采用两台深圳爱康
hGK#

DH(

全自 动 加 样 仪)两 种 试 剂 同 时 进 行 加 样#采 用 瑞 士

V/X3)=

"

),

和
V/X3)=

"

*,

全自动酶免分析仪进行后处理检

测%采用海参威实验室信息管理系统软件接受处理检测结果#

本实验室将弱阳性下限值设置为
4

"

&b

值
<,+%

#其中
,+%

$

4

"

&b

%

$+,

设置为弱阳性#任意一种试剂
4

"

&b

'

,+%

#均须用

该试剂作双孔复试#双试剂
4

"

&b

'

,+%

或单试剂双孔复试至

少一孔
4

"

&b

'

,+%

即判为初筛呈反应性#该标本对应的血液

报废*

$+'+/

!

U!&/

法
!

U!&/

在
$-8JK

和
*,8JK

各观测
$

次结

果#以后者为报告结果#测定结果应在
$-8JK

内读取#

*,8JK

后判定无效*

$+'+'

!

3&"!/

法
!

将待测标本与生物素标记的单克隆抗体)

三氯联吡啶钌+

WH

$

Q

6'

&

*

,标记单克隆抗体)链酶亲和素标记

磁性微粒加入到反应杯中共同温育#形成磁性微珠包被抗体
#

抗原
#

发光剂标记抗体复合物*将上述复合物吸人流动室#同

时用电子供体三丙胺$

>[/

&缓冲液冲洗*当磁性微粒流经电

-
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极表面时#被安装在电极下的磁铁吸引住#而游离的发光剂标

记抗体被冲走*同时在电极加电压#启动电化学发光反应#使

发光试剂标记物
WH

$

Q

6'

&

*

和
>[/

在电极表面进行电子转

移#产生电化学发光#光的强度与待测的乙肝表面抗原的浓度

呈正比*

$+'+1

!

Z/>

法
!

Z/>

检测与结果判断采用转录介导扩增

$

>X/

&检测技术进行
Z/>

检测*标本于生物安全柜内开盖#

置于样品架#按照全自动血液病毒核酸检测仪$

[C?MB@JAO!

>W!b4

'

(D@CK

&的操作程序上样#进行单人份
Z/>

检测*先用

O!>W!b

试剂在
>!UW!4

上做
]!YWZ/

)

]&YWZ/

)

]9Y

:Z/

三联检测分析#对于
O!>W!b

有活性的标本#判为
Z/>

联检阳性%再分别进行
[C?MB@JA]!Y

)

]&Y

和
]9Y

鉴别试验

$

2]!Y#$

)

2]&Y

和
2]9Y

&*

/

!

结
!!

果

/+$

!

=

种方法测定血清
]9(/

7

弱阳性标本的结果比较
!

见

表
$

*

表
$

!

=

种方法测定血清
]9(/

7

弱阳性标本的结果比较%

%

&

3&"!/

3"!4/

i _

U!U/

i _

Z/>

i _

i 5) $, 11 $5 %% $*

_ * =$ $$ *= % *.

合计
5- -$ %% -* 5. =5

/+/

!

以
3&"!/

为标准
*

种方法测定血清
]9(/

7

的各诊断指

标比较
!

见表
)

*

表
)

!

*

种方法各诊断指标比较%

T

&

项目
3"!4/ U!U/ Z/>

灵敏度
5,+) %,+) %1+$

特异性
5*+) 1-+. %$+%

阳性预测值
5.+% %1+- 5$+1

阴性预测值
%,+* .=+) 1*+=

总有效率
%%+. 1=+, %)+.

'

!

讨
!!

论

]9(/

7

是一种
))K8

的小球形颗粒#小球形颗粒是由

$,,

个
]9(/

7

单体组成#乙肝患者血清中首先出现的病毒标

志物就是表面抗原
]9(/

7

#所以
]9(/

7

对于乙型肝炎疾病的

早期诊断和普查具有很高价值+

=

,

*由于
3"!4/

的影响因素较

多#常规检测中存在着一些介于阴性和阳性之间的弱阳性结

果#且弱阳性标本日益增多#但对其没有统一的判断标准#从而

造成血液制品的浪费*

]9(/

7

弱阳性出现的原因比较复杂#

目前研究发现可能存在以下几个方面原因+

-#%

,

!$

$

&

]9Y4

基因

的变异导致
]9(/

7

结构及抗原性变异#使传统检测试剂灵敏

度下降#出现假阴性或者弱阳性#而体内
]9(/

7

实际上仍处

于相当高的水平*$

)

&个体的免疫状况存在差异#部分人群对

]9Y

耐受#免疫应答水平低#因此使得
4

基因表达较低#但是

疾病的预后和转归却并不理想#甚至个别患者会出现持续性的

肝损伤#更应引起临床的重视*$

*

&不同的检测方法)不同厂家

的检测试剂及检测仪器和检测环境的差异#对实验结果产生严

重的影响*所以#弱阳性标本检测的准确性#对于采供血部门

的质量管理来说是一个非常重要的控制点*

U!&/

是以胶体金作为示踪标志物应用于抗原抗体的一

种新型的免疫标记技术#多用于无偿献血现场的首选筛查方

法*目前#国产的乙肝表面抗原胶体金试纸条检测灵敏度已达

到
$K

7

"

8"

#但是胶体金试纸条在前端采血中还是很多的缺

点!$

$

&多数的快速诊断试剂是定性的#只能用于检测标本中是

否含有超过检测浓度的特定生物成分存在#故它的灵敏度会受

到一定限制和影响#在
]9(/

7

检测标本浓度较低时易出现假

阴性导致漏检*$

)

&由于检测结果是肉眼进行判读#较容易引

起人为主观判断因素造成的差异*本实验结果表明#

U!&/

的

灵敏性较
3&"!/

)

3"!4/

)

Z/>

低#是
=

种方法中灵敏度最低

的#

U!&/

适用于献血前初筛检测使用+

5

,

*

3"!4/

是在免疫酶技术的基础上发展起来的一种新型的

免疫测定技术#是目前国内检测
]9(/

7

的常规方法#其优点

在于快速)操作简单)实验设备要求简单)应用范围广泛)敏感

性高)特异性强)无放射性污染)能定性及半微量)微量)超微量

定量分析等#是目前发展比较快的酶免疫学技术方法*但

3"!4/

检测
]9Y

血清标志物的影响因素也非常多#受加样)

反应温度)反应时间)洗涤彻底性等诸多因素的影响+

$,

,

*国产

试剂之间)国产试剂及进口试剂与进口试剂间在检测质量及结

果判断标准上均存在一定的差异#这主要是抗原抗体反应难于

溯源及普遍存在的基质效应所造成#而且操作步骤繁琐#整个

实验过程至少需要
)E

左右#因此不适用于急诊及无偿献血现

场筛查*本研究结果显示#

3"!4/

法的灵敏度和特异性分别

为
5,+)T

和
5*+)T

#比
3&"!/

略低#证明其还是存在漏检风

险*研究分析
3"!4/

漏检的原因#主要集中在窗口期)灵敏

度)罕见的亚型)变异及免疫静默感染几个方面#其中窗口期漏

检是影响血液安全性的主要问题+

$$#$*

,

*

免疫测定技术发展一日千里#化学发光技术)时间分辨荧

光技术和电化学发光技术在体外诊断技术中逐渐占据主流地

位*

3&"!/

应用较晚#但其发展却很快+

$=

,

*

3&"!/

检测
]9#

(/

7

是目前世界上乙肝标志物检测方法的金标准#该方法兼具

免疫学反应和电化学发光的高特异性)灵敏性)精密度和准确

度等优点#其测定结果较其他方法更稳定#线性范围宽#抗干扰

能力强#重复性好#并可单份检测#检测时间短#体现了
3&"!/

在方法学上的优势及在临床诊断上的重要价值+

$-

,

*本文的实

验结果证实
3&"!/

法检测
]9(/

7

弱阳性标本的灵敏性优于

3"!4/

法)

U!&/

法)

Z/>

试验#是
=

种方法中灵敏性最高的*

但因为仪器昂贵)试剂成本较高等因素#仅用于针对弱阳性标

本的检测*

据资料文献显示#我国
]9Y

感染者中#存在一部分血清

]9(/

7

呈低水平状态的个体#

Z/>

能够降低输血残余风险#

保证输血安全+

$.

,

*国内也有不少血液中心开始使用
Z/>

技

术应用于献血者血液筛查*

Z/>

包含多种直接检测病原体核

酸的方法#其中我国各血液中心最常用血液筛查
Z/>

方法是

聚合酶链反应$

[&W

&和
>X/

+

$1#$%

,

*

Z/>

灵敏度与特异性高#

在病毒感染数天后即能检出#可明显缩短病毒感染的0窗口

期1#可有效弥补其他检测方法中存在的0窗口期1较长#病毒滴

度)病毒变异)免疫沉默性感染和人为因素等原因而造成的漏

检+

$5

,

*

Z/>

检测与其他血清学方法相比较要求更严格!$

$

&

试剂应具有较高的灵敏性)重复性)特异性%$

)

&实验室环境)设

备要求更高*$

*

&标本留样和处理要求更高#因此
Z/>

检测

得成本也较高*初步研究表明#

3"!4/

检测
]9Y

0窗口期1约

为
=-

'

--2

#采用混合标本
Z/>

检测#0窗口期1将缩短
52

*

采用单人份
Z/>

检测#0窗口期1将缩短
*,2

+

),

,

*

Z/>

检测

-
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年
%
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$)

卷第
$.

期
!
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最大的优势在于可以缩减献血者0窗口期1#减少受血者通过输

血途径感染病毒的风险#但也不可避免有漏检标本出现*

Z/>

与
3"!4/

所应用的检测原理和检测方法存在一定差异#

Z/>

检测的对象是病毒核酸#而
3"!4/

检测的对象是抗原或

抗体#

)

种方法在检测血液标本过程中存在一定的互补性#

3"!4/

由于试剂)环境)设备等因素存在假阳性的可能%当献

血者血液中病毒载量低于
Z/>

的检出水平或病毒处在静默

期时#导致
Z/>

出现假阴性*病毒由于长期存在于机体中#

将会感染导致血液中抗体或抗原滴度相当高#虽然不会影响到

3"!4/

的检测#但血液中存在的
]9(/

7

是由病毒
:Z/

整合

到人染色体与宿主基因共同表达所致#因此无法检测到血清中

病毒
]9Y:Z/

#造成
Z/>

漏检*现阶段#国内大多数血站针

对血液筛查呈阳性或弱阳性的标本#几乎都未开展确证试验#

假阳性率过高不仅导致血液制品的浪费#同时也对献血者的心

理造成一定压力#采供血机构在履行告知义务时感到十分尴

尬#献血者对血站检测质量甚至对血站整体能力产生怀疑#给

献血者招募带来负面影响#直接导致固定低危献血者的流失#

给无偿献血事业的可持续发展带来严重影响*

综上所述#以上
=

种检测方法各有优缺点#又具有一定互

补性*

U!&/

初筛测定弱阳性的标本需用
3"!4/

进行双孔复

检#同时也可以用
3&"!/

复查%目前检测
]9(/

7

应用最为广

泛的方法是
3"!4/

#因为其灵敏度)特异性较高且成本低廉#

适合大批量标本检测#但
3"!4/

得影响因素诸多#检测假阳性

较高已无法适应现代医学高速发展的步伐*现阶段随着免疫

学技术飞速发展#速度更快)成本更低的新一代检测方法不断

推出#使
]9(/

7

滴度表达很低的标本得以检出#最大限度地

满足定量检测的要求*

Z/>

与
3"!4/

血液筛查检测互补作

用主要体现在
*

个方面!$

$

&窗口期漏检是目前
3"!4/

漏检的

最大因素*$

)

&以抗原抗体免疫反应技术基础的
3"!4/

方法

对免疫静默感染)病毒变异)病毒亚型检测性能低*$

*

&

3"!4/

检测0弱阳性1的设置在理论上可以改善试剂检测灵敏度低所

造成的漏检现象#却依然无法改变因病毒变异)病毒亚型或0窗

口期1而造成的漏检*因此#采供血机构应合理开展多种方法

联合检测#建立更科学的血液病原学筛查模式#最大限度降低

血液制品不合理淘汰和资源浪费#降低输血传播疾病的风险*
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