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要"目的
!

应用中和确认试验对乙型肝炎表面抗原"

OT)<

H

#弱反应性样本的结果进行确认$方法
!

采用电化学发光免

疫分析技术"

P!V-<

#检测
OT)<

H

!对从中筛选的
/#

例弱反应性样本进行中和确认实验!并对结果进行分析评价$结果
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/#

例弱

反应性标本中!经确认
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对于
OT)<
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弱反应

性标本!应采用中和确认实验进行确认$

关键词"肝炎表面抗原!乙型'

!
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乙型肝炎病毒$

OT\

%感染一直以来都是威胁中国人民健

康的重大问题'中国
OT\

慢性感染者约占
84&̂

#每年乙型

肝炎相关疾病死亡者约
''

万)

$

*

'乙型肝炎表面抗原$

OT*

)<

H

%为
OT\

感染的最主要病原标志'一步法酶联免疫吸附

测定$

PV-.<

%检测
OT)<

H

多年来已有很多方面的技术改进#

灵敏度高(特异性好#但其要求两种单克隆抗体所识别的抗原

应相距一定距离#以确保两种反应不互相干扰'因此#该方法

对所使用的两种抗体应进行选择)

/

*

'由于血清学反应中的诸

多因素会干扰实验#其重复性较差#有时出现非特异性的假阳

性'还有报道称#因一步法反应过于强烈#易引起前带现象#即

对待检物浓度很高的样品会出现假阴性反应#灵敏度和特异性

受到一定影响)

'

*

'随着检测方法和技术不断更新#许多实验室

采用时间分辨免疫荧光法$

"+X-<

%和电化学发光法$

P!V-<

%

代替传统的
PV-.<

法#其检测的灵敏度(特异性都有了显著提

高#有效避免了
OT\

感染的漏检和输血(器官移植中的安全

隐患#以及由此引起的医患纠纷'本研究采用
OT)<

H

确认试

验#对弱反应性标本进行中和确认实验)

3

*

'

B

!

资料与方法

B4B

!

一般资料
!

/#

例取自
/%%8

年
$$

月至
/%$%

年
3

月本院

门诊及住院患者#经
P$0%

检测为弱阳性标本'

B4C

!

方法

B4C4B

!

仪器和试剂

B4C4B4B

!

仪器
!

罗氏
P$0%

全自动电化学发光免疫分析仪'

B4C4B4C

!

试剂
!

OT)<

H

抗原诊断试剂(定标液和质控品$罗

氏%'

OT)<

H

抗原确认试剂$罗氏%'

B4C4C

!

检测方法

B4C4C4B

!

OT)<

H

的检测
!

采用
P!V-<

#严格按照
P$0%

仪器

和试剂操作说明进行校准#质控在控时进行标本的检测'所得

结果中
K?B=NN

指数$

!a-

%

"

$4%%

时判断为有反应性'

B4C4C4C

!

OT)<

H

确认实验
!

经
P$0%OT)<

H

检测中的弱反

应性标本#用证实试剂和对照试剂按平行处理方法'充分混匀

以上经处理的反应物#然后置于
/

!

&b

温育过夜'确认试剂

中过量的抗
OT)<

H

抗体中和标本中的
OT)<

H

'在随后进行

的
PCAK)

J

)OT)<

H

实验中#标本的
!a-

将比原值降低'在测

定预处理标本前#先校准(做质控#质控在控后#按常规
OT)<

H

试验操作处理后的标本进行检测#见表
$

!

3

'

表
$

!!

!a-

#

0

标本的处理

试剂 确认组 对照组

确认试剂
/%

)

V

"

对照试剂 "

/%

)

V

标本
$&%

)

V $&%

)

V

!!

"!无数据'

表
/

!!

0

,

!a-

,

'%

标本的处理

试剂 确认组 对照组

确认试剂
$%%

)

V

"

对照试剂 "

$%%

)

V

标本
$%%

)

V $%%

)

V

!!

"!无数据'
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B4D

!

结果判定
!

当
E

@AK:K=;B@=COT)<

H

/

与确认试剂反应的

!a-

同
E

@AK:K=;B@=COT)<

H

/

与对照试剂反应的
!a-

之比小于

5%̂

时#实验为有效'确认实验判定方式!标本与确认试剂反

应的
!a-

"标本与对照试剂反应的
!a-

小于
5%̂

确认阳性&标

本与确认试剂反应的
!a-

"标本与对照试剂反应的
!a-

大于

5%̂

确认阴性&标本与对照试剂反应的
!a-

#

$4%%

为不确定'

表
'

!!

!a-

'

'%

的标本的处理

试剂 确认组 对照组

确认试剂
$%%

)

V

"

对照试剂 "

$%%

)

V

$j/%

稀释标本
$%%

)

V $%%

)

V

!!

"!无数据'
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!!E

@AK:K=;B@=COT)<

H

/

标本的处理

试剂 确认组 对照组

确认试剂
/%

)

V

"

对照试剂 "

/%

)

V

E

@AK:K=;B@=COT)<

H

/ $&%

)

V $&%

)

V

!!
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结果

在所有的弱反应性标本中#经确认试验
//

例$

&34#̂

%为

阳性#

/

例$

040̂

%为阴性#

/

例$

040̂

%不确定#有
/3

例得到了

确认'对照实验结果见表
5

'

表
5

!!

确认实验结果#

%

$

!a- %

阳性 阴性 不确定

$

!

$4$ / % % /

'

$4$

!

0 8 8 % %

'

0

!

'% $$ $% $ %

'

'% 3 ' $ %

合计
/# // / /

D

!

讨
!!

论

OT)<

H

证实试验依据特异抗体中和原理'多克隆抗
OT*

)<

H

抗体与
OT)<

H

的免疫决定簇结合#从而封闭掉对
PCAK)

J

*

)OT)<

H

试验所用抗体的结合位点'证实试剂中过量的抗

OT)<

H

抗体中和标本中的
OT)<

H

'在随后进行的
PCAK)

J

)

OT)<

H

实验中#标本的
!a-

将比原值降低'

OT)<

H

的检测时#传统的
PV-.<

法面临着如下一些问

题!标本溶血时#红细胞内的
OF

游离入血清#因
OF

具有类过

氧化物酶的活性#其作用效应与辣根过氧化物酶类似#如果反

应孔因非特异性吸附
OF

使其残留#则会催化底物显色造成假

阳性&标本需离心至血清澄清#若离心不完全#血液未完全凝固

或血清未完全析出就加入标本进行检测#致使检测反应孔出现

凝血现象或残留细胞成分干扰#导致
OT)<

H

出现假阳性'因

为纤维蛋白丝或残留细胞成分都会牢固地吸附在包被孔内#如

未被洗掉#这些成分中的亚铁血红素有类似过氧化物酶的结

构#能将底物中的过氧化氢氧化释放出新生态氧#将显色液中

的四甲基联苯胺氧化生成蓝色的邻甲偶氮苯#造成
OT)<

H

出

现假阳性)

5

*

&标本如果受细菌污染#因菌体中可能含有内源性

辣根过氧化物酶同样易产生非特异性显色#出现假阳性&标本

如果在冰箱中存放过久#血清中
-

H

W

聚合成多聚体#甲胎蛋白

$

<X,

%可形成二聚体#在
PV-.<

测定中会导致本底过深#甚至

造成假阳性&如果人血清中含有类风湿因子(补体(嗜异性抗

体(嗜靶抗原自身抗体等非特异性物质#对
PV-.<

测定有干扰

作用#易造成假阳性)

#

*

'

化学发光免疫测定$

!V-<

%技术是继
PV.<

(放射免疫技

术和荧光免疫技术之后发展的一项新兴检测技术'

P!V-<

是

电化学发光$

P!V

%和免疫测定相结合的产物'有研究者用

P!V-<

在检测乙肝标志物时发现用化学发光法灵敏度更高#

专属性更强)

0

*

'

P$0%

全自动电化学发光免疫分析仪采用第二代电化学发

光法检测
OT)<

H

#根据
!a-

作出半定量#其线性范围宽)

&

*

#同

时具有高灵敏度和准确度#系统精密度好(特异性强#对于结果

的判断很有价值'

本次实验#

/#

例弱反应性样本中有
/

例判断为不确定#占

040̂

#分析未被确认的原因认为是
!a-

值太低$

#

$4$%

%#因

阳性值过低#在预处理过程中#被对照试剂稀释#而使得标本与

对照试剂反应后
!a-

#

$4%%

#无法判定确认结果'

/#

例弱反

应性标本有
/3

例得到了确认#达
8/4'̂

#

//

例为确认阳性#

/

例为确认阴性'

对于无法确认的弱反应性标本#可复查一次#如果仍为可

疑#可与临床医生沟通#是否接受过小鼠单抗治疗或是否为接

受高剂量生物素治疗的患者#在短时间内采集了标本#建议近

期复查观察变化'有报道称
OT\

感染者中存在一部分隐匿

性乙型肝炎感染的情况#即
OT\

持续存在#肝内可检出病毒#

但血清中不能检出
OT)<

H

#病毒
OT\1]<

低水平或阴性'

在这种下可出现弱阳性情况'

OT\

感染人群中有一部分血清

OT)<

H

呈低水平存在#

OT)<

H

低值弱阳性的
OT\

感染可能

与
OT)<

H

低水平表达(

OT\

的整合(含
OT\

循环免疫复合

物的形成有关#并与来自宿主方面的诸多因素有关)

8*$$

*

'但主

要原因是大多数
OT\

感染者随年龄增长
OT\

逐渐清除#

OT)<

H

逐渐下降#并有可能伴有血清学转换#出现抗
*OT.

等)

$/

*

'有研究发现#产生
OT)<

H

弱阳性的现象也有可能是患

者免疫功能受损后#机体与
OT\

或其产物产生新的平衡反

应#一般情况下不具有严重致命性#但部分滴度低的
OT)<

H

阳性者仍存在
OT\

复制'因此#在机体免疫功能受损时可导

致肝脏病情加重#甚至癌变'患者血清中
OT)<

H

的含量高低

与疾病发展的严重程度并不成正比#多数患者的临床症状轻

微#或无任何临床症状#但
OT\

可产生慢性的终生隐形感染#

这可能是肝癌发生的因素之一)

$'

*

'

在国外#检测
OT)<

H

呈阳性的样本应报告,有反应性-#

必须经中和试验确认后才能报告,

OT)<

H

阳性-

)

$3

*

'本次实

验弱反应性标本出现了不确定和假阳性#因此使用
PCAK)

J

)

检

测
OT)<

H

出现弱反应性的情况下#在条件成熟时#应进行确

认实验#由此可以保证阳性结果的真实性'
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在本研究中#

!<<

组
dd

基因纯合型频率与对照组相比

有增加#但差异无统计学意义&而
!<<

组
.d

基因杂合型频率

和携带
d

等位基因频率与对照组相比也有增加#差异有统计

学意义'且
.d

基因型频率和携带
d

等位基因频率也与
!<<

发病相对危险度呈正相关#说明
e!O*V$

基因的
.$&d

多态性

的杂合子
.d

可能是
!<<

的遗传易感性基因型#

d

等位基因

携带者也对
!<<

有较高的遗传易感性'而
dd

纯合基因型频

率与对照组相比虽有增加#但差异无统计学意义#说明
e!O*

V$

的
.$&d

多态性与
!<<

之间的关系与
d

等位基因的量有

关#间接印证了
dd

纯合基因型
e!O*V$

对异常蛋白
<

,

的清

除作用增强#可能对
!<<

具有一定的保护作用#可能降低

!<<

发病率'

综上所述#本实验研究了中国汉族人群
e!O*V$

基因

.$&d

多态性与脑淀粉样血管病的关系'由于本实验样本量较

小以及单一位点研究#不能全方位了解
e!O*V$

基因
.$&d

多

态性对
!<<

的影响#这是本研究的不足#将来可继续扩大样

本#做深一步的研究'另外#鉴于
e!O*V$

基因在
e,.

系统

中的重要功能#应该对该基因的其他可能位点和外显子多态位

点大样本量联合分析#以分析其单倍型及与
!<<

的相关性#

将更有可能揭示
e!O*V$

基因与
!<<

关系'
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