
·检验仪器与试剂评价·

时间分辨荧光免疫法乙型肝炎病毒ｅ抗原定量

测定试剂盒的研制与性能评价

谭玉华１△，曾　华
２!，魏绍静３!，董　梅

４!，陈建起１，袁国悦１，李水珍１，王佳佳１，吴道贫１

（１．广州市丰华生物工程有限公司，广州５０１７３０；２．中山大学孙逸仙纪念医院检验科，广州５１０１２０；

３．广州市第八人民医院检验科，广州５１００６０；４．中国人民解放军第三九医院检验科，北京１０００９１）

　　摘　要：目的　对自研时间分辨荧光免疫法（ＴＲＦＩＡ）乙型肝炎病毒ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）定量测定试剂盒进行性能评价。方法　

２株单克隆抗体分别用于固相包被和铕标记，固相双抗体夹心二步分析法检测人血清 ＨＢｅＡｇ，并对自研试剂盒线性范围、精密

度、分析灵敏度、特异度等进行评价，与对照试剂盒平行检测１０２０例样本，检验结果采用线性回归分析，一致性采用Ｋａｐｐａ检验。

结果　自研试剂盒线性范围为０．６０～１６０ＮＣＵ／ｍＬ，相关系数达０．９９，批内和批间变异系数均小于１０％，灵敏度达

０．０５ＮＣＵ／ｍＬ，检测国家标准物质或自制参考品的效价比为０．９０～１．１０，检测国家参考品符合国家的质量检定标准，３７℃恒温

箱烘烤６ｄ后检测性能无明显改变，与同类试剂检测结果线性相关系数达０．９５，临床研究试验总符合率达１００％，Ｋａｐｐａ指数为

１。结论　自研试剂盒精密度好、灵敏度高、准确性好、线性范围宽、符合率高，可取代对照试剂盒，值得推广应用。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是发病率极高的传染性疾病，

且每年约有１００万人死于 ＨＢＶ感染所致肝衰竭、肝硬化和原

发性肝细胞癌［１］。ＨＢＶ血清标志物（ＨＢＶＭ）检测是 ＨＢＶ

感染辅助诊断的重要依据，特别是 ＨＢＶＤＮＡ、乙型肝炎表面

抗原（ＨＢｓＡｇ）和乙型肝炎ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）检测为临床抗病毒

治疗提供了有效依据［２］。ＨＢｅＡｇ检测是预测抗病毒疗效的有

效指标，可间接反映机体免疫状态和对抗病毒治疗的应答情

况［１７］。美国、欧洲以及亚太地区慢性乙型肝炎指南或者共识

都将 ＨＢｅＡｇ血清学转换作为 ＨＢｅＡｇ阳性患者抗病毒治疗的

治疗终点。明确 ＨＢｅＡｇ定量检测的意义，逐步实现 ＨＢｅＡｇ

定量检测的标准化和临床推广极为重要［２］。ＨＢｅＡｇ定量测定

试剂的研发和商品化是进一步临床研究的先决条件［７］。卫生

部临床检验中心于２００８年研制了ＨＢｅＡｇ血清标准物质，为中

国 ＨＢｅＡｇ检测规范化和标准化奠定了基础。因此，以 ＨＢｅＡｇ

血清标准物质为试剂量值溯源，笔者利用时间分辨荧光免疫法

（ＴＲＦＩＡ）研制了 ＨＢｅＡｇ定量测定试剂盒，并对试剂盒性能进

行了评价，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　按《体外诊断试剂临床研究技术指导原则》
［８］

的要求，在中山大学孙逸仙纪念医院、广州市第八人民医院、中

国人民解放军第三○九医院采集临床标本共１０２０例。

１．２　试剂与仪器　ＨＢｅＡｇ基因重组抗原、针对不同位点的

抗ＨＢｅ单克隆抗体（ＭＣｅａｂ１＃和 ＭＣｅａｂ２＃）购于北京中检

维康技术有限公司；牛血清清蛋白（ＢＳＡ）购于美国Ｓｉｇｍａ公

司；ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ购于瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；９６孔微孔板购

于深圳市金灿华实业有限公司。铕（Ｅｕ３＋）标记试剂盒由 Ｗａｌ

ｌａｃ公司提供；增强液、洗涤液、实验缓冲液和样本稀释液均为

自制；ＨＢｅＡｇ诊断试剂盒（ＴＲＦＩＡ）、泰莱ＴＲＦＩＡ仪、恒温振荡

仪、全自动洗板机由广州市丰华生物工程有限公司提供；

ＨＢｅＡｇ血清液体标准物质由卫生部临床检验中心提供；

１００Ｕ／ｍＬＨＢｅＡｇ校准物质为德国ＰａｕｌＥｈｒｌｉｃｈ研究所提供；

ＨＢｅＡｇ检测血清ｐａｎｅｌ国家参考品由中国药品生物制品检定

研究院提供；ＨＢｅＡｇ检测试剂盒（免疫荧光法）购于苏州新波

生物技术有限公司；ＶｉｃｔｏｒＴＭ２Ｄ１４２０型 ＴＲＦＩＡ仪购于美国

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司。

１．３　固相反应板的制备　用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．８ＴｒｉｓＨＣｌ缓

冲液将 ＭＣｅａｂ１＃稀释至最佳包被浓度，每孔加入１００μＬ，

４℃孵育过夜，洗涤１次，再每孔中加入含有１０ｇ／ＬＢＳＡ的上

述缓冲液２５０μＬ，３７℃孵育２ｈ，甩干后晾干，真空封膜，４℃

保存。

１．４　铕标记物的制备　将１ｍｇＭＣｅａｂ２＃加入带有滤膜的

离心管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心９～１０ｍｉｎ，再用标记缓冲液重复

洗涤３～５次；将２００μＬＭＣｅａｂ２＃和０．３ｍｇ铕标记试剂充

分混匀，４℃振荡（２２±２）ｈ；反应液经用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．８０

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液平衡的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱（１ｃｍ×４０ｃｍ）层

析，Ａ２８０监测收集第一洗脱峰。

１．５　试剂盒校准品的制备　将收集的 ＨＢｅＡｇ阳性血清按

《中国生物制品规程（２０００版）》的要求进行处理。以 ＨＢｅＡｇ

血清液体标准物质［ＧＢＷ（Ｅ）０９００９９］为参照，ＨＢｅＡｇ阳性血

清或 ＨＢｅＡｇ基因重组抗原用含５０ｇ／ＬＢＳＡ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ、

ｐＨ７．８ＴｒｉｓＨＣｌ稀释液定量稀释成０、０．６、２．５、１０、４０、１６０卫

生部临床检验中心单位（ＮＣＵ／ｍＬ）。以德国ＰａｕｌＥｈｒｌｉｃｈ研

究所提供的 ＨＢｅＡｇ校准物质为对照，１．２ＮＣＵ／ｍＬ约等于

１．０ＰａｕｌＥｈｄｉｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅＵｎｉｔ／ｍＬ（ＰＥＩＵ／ｍＬ）。

１．６　方法学的建立　采用固相双抗体夹心ＴＲＦＩＡ。在固相

抗体微孔反应板中依次加入１００μＬ校准品或样本，室温振荡

６０ｍｉｎ，洗板４次拍干，加入１００μＬ铕标记物工作液，室温振

荡６０ｍｉｎ，洗板６次拍干，加入１００μＬ增强液，室温振荡５

ｍｉｎ，将反应板放入泰莱ＴＲＦＩＡ仪内进行荧光计数，并用随机

配备的分析软件进行数据分析。

·２４２２· 国际检验医学杂志２０１２年９月第３３卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１８
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１．７　对照试剂与仪器操作　严格按照试剂盒说明书操作，仪

器操作按其操作规程进行。

１．８　性能评价指标　参考有关文献对试剂盒的线性、精密度、

灵敏度、准确度、稳定性等性能指标进行评价［９１０］。

１．９　统计学处理　检测结果采用狓±狊表示，待验证试剂盒与

对照试剂盒的检测结果采用线性回归分析，并对相关系数狉进

行狋检验，检验水准α＝０．０５；临床研究比对试验的一致性分析

采用Ｋａｐｐａ检验。

２　结　　果

２．１　方法学反应体系　ＭＣｅａｂ１＃抗体采用ｐＨ９．６、５０

ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液稀释至４μｇ／ｍＬ进行包被，标记缓冲液

为ｐＨ９．０、５０ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液，铕标记物用缓冲液按体

积比１∶１０００稀释后为最适工作浓度。

２．２　剂量反应曲线　通过最佳曲线拟合优化，采用ｌｏｇｌｏｇＢ

双对数数学模式拟合。将１个高浓度 ＨＢｅＡｇ阳性血清做线

性稀释，在０．６０～１６０ＮＣＵ／ｍＬ内，稀释样本实测值与稀释比

例的相关系数ｒ可达０．９９。

２．３　精密度　检测自制低、中、高浓度质控品各２０次，批内和

批间变异系数（犆犞）均小于１０％，见表１。

２．４　灵敏度　自制０ＮＣＵ／ｍＬ校准品２０次检测荧光值为

１２８１±１９２，采用９５％置信区间计算检测限，狓＋２狊结果为

１６６５，代入标准曲线计算浓度为０．０５ＮＣＵ／ｍＬ。

２．５　准确度　检测国家标准物质或经国家标准血清物质校准

的自制参考品，标准物质或自制参考品实测效价与标示效价的

比值为０．９０～１．１０，见表２。

表１　　自研试剂盒检测低、中、高浓度质控品精密度

质控品
批内

实测值（ＮＣＵ／ｍＬ） 犆犞（％）

批间

实测值（ＮＣＵ／ｍＬ） 犆犞（％）

Ｑ１ ２．４７ ２．０８ ２．４７ ５．１５

Ｑ２ ９．９３ ０．６８ １０．２６ ５．３２

Ｑ３ ４１．８０ ５．６４ ４０．０２ ６．２８

表２　　自研试剂盒准确度分析

评价物 标示值（ＮＣＵ／ｍＬ）实测值（ＮＣＵ／ｍＬ） 效价比

ＧＢＷ（Ｅ）０９００９９ ３．４６ ３．４７ １．００

ＧＢＷ（Ｅ）０９００９８ ２．３７ ２．２６ ０．９５

ＧＢＷ（Ｅ）０９００９７ １．１２ １．１４ １．０２

自制参考品１ ０．６ ０．５９ ０．９８

自制参考品２ ２．５ ２．５ １．００

自制参考品３ １０．０ ９．８６ ０．９９

自制参考品４ ４０．０ ４１．７６ １．０４

自制参考品５ １６０．０ １６６．４１ １．０４

２．６　质量检验　３批自研试剂盒检测ＨＢｅＡｇ血清ｐａｎｅｌ国家

参考品，最低检出量（稀释度）１＃≥１∶６４、２＃≥１∶１２８、３＃≥

１∶３２。１５份阴性参考品检测符合率为１５／１５（－／－），１０份

阳性参考品检测符合率为１０／１０（＋／＋）。批内变异系数（犆犞）

不超过１０．０％（狀＝１０）。符合国家检定标准要求，结果见表３。

表３　　３批自研试剂盒检测国家参考品检测结果

国家参考品 份数 检定标准 第１批 第２批 第３批

阴性参考品 １５份（Ｎ１～Ｎ１５） １５／１５（－／－） １５／１５ １５／１５ １５／１５

阳性参考品 １０份（Ｐ１～Ｐ１０） 符合率≥９／１０（＋／＋） １０／１０ １０／１０ １０／１０

灵敏度参考品 １＃１∶３２，１∶６４，１∶１２８ １＃≥１∶６４ １∶１２８ １∶１２８ １∶１２８

２＃１∶６４，１∶１２８，１∶２５６ ２＃≥１∶１２８ １∶２５６ １∶２５６ １∶２５６

３＃１∶１６，１∶３２，１∶６４　 ３＃≥１∶３２ １∶３２ １∶３２ １∶３２

精密性参考品 １份 犆犞≤２０．０％（狀＝１０） ５．６２％ ４．７５％ ６．５４％

２．７　热稳定性　试剂盒经３７℃恒温箱烘烤６ｄ后，对线性、

精密度、灵敏度和国家参考品进行检测，性能无明显改变。

２．８　临床研究试验　在３家临床研究单位，自研试剂与对照

试剂进行平行比对检测１０２０例临床样本，选择０．０５～２９９．３１

ＮＣＵ／ｍＬ样本１０１１例，自研试剂盒检测浓度值结果与对照

试剂盒检测Ｓ／ＣＯ结果的线性回归方程为犢＝１．１８０９犡－

３．２２６５，狉＝０．９５８４（狋狉＝１０６．７０，狏＝１００９，犘＜０．０５），以对照

试剂盒结果为标准，阳性符合率为１００％，阴性符合率为

１００％，总符合率为１００％，Ｋａｐｐａ指数为１。

３　讨　　论

ＨＢｅＡｇ为 Ｄａｎｅ颗粒重要成分，是乙型肝炎核心抗原

（ＨＢｃＡｇ）可 溶 性 成 分，也 是 ＨＢＶ 感 染 的 直 接 指 标
［１１］。

ＨＢｅＡｇ阳性提示 ＨＢＶ的存在和复制，为传染性标志
［４］，还有

助于判断 ＨＢｓＡｇ携带者传染性强弱。ＨＢｅＡｇ还与肝损伤程

度呈正比。如患者 ＨＢｅＡｇ消失，乙型肝炎病毒ｅ抗体（ＨＢｅ

Ａｂ）出现，提示患者预后较好，如 ＨＢｅＡｇ持续阳性大于８～１０

周，提示有转为慢性乙型肝炎的可能，预后不佳。持续 ＨＢｅＡｇ

阳性者易发展为肝硬化、肝癌，尤其是 ＨＢｅＡｇ阳性、ＨＢＶ

ＤＮＡ阴性者预后差，转为肝癌可能性较大。

罗氏 ＥｌｅｃｓｙｓＨＢｅＡｇ和雅培 ＡｘｓＹＭ ＨＢｅ２．０等根据

ＨＢｅＡｇＳ／ＣＯ或ＣＯＩ值在一定范围内与 ＨＢｅＡｇ含量呈线性

相关的原理，以德国ＰａｕｌＥｈｒｌｉｃｈ研究所 ＨＢｅＡｇ参考物质制

定标准曲线，实现 ＨＢｅＡｇ定量检测，结果以 ＰＥＩＵ／ｍＬ表

示［２］。卫生部临床检验中心研制的 ＨＢｅＡｇ血清标准物质可

用于 ＨＢｅＡｇ检测试剂生产厂家的量值溯源，临床和血站实验

室 ＨＢｅＡｇ检测质量控制及试剂方法学评价等。自研试剂盒

以 ＨＢｅＡｇ血清标准物质为溯源品，按 ＧＢ／Ｔ２１４１５２００８
［１２］对

试剂盒校准品进行了赋值，实现了 ＨＢｅＡｇ定量检测结果的可

溯源性，对 ＨＢｅＡｇ０．６０～１６０ＮＣＵ／ｍＬ血清稀释样本的实测

值与稀释比例呈良好线性关系（狉达０．９９）。经临床研究试验

考核，自研试剂盒检测 ＨＢｅＡｇ浓度与 ＨＢｅＡｇＳ／ＣＯ呈高度线

性相关（狉＝０．９５８４，狋狉＝１０６．７０，犘＜０．０５），自研试剂盒批内和

批间犆犞均小于１０％，灵敏度达０．０５ＮＣＵ／ｍＬ，检测国家标准

物质或自制参考品的效价比为０．９０～１．１０，检测国家参考品

符合国家质量检定标准，临床研究试验的总符合率达１００％，

Ｋａｐｐａ指数为１，说明自研试剂盒可取代对照试剂盒，值得推

广应用。
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·检验仪器与试剂评价·

免疫透射比浊法检测ＣＲＰ部分性能指标评价

易火春，颜水堤，朱建辉，陈珠菊，方佳斌，曾燕丽，章静雯

（厦门大学附属中山医院临床检验中心，福建厦门３６１００４）

　　摘　要：目的　对免疫透射比浊法测定Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）部分性能指标进行评价。方法　用免疫透射比浊法测定血清

ＣＲＰ，依据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＩＳ）文件要求进行精密度、线性范围评价，并与免疫散射比浊法进行比较。结果　ＣＲＰ

在３．１４、６．７０ｍｇ／Ｌ时，总不精密度分别为３．４５％和２．２１％，均小于ＣＬＩＡ′８８规定的允许误差范围的１／２（１０％）；免疫透射比浊

法测定血清ＣＲＰ在０．１２～４１０ｍｇ／Ｌ范围内线性良好，相关方程为犢＝１．０１０９犡－０．０８６１；与西门子ＢＮＩＩ全自动特定蛋白分析

仪免疫散射比浊法比较，回归方程为犢＝０．９６８１犡＋０．６００６，狉＝０．９９３３（犘＜０．０１）。结论　免疫透射比浊法检测ＣＲＰ重复性

好、线性范围宽，与免疫散射比浊法具有很好相关性，操作简单，检测速度快，完全符合急诊检测的需要。

关键词：免疫透射比浊法；　免疫散射比浊法；　Ｃ反应蛋白类

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．１８．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）１８２２４４０２

　　Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）是一种急性时相反应蛋白，在急性和慢

性感染、创伤、肿瘤、心肌梗死时血浓度急剧升高，对临床诊断

有重要参考价值［１３］。卫生部２０１１年颁布的《三级综合医院评

审标准》将ＣＲＦ检测作为提供２４ｈ急诊检验服务的要求之

一［４］。国内采用的ＣＲＰ测定方法主要包括免疫透射比浊法和

免疫散射比浊法。免疫散射比浊法需特定免疫分析仪器，而免

疫透射比浊法仅需普通生化仪，适合急诊检测［５６］。本文对免

疫透射比浊法测定ＣＲＰ的部分性能指标进行了评价，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　本院住院和门诊患者共６０例，所采集标本均

无溶血、黄疸、脂浊。

１．２　仪器与试剂　免疫透射比浊法：德国罗氏Ｃｏｂａｓ６０００全

自动生化分析仪及日本积水公司检测试剂（批号８２６ＲＤＩ）。免

疫散射比浊法：德国西门子ＢＮＩＩ全自动特定蛋白分析仪及配

套原装试剂（批号１６７５１０Ａ）。

１．３　方法

１．３．１　精密度试验　根据ＥＰ５Ａ文件
［７］，选择低、中浓度质

控品，每天上、下午分２批检测，每批检测双份，连续检测２０ｄ，

共４０对，８０个数据；计算批内不精密度标准差狊批内、批间变异

估计值Ａ、批间不精密度标准差狊批间、天间变异估计值Ｂ、天间

不精密度标准差狊天间，按照方差和的方式结合批内、批间和天

间标准差计算总不精密度（犆犞总）。

１．３．２　分析测量范围　根据ＥＰ６Ａ文件
［８］，采用多项式回归

方案进行线性评价。分别选取ＣＲＰ高值（Ｈ）和低值（Ｌ）血清

标本，按照５∶０、４∶１、３∶２、２∶３、１∶４、０∶５的比例进行梯度

稀释，充分混匀后随机排列上机检测，每个标本重复检测４次，

对数据进行可靠性分析后，利用ＳＰＳＳ１１．５软件进行多项式回

归分析。

１．３．３　对比试验　根据ＥＰ９文件
［９］，每天选取８例新鲜血清

分别采用免疫透射比浊法和免疫散射比浊法按１、２、３、４、５、６、

７、８、８、７、６、５、４、３、２、１的顺序进行测定，连续测定５ｄ，共检测

４０例样品（５０％标本ＣＲＰ含量不在参考范围内，标本浓度覆

盖整个可报告范围）。以４倍平均差值为判断限，对所有数据

进行方法内、方法间离群点检验。绘制散点图，计算相关系数

（狉）确定样品内ＣＲＰ含量分布是否适当。根据临床使用要求，

以回归分析统计出各个医学决定水平浓度处的系统误差

（ＳＥ）。

１．４　统计学处理　以统计学软件包ＳＰＳＳ１１．５对数据进行统

计分析，结果用狓±狊表示，进行狋检验及回归相关分析，显著

性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　精密度试验　低、中浓度质控品犆犞总 均小于ＣＬＩＡ′８８

规定的允许误差范围的１／２（１０％），在可接受范围内，见表１。

·４４２２· 国际检验医学杂志２０１２年９月第３３卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１８


