
两种方法具有较好的相关性和可比性。

综上所述，对于蛋白和血脂正常的标本，离子选择电极间

接法和直接法有很好的相关性，且在很大范围内的偏倚可被临

床所接受。
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·检验技术与方法·

时间分辨免疫荧光法在低浓度范围ＨＢｓＡｇ检测中的应用价值

安宏亮△，钟婉婷，周　静

（佛山市中医院检验科，广东佛山５２８０００）

　　摘　要：目的　探讨时间分辨免疫荧光法（ＴＲＦＩＡ）检测低浓度 ＨＢｓＡｇ的最佳阈值和诊断性能，及其与电化学发光法（ＥＣＬ）

定性结果的一致性。方法　选择ＴＲＦＩＡ检测结果为 ＨＢｓＡｇ低浓度（０．１６～５．０μｇ／Ｌ）的标本４９９例，以ＥＣＬ检测结果为乙型肝

炎病毒（ＨＢＶ）感染诊断依据，应用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ曲线）分析ＴＲＦＩＡ检测低浓度 ＨＢｓＡｇ的最佳阈值和诊断性能，以

Ｋａｐｐａ检验分析ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ定性结果的一致性。结果　ＴＲＦＩＡ诊断低浓度 ＨＢｓＡｇ的ＲＯＣ曲线下面积为０．５８７；取最大

Ｙｏｕｄｅｎ指数、最大阳性似然比、最低检出浓度对应的阈值及实际工作中使用的阈值时（分别为０．３９７、２．６１０、０．２００、０．５００μｇ／Ｌ），

诊断灵敏度分别是６１．１％、９．１％、８８．６％、４５．７％，特异度分别是６０．１％、９６．７％、１０．３％、６６．７％，漏诊率分别是３８．９％、９０．９％、

１１．４％、５４．３％，误诊率分别是３９．９％、３．３％、８９．７％、３３．３％。以０．５００μｇ／Ｌ作为阈值时，ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ检测结果比较Ｋａｐｐａ

值为０．１２０，犘＜０．０５；以０．３９７μｇ／Ｌ作为阈值时，Ｋａｐｐａ值为０．２０２，犘＜０．０５。经ＥＣＬ确认的１７６例（３９．２％）低浓度ＨＢｓＡｇ标

本中，ＨＢｓＡｇ＜０．２μｇ／Ｌ者占１１．９％（２１／１７６）、０．２～０．５μｇ／Ｌ者占４２．６％（７５／１７６）、０．５～１．０μｇ／Ｌ者占１９．９％（３５／１７６）、

１．０～５．０μｇ／Ｌ者占２５．６％（４５／１７６）。结论　应用ＴＲＦＩＡ检测低浓度 ＨＢｓＡｇ标本时，各实验室应建立合适的诊断阈值；其与

ＥＣＬ检测结果的一致性一般，准确性低，需采用更灵敏的方法进行结果确认。

关键词：荧光免疫测定；　肝炎病毒，乙型；　肝炎表面抗原，乙型；　电化学发光法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０１．０３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０１００７９０２

　　中国部分乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染患者血清 ＨＢｓＡｇ呈

低水平状态［１３］。ＨＢｓＡｇ是诊断 ＨＢＶ感染的直接证据，有效

检测血清低水平 ＨＢｓＡｇ对流行病学筛查和临床诊断具有重

要意义［１，３］。常用的酶联免疫试验灵敏度、特异度、准确度均

较低［４］。时间分辨荧光免疫法（ＴＲＦＩＡ）具有比酶联免疫法敏

感性高、重复性好、特异性强、标记物稳定等优点，但对其检测

低浓度范围 ＨＢｓＡｇ的方法学评价和应用分析较少见
［５］。本

研究通过回顾性分析ＴＲＦＩＡ检测并经电化学发光法（ＥＣＬ）最

终确认的低浓度 ＨＢｓＡｇ标本检测结果，探讨了 ＴＲＦＩＡ对低

浓度 ＨＢｓＡｇ标本的方法学性能和应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　经ＴＲＦＩＡ检测并经ＥＣＬ最终确认的 ＨＢ

ｓＡｇ浓度范围为０．１６～５．００μｇ／Ｌ的患者４４９例，男２８９例、

女１６０ 例，年 龄 （２９．３１±４．７６）岁，ＨＢｓＡｇ 检 测 结 果 为

（０．７５９±０．９２５）μｇ／Ｌ。

１．２　仪器与试剂　Ａｎｙｔｅｓｔ２０００型荧光检测仪和配套 ＨＢｓＡｇ

检测试剂（苏州新波），ＭｏｄｕｌａｒＥ１７０电化学发光分析仪和配

套 ＨＢｓＡｇＩＩ型检测试剂（瑞士罗氏）。

１．３　方法　采集患者静脉血标本，常规分离血清后采用ＴＲ

ＦＩＡ及ＥＣＬ进行 ＨＢｓＡｇ浓度监测，检测步骤及结果判断参照

仪器及试剂盒说明书。ＭｏｄｕｌａｒＥ１７０电化学发光分析系统由

配套的仪器、试剂、标准品构成，灵敏度高（０．０５μｇ／Ｌ）、特异性

强、重复性好，结果具有溯源性［６］，因此以ＥＣＬ检测结果为诊

断依据，阳性者诊断为 ＨＢＶ感染。卫生部临检中心低值质控

血清 ＨＢｓＡｇ浓度分别为０．５０、１．００、２．００、５．００μｇ／Ｌ，故将

５．００μｇ／Ｌ确定为低浓度 ＨＢｓＡｇ的上限；试剂盒说明书中建

议阳性结果判断阈值为０．２０～０．５０μｇ／Ｌ，最低检出浓度为

０．２０μｇ／Ｌ，故以（０．２０－０．２０×０．２）μｇ／Ｌ，即０．１６μｇ／Ｌ作为

低浓度 ＨＢｓＡｇ的下限。

１．４　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３软件记录、整理患者资料；

应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据统计分析；ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ定性

结果一致性分析采用Ｋａｐｐａ检验；ＴＲＦＩＡ检测低浓度 ＨＢｓＡｇ

·９７·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１



的诊断性能评价和最佳阈值计算采用受试者工作特征曲线

（ＲＯＣ曲线）分析；显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＴＲＦＩＡ检测结果 ＲＯＣ曲线分析 ＲＯＣ曲线下面积为

０．５８７，９５％置信区间（ＣＩ）为０．５３３～０．６４２，０．５＜ＡＵＣ＜０．７

（犘＜０．０５），见图１。依据ＲＯＣ曲线的结果，分别选取不同情

况下的阈值，进行诊断性能评价，结果见表１。

表１　　取不同阈值时ＴＲＦＩＡ诊断性能评价

阈值

（μｇ／Ｌ）
灵敏度 特异度 漏诊率 误诊率

Ｙｏｕｄｅｎ

指数

阳性

似然比

０．３９７ ０．６１１ ０．６０１ ０．３８９ ０．３９９ ０．２１２ １．５３１

２．６１０＃ ０．０９１ ０．９６７ ０．９０９ ０．０３３ ０．０５８ ２．７７３

０．２００△ ０．８８６ ０．１０３ ０．１１４ ０．８９７ －０．０１２ ０．９８７

０．５０２" ０．４５７ ０．６６７ ０．５４３ ０．３３３ ０．１２４ １．３７１

　　：正确诊断指数（Ｙｏｕｄｅｎ指数）最大时；＃：阳性似然比最大

时；△：ＴＲＦＩＡ最低检出浓度；"：实际工作中的阈值。

图１　　ＴＲＦＩＡ检测低浓度 ＨＢｓＡｇ标本结果ＲＯＣ曲线

２．３　ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ检测结果的一致性分析　选择实际工作

中使用的阈值时，Ｋａｐｐａ值为０．１２０，犘＜０．０５，结果见表２。选

择Ｙｏｕｄｅｎ指数最大时的阈值时，Ｋａｐｐａ值为０．２０２，犘＜０．０５，

结果见表３。

表２　　ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ定性结果一致性分析［狀或狀（％）］

ＴＲＦＩＡ
ＥＣＬ

阳性 阴性
合计

阳性 ８１（１８．０） ９３（２０．７） １７４

阴性 ９５（２１．２） １８０（４０．１） ２７５

合计 １７６（３９．２） ２７３（６０．８） ４４９

　　：ＴＲＦＩＡ阈值为０．５０２μｇ／Ｌ。

表３　　ＴＲＦＩＡ与ＥＣＬ定性结果一致性分析［狀或狀（％）］

ＴＲＦＩＡ
ＥＣＬ

阳性 阴性
合计

阳性 １０８（２４．１） １１０（２４．５） ２１８

阴性 ６８（１５．１） １６３（３６．３） ２３１

合计 １７６（３９．２） ２７３（６０．８） ４４９

　　：ＴＲＦＩＡ阈值为０．３９７μｇ／Ｌ。

２．４　经ＥＣＬ确认的１７６例阳性结果的浓度分布规律　ＴＲ

ＦＩＡ检测结果为低浓度的４４９例标本，经ＥＣＬ确认为阳性的

１７６例（３９．２％），其中 ＨＢｓＡｇ＜０．２μｇ／Ｌ者占１１．９％（２１／

１７６）、０．２～０．５μｇ／Ｌ者占４２．６％（７５／１７６）、０．５～１．０μｇ／Ｌ者

占１９．９％（３５／１７６）、１．０～５．０μｇ／Ｌ者占２５．６％（４５／１７６）。

３　讨　　论

ＨＢｓＡｇ是诊断乙型病毒性肝炎最主要、最直接的免疫学

标志物，检测结果准确可靠在疗效判断与个体化治疗方案的制

定、用血安全、检验结果互认、避免医疗纠纷等方面意义重

大［１］。在所有人群中，ＨＢｓＡｇ＜５．０μｇ／Ｌ者占２．３％，而在

ＨＢＶ感染者中占２３．２％，且 ＨＢｓＡｇ＜５．０μｇ／Ｌ的人群中，

ＨＢｓＡｇ＜１μｇ／Ｌ者占４４．４％、１～２μｇ／Ｌ者占１７．５％、２～５

μｇ／Ｌ者占３８．１％，与本研究中经ＥＣＬ验证为阳性的１７６例低

浓度 ＨＢｓＡｇ标本分布规律（ＨＢｓＡｇ＜１μｇ／Ｌ者占７４．４％）有

较大差别。这可能与标本来源及检测方法灵敏度不同有关。

目前普遍采用的检测方法对低浓度 ＨＢｓＡｇ感染者极易造成

漏诊和误诊，因此进一步提高低浓度 ＨＢｓＡｇ检测灵敏度和准

确度具有重要的临床和流行病学意义。ＨＢｓＡｇ呈低浓度状态

有多种原因［１３，６１０］：（１）感染者免疫耐受状态，如免疫力增强，

ＨＢＶ逐渐被清除，或年龄增大，免疫反应性下降，ＨＢｓＡｇ滴度

下降；（２）ＨＢＶ与宿主细胞整合，基因型改变，或重复感染不同

的亚型；（３）检测系统方法学性能（如线性范围）、试剂及仪器质

量、操作规范化程度及标本质量等。

本研究显示，ＴＲＦＩＡ对低浓度 ＨＢｓＡｇ标本检测结果的

ＲＯＣ曲线下面积仅为０．５８７，最大 Ｙｏｕｄｅｎ指数为２１．２％，最

适合的阈值为０．３９７μｇ／Ｌ，此时的灵敏度为６１．１％，特异度为

６０．１％，显示ＴＲＦＩＡ对低浓度 ＨＢｓＡｇ的诊断准确性低。如

果以说明书推荐的０．５００μｇ／Ｌ为阈值，其诊断准确性更低，最

大Ｙｏｕｄｅｎ指数降为１２．４％，与ＥＣＬ检测结果的一致性也由

一般（Ｋａｐｐａ值０．２１３）降为差（Ｋａｐｐａ值０．１３７）。因此，各实

验室应建立自己的阈值，并对低浓度 ＨＢｓＡｇ标本采用更先进

的方法进行复查，以防漏诊、误诊。

目前对 ＨＢｓＡｇ低浓度范围的判定和处理还没有多中心

研究结果的标准程序，理论上对低浓度 ＨＢｓＡｇ的确认为定性

的中和抗原试验，但在实际工作中因存在多种原因（如没有国

产确认试剂、结果不能定量、试验时间长、低浓度阳性标本多、

中和抗原试验本身也有弱反应性）而很难有效开展［２３］。罗氏

ＥＣＬ分析系统灵敏度高（约为０．０５μｇ／Ｌ），重复性好，能检测

１３种基因突变的 ＨＢｓＡｇ，操作简便快捷，虽费用较高但在实

际工作中更易有效实行。
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