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·临床检验研究论著·

采用ＥＬＩＳＡ差减分析法探讨武汉地区中老年

患者ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ的携带状态
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（华中科技大学同济医学院附属同济医院：１．检验科；２．医学实验中心，湖北武汉４３００３０；

３．武汉市急救中心检验科，湖北武汉４３００２４；４．湖北省广水市第二人民医院检验科，湖北广水４３２７２１）

　　摘　要：目的　探讨武汉地区中老年患者血清免疫逃逸变异表面抗原（ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ）携带状态。方法　以２种不同抗 ＨＢｓ

ｍＡｂ包被，采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）对１６４１例中老年既往 ＨＢＶ感染者的血清标本进行检测，并以中和实验及广谱ＩＥＭ

ＨＢｓＡｇ试剂对单一阳性者血清 ＨＢｓＡｇ检测的特异度进行验证。结果　所建立的Ｇ６ＥＬＩＳＡ与Ｅ２ＥＬＩＳＡ具有大致相同的稳定

性、特异度与灵敏度，对该组血清检测的阳性率分别为２９．３７％、２９．０１％。６例Ｇ６ＥＬＩＳＡ单一阳性血清中，抗 ＨＢｓ、抗 ＨＢｅ、抗

ＨＢｃ、ＨＢｅＡｇ及 ＨＢＶＤＮＡ阳性例数分别为３、１、６、１、２例，抗ＨＢｓ中和实验阳性率为１００．００％，平均中和率８１．１４％。雅培化学

发光试剂复核此６例均为阳性结果。结论　结合文献与该课题组既往研究分析，该组中老年患者中存在少量呈优势表达的ＩＥＭ

ＨＢＶ感染者。
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　　以相同或不同方法或试剂对临床标本做比对检测曾对乙

型肝炎病毒（ＨＢＶ）免疫标志物（ＨＢＶｍ）检测技术的发展起到

过重要推动作用［１２］，但它在诊断中潜在的临床价值则较少有

人关注。笔者曾在 ＨＢＶ免疫逃逸变异表面抗原（ＩＥＭ ＨＢ

ｓＡｇ）的临床检测中对这一实验方式的临床诊断价值进行过探

讨［２３］，并将其用于既往中老年 ＨＢＶ感染者血清ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ

的临床检测。现总结如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　待检血清１６４１例，男性１０５９例，年龄５２～

７９岁，于２００８年３～１１月自本院及市内周边医院采集，分离

血清，置－２０℃冻存至检测，既往均有乙型病毒性肝炎（简称

乙肝）病史，近年内血清 ＨＢＶｍ检测１项以上阳性３次。对照

血清５２例，采自华中科技大学２００６年度体检新生，全部新生

于１年内接种乙肝疫苗，无肝炎病史，临检、生化与其他免疫学

指标均正常。

１．２　仪器与试剂　抗 ＨＢｓＧ６ｍＡｂＩｇＧ（Ｇ６ｍＡｂ）为同济医

院医学实验中心制备［２］；抗 ＨＢｓＥ２ｍＡｂＩｇＧ（Ｅ２ｍＡｂ）亦由

该中心收集并提供，该抗体针对 ＨＢｓＡｇ“ａ”决定簇，以其为原

料制备的市售试剂具有很好的特异度、灵敏度及稳定性［３］。酶

联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）包被板条购自深圳保安塑料制品公司；

酶标记抗 ＨＢｓ（抗 ＨＢｓＨＲＰ）及其他ＥＬＩＳＡ辅助试剂由郑州

安图绿科生物工程有限公司提供。ｒＧ１４５ＲＨＢｓＡｇ由同济医

·９２１·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２

 基金项目：科技部“国家２００８年科技重大专项课题：艾滋病和病毒性肝炎等重大传染病防治专项”资助项目（２００８ＺＸ１０２０５）。　作者简

介：殷波涛，男，主管技师，主要从事免疫临床研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｆｈｌｉ＠ｔｊｈ．ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



院医学实验中心制备［４］；雅培化学发光试剂与 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ

检测高浓度质控血清（卫生部临床检验中心颁布）等自市售购

得；小鼠抗 ＨＢｓ多克隆抗体由中国国药集团武汉生物制品研

究所赠送。

１．３　方法

１．３．１　血清 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ的建立　Ｇ６ＥＬＩＳＡ采用二步法

双抗体夹心ＥＬＩＳＡ，操作流程如下：（１）将 Ｇ６ｍＡｂ以ｐＨ９．３

碳酸盐缓冲液稀释，加至酶标反应板各孔中，每孔１００μＬ，４℃

放置过夜。（２）以ＰＢＳＴ洗涤５次，每次１ｍｉｎ，加入２％ＢＳＡ，

每孔１００μＬ，置３７℃２ｈ。（３）弃封闭液，加入不同稀释度待

测标本与阴、阳性对照物，每孔５０μＬ，３７℃反应３０ｍｉｎ。（４）

同上洗板，每孔再加入５０μＬ羊抗 ＨＢｓＨＲＰ，３７℃反应３０

ｍｉｎ。（５）同上洗板，加入 ＴＭＢＨ２Ｏ２ 溶液显色１５ｍｉｎ，以２

ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４ 终止反应，置酶标仪上，４５０ｎｍ波长测定 Ａ值，

以Ｐ／Ｎ≥２．１判为阳性。Ｅ２ＥＬＩＳＡ同上述二步法双抗体夹心

ＥＬＩＳＡ检测。除包被抗体采用抗 ＨＢｓＥ２ｍＡｂ外，其他辅助

器材、试剂及其操作方法等均与Ｇ６ＥＬＩＳＡ相同。

１．３．２　方法特征考核　采用替代实验、系列稀释实验以及批

内与批间重复实验对方法的特异度、灵敏度与稳定性进行考

核，具体实验方法见既往文献报道［３］。

１．３．３　血清 ＨＢｓＡｇ化学发光检测　采用雅培公司生产的化

学发光试剂，在Ｉ２０００化学发光系统上进行检测。

１．３．４　中和实验　中和实验以 Ｇ６ＥＬＩＳＡ为基础。将鼠抗

ＨＢｓＩｇＧ稀释至１０．０μｇ／ｍＬ，与等体积Ｇ６ＥＬＩＳＡ阳性血清

混匀，３７℃反应３０ｍｉｎ后，取１００μｍｏｌ／Ｌ混合物加至反应孔

中做Ｇ６ＥＬＩＳＡ，并根据未中和孔计算其中和率
［３］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行数据统计分

析。计数资料以百分率表示，组间比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　方法的建立与考核

２．１．１　特异度　以２种不同抗 ＨＢｓｍＡｂ包被，在市售试剂

基础上建立检测血清 ＨＢｓＡｇＧ６ＥＬＩＳＡ及Ｅ２ＥＬＩＳＡ，采用抗

原替代实验对二法的特异度进行考核，实验结果见表１。

表１　　２种ＥＬＩＳＡ对 ＨＢｓＡｇ检测特异度的比较

方法
ｗｔＨＢｓＡｇ

（５０ｍｇ／ｍＬ，ＯＤ）

ｒＧ１４５ＲＨＢｓＡｇ

（５０ｎｇ／ｍＬ，ＯＤ）

ＨＢｅＡｇ阳性

血清（ＯＤ）

腺病毒载体培养

上清（ＯＤ）
其他对照物（ＯＤ）＃

Ｇ６ＥＬＩＳＡ ２．８９ ３．１６ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

Ｅ２ＥＬＩＳＡ ３．１１ ０．２３ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　：培养上清初提物；：多种市售试剂检测血清 ＨＢｓＡｇ呈阴性结果；＃：包括２Ａ８细胞培养上清、１．０％ＢＳＡ、健康者血清等。

２．１．２　灵敏度　将卫生部临床检验中心 ＨＢｓＡｇ检测ＥＬＩＳＡ

质控物系列稀释后，采用２种自制 ＨＢｓＡｇ检测试剂以上述方

法进行测定，以Ｐ／Ｎ≥２．５（或ＯＤ≥０．１０）为阳性标准，对其灵

敏度进行评价。当质控物含量在０．０６２５ｎｇ／ｍＬ时，２种方法

４５０ｎｍ处的Ａ值分别为０．１７２与０．１２６。由此认定２种方法

的灵敏度大致相似。

２．１．３　稳定性　将卫生部临床检验中心 ＨＢｓＡｇ检测ＥＬＩＳＡ

质控物准确稀释至２．００ｎｇ／ｍＬ，采用Ｇ６ＥＬＩＳＡ及Ｅ２ＥＬＩＳＡ

试剂做重复检测（１０次），以评价方法的稳定性。结果 Ｇ６

ＥＬＩＳＡ的批内和批间变异系数（犆犞）分别为７．８％、９．４％，Ｅ２

ＥＬＩＳＡ的批内和批间犆犞分别为８．４％、１１．９％。

２．２　血清 ＨＢｓＡｇ的对比检测

２．２．１　检测阳性率比较　采用Ｇ６ＥＬＩＳＡ与Ｅ２ＥＬＩＳＡ对本

组血清进行 ＥＬＩＳＡ 差减分析检测，２种方法阳性率分别为

２９．３７％与２９．０１％，前者阳性率较后者略高（犘＞０．０５）；Ｇ６

ＥＬＩＳＡ阳性、Ｅ２ＥＬＩＳＡ阴性标本６例，而 Ｇ６ＥＬＩＳＡ阴性标

本无一例Ｅ２ＥＬＩＳＡ呈阳性结果。

２．２．２　阳性反应强度的比较　对４７６例 Ｇ６ＥＬＩＳＡ与 Ｅ２

ＥＬＩＳＡ同时阳性标本的检测信号强度进行分析，２种方法 Ａ

值大致相当者３８４例（占８０．７０％，相差在３０％以内），存在一

定偏差者７３例（占１５．３０％，相差３１％～９９％），前者Ａ值大于

后者达１００％或以上者１９例。此１９例中有７例Ｅ２ＥＬＩＳＡ产

物Ａ值小于０．５，１２例Ａ值为０．５～１．４３，除１例低值标本外，

其余标本Ａ值均为Ｇ６ＥＬＩＳＡ大于Ｅ２ＥＬＩＳＡ。

表２　　ＥＬＩＳＡ差减分析实验阳性标本多项 ＨＢＶｍ的对比检测

标本号
Ｇ６ＥＬＩＳＡ法

Ａ值

Ｅ２ＥＬＩＳＡ法

Ａ值

其他 ＨＢＶｍ定性检测结果

抗 ＨＢｓ 抗 ＨＢｅ ＨＢｅＡｇ 抗 ＨＢｃ ＨＢＶＤＮＡ

７ １．８９ ＜０．１３ － － － ＋ －

１２３ ２．３８ ＜０．１３ ＋ － － ＋ ＋

５４１ ０．７９ ＜０．１３ － － － ＋ ＋

９７５ １．２４ ＜０．１３ － － ＋ ＋ －

１１３６ ０．４１ ＜０．１３ ＋ ＋ － ＋ －

１３４２ ０．２３ ＜０．１３ ＋ － － ＋ －

２．３　Ｇ６ＥＬＩＳＡ单独阳性标本的特异度验证

２．３．１　抗 ＨＢｓ中和实验　６例血清非中和孔平均 Ａ值为

０．９６５，中和孔平均Ａ值为０．１８２，抗 ＨＢｓ中和率均大于７０％

［平均（８１．１４±６．４５）％］。

·０３１· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２



２．３．２　广谱试剂印证复核　采用雅培Ｉ２０００化学发光系统

及其配套试剂对上述对比分析阳性（Ｇ６ＥＬＩＳＡ检测阳性而

Ｅ２ＥＬＩＳＡ检测阴性）血清进行复核，全部血清均呈阳性反应，

阳性符合率达１００．００％，ＨＢｓＡｇ定量检测的范围为１．７～

５５．６ＩＵ／ｍＬ。２种方法实验信号强度的相关性并不明显。

２．３．３　单项检测阳性标本 ＨＢＶｍ的比较　对６例单独 Ｇ６

ＥＬＩＳＡ阳性血清标本其他 ＨＢＶｍ表达状态进行检测，实验结

果见表２。

３　讨　　论

对 ＨＢＶｍ临床检测技术的研究推进了检验技术的发展，

但其在临床诊断中的潜在价值却一直被忽略。血清ＩＥＭ ＨＢ

ｓＡｇ的发现是这种潜在价值的偶然体现
［５７］。Ｉｊａｚ等

［６］及Ｌｏｕ

ｉｓｉｒｉｒｏｔｃｈａｎａｋｕｌ等
［７］的研究组先后采用不同临床检测试剂，对

１组ＩＥＭ ＨＢＶ感染高危倾向人群做对比检测，发现单一试剂

阳性标本中包含着少量ＩＥＭ ＨＢＶ感染者，其诊断经抗 ＨＢｓ

中和、ＨＢＶＤＮＡ检测及直接法ＤＮＡ测序证实。Ｂｏｗｄｅｎ
［８］在

综合分析大量比对检测资料后，提出不能轻率否定单一试剂检

测阳性患者存在 ＨＢＶ感染的可能性，在 ＨＢＶ感染低发的欧

美国家，这一结果需经血清 ＨＢＶＤＮＡ检测进行确认。

近十余年来，ＨＢＶ感染筛查方法与试剂的研发历经了２

个主要阶段。前一阶段主要致力于实验方法特异度、灵敏度、

稳定性与简便性等技术特征的改善；２００５～２０１０年则致力于

通过对抗 ＨＢｓ原料的进一步优化提升其对ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ检测

的性能［３，８９］。研发过程中比对结果的差异早期通常归因于实

验方法在特异度、灵敏度与稳定性上的差异，最近有学者将其

归因于不同试剂对ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ的检测能力的差异
［３，５７］。为

证实这一推测，笔者所在单位曾致力于高ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ检测能

力抗体的制备研究，提出ＥＬＩＳＡ差减分析的设想，将这些成果

用于临床检测，并取得与Ｉｊａｚ等相似的实验结果
［２３，６，９］。

ＥＬＩＳＡ差减分析系指采用２种对 ｗｔＨＢｓＡｇ灵敏度大致

相同的试剂或市售试剂做比对检测，并将ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ检测能

力较强的试剂单一阳性者判定为ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ阳性，以期直观

地发现部分呈优势表达的ＩＥＭ ＨＢｓＡｇ阳性者。这种简便方

法在最初提出时，笔者及其他研究者并未刻意对检测方法进行

严格限定，亦未能考虑更多的实验细节。本研究则以２种经反

复验证的抗 ＨＢｓ做包被，在其他实验试剂及其操作条件完全

相同的前提下，同步建立２种相似的 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ法，以期

待其结果具有较好的可比性。

在此实验条件下对１６４１例临床患者进行检测，检出６例

单一Ｇ６ＥＬＩＳＡ阳性的临床患者，并发现一定数量２种方法检

测Ａ值相差较大的标本。采用中和实验及雅培化学发光试剂

进行复核，此６例标本的 ＨＢｓＡｇ特异度亦均得以证实，ＥＬＩＳＡ

差减分析比对实验理念能够成立［３，６７］。本研究结果提示本地

区既往 ＨＢＶ感染中老年人群中聚集着一定数量的ＩＥＭ ＨＢＶ

感染者（包括优势或伴随感染）。

本组中高龄ＩＥＭ ＨＢＶ感染者的聚集可能与如下因素有

关：（１）入选对象 ＨＢＶ感染的长期存在为突变提供了充裕的

时间；（２）系统治疗尤其是西医抗病毒治疗为病毒突变提供人

为的动因；（３）抗 ＨＢＶ尤其是既往乙肝疫苗接种诱导的中高

滴度抗 ＨＢｓ持续存在为 ＨＢＶＳ基因的突变提供了进一步的

免疫动力。

既往的流行病学调查显示，中老年乙肝患者体内病毒复制

水平下降、血清 ＨＢｓＡｇ自然阴转比例增加、社会活动范围及

其对社会影响显著缩小，这些因素导致该类人群在 ＨＢＶ感染

流行病学中的价值长期未得到应有的重视［１０１１］。加之东亚人

种对 ＨＢＶ的易感性极高，现行疫苗诱导抗 ＨＢｓ对ＩＥＭ ＨＢＶ

感染的预防无能，长辈对间代子女的过分溺爱，不文明养育方

式的残留（尤其在中老年人群），以及社会对 ＨＢＶ感染经生活

接触传播的不断弱化［１０１２］，使得国内中老年乙肝患者在 ＨＢＶ

尤其是ＩＥＭ ＨＢＶ的传播中发挥了重要作用，应引起医务工作

者的重视。
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