
法［７８］。ＥＬＩＳＡ检测的应用提高了检测速度，但一步法检测

ＨＢｓＡｇ等项目会因抗原浓度过高产生钩状效应而出现假阴

性；二步法则导致检测时间延长，当抗原浓度过低时，会因敏感

性低而漏检；溶血、脂血、黄疸会使ＥＬＩＳＡ检测产生灰区而出

现假阳性，且钩状效应可引起假阴性或低值灰区。ＣＬＩＡ采用

的固相载体体积小，增大了反应面积，且标记物可循环利用，延

长了发光时间，大大提高了敏感性，表面抗原检测敏感性可达

到０．０５ｎｇ／ｍＬ。故ＣＬＩＡ能较早检测出 ＨＢｓＡｇ，确证 ＨＢＶ

感染，缩短“窗口期”，同时ＣＬＩＡ减小了加样可能带来的误差，

也减少了ＥＬＩＳＡ中酶标板孔不均一性所带来的误差，故ＣＬＩＡ

提高了方法的可靠性。近年来，随着分子生物学技术迅速发

展，采用微生物的基因型特征或基因标志对微生物进行检测及

鉴定成为可能。ＦＱＰＣＲ作为一种新技术，具有快速、准确、灵

敏等优点，能同时平行检测大量样本。但该技术耗时长、制备

成本高、过程复杂、使用率低、核酸杂交反应的特异性与检测的

敏感性不够理想，难以建立标准化数据库，这在一定程度上使

ＦＱＰＣＲ不能为实验室研究或临床普遍采用
［９１０］。本研究提

示，ＦＱＰＣＲ检测的总符合率略高于ＥＬＩＳＡ及ＣＬＩＡ检测。

ＣＥＡ是医院实验部门及临床医师最终选定检验方法应考

虑的因素之一，也是重要的质控指标，它的目的不仅是节约检

验费用，最重要的是使检验项目得到合理应用。将“合理、经

济、有效”融为一体。ＣＥＡ得出的最佳检验方案不是简单的降

低成本，而是合理应用医学资源。在临床检验、治疗过程中，用

经济学方法拟订最佳检验方法，为临床合理选择检验项目提供

客观依据。本研究中，ＣＬＩＡ检测的成本／效果值低于ＦＱＰＣＲ

及ＥＬＩＳＡ检测。

总之，虽然ＦＱＰＣＲ检测的符合率比ＥＬＩＳＡ及ＣＬＩＡ检

测高，但是其成本也高，通过质控分析，ＣＬＩＡ检测应用的效果

最好。
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·检验技术与方法·

电化学发光免疫分析法与酶联免疫吸附、胶体金

测定低浓度ＨＢｓＡｇ的效果评价

吕学琴，马雅静

（新疆兵团农三师图木舒克市中心血站，新疆图木舒克８４３９００）

　　摘　要：目的　探讨分别采用增强化学发光酶联免疫分析（ＥＣＬＩＡ）、酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）及免疫胶体金技术检测低浓

度乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的效果。方法　利用ＥＣＬＩＡ法筛选７０例 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性的标本，将５０例 ＨＢｓＡｇ临界值指

数（ＣＯＩ）为１～５０的临床标本作为观察组，２０例 ＨＢｓＡｇＣＯＩ＜１的临床标本作为阴性对照组。将７０例临床标本分别再次用

ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术进行检测，将 ＣＯ控制品作为质控标准。结果　ＨＢＳＡｇ≥０．０８ｎｇ／ｍＬ时，ＥＣＬＩＡ 结果显示阳性

（ＣＯＩ＞１）；ＨＢｓＡｇ≥０．７ｎｇ／ｍＬ时，ＥＬＩＳＡ法结果显示阳性（ＯＤ／ＣＯ＞２．１）；ＨＢｓＡｇ≥１．００ｎｇ／ｍＬ时，免疫胶体金法结果显示阳

性。低浓度 ＨＢｓＡｇ的ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术的检出率分别为１００．００％、４６．００％及３２．００％，自备临床 ＨＢｓＡｇ血清

和标准质控品批内变异系数（犆犞）为１．７％～６．１％，批间犆犞为２．４％～９．３％，符合ＥＣＬＩＡ检测的精密度要求。结论　检测低浓

度 ＨＢｓＡｇ时，ＥＣＬＩＡ法是降低假阳性率的理想方法。

关键词：肝炎表面抗原，乙型；　酶联免疫吸附测定；　胶体金；　增强化学发光酶联免疫分析；　低浓度

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０９．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０９１１３３０３

　　乙型肝炎表面抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｓＡｇ）

的酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，

ＥＬＩＳＡ）结果是乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染的

重要诊断依据之一，持续性 ＨＢｓＡｇ低浓度状态可预示轻微及

早期的肝脏损伤，其测定对乙型肝炎有协助诊断的作用［１］。目

前，ＨＢｓＡｇ的检测方法有增强化学发光酶联免疫分析（ｅｎ

ｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｅｎｚｙｍｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＣＬＩＡ）、

ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术等。当临床出现 ＨＢｓＡｇ低浓度标

本时，检测方法的敏感性尤为重要，由于影响检测结果的因素

众多，浓度处于灰区附近的标本，其检测结果差异性大，临床重

复性差。免疫胶体金技术虽然操作简便，但是结果特异性、敏

感性低，临床漏检率居高不下，ＥＣＬＩＡ法具有检测速度快、敏

感性高、重复性好、操作简便的优点，对提高临床有关疾病的诊

断速率有重要意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　利用ＥＣＬＩＡ法筛选 ＨＢＶＤＮＡ检测阳性的

·３３１１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９



标本７０例，其中，男４５例，女２５例；年龄３７～５５岁，平均

（３８±３．９）岁。将５０例 ＨＢｓＡｇ临界值指数（ｃｕｔｏｆｆｉｎｄｅｘ，

ＣＯＩ）为１～５０的临床标本作为观察组，２０例 ＨＢｓＡｇＣＯＩ＜１

的临床标本作为阴性对照组。将７０例临床标本分别再次用

ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术进行检测，同时将本省临床检验中

心提供的临界值（ｃｕｔｏｆｆ，ＣＯ）控制品作为质控标准。

１．２　主要仪器和试剂　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ荧光定量ＰＣＲ仪、ＰＣＲ

试剂盒及 ＨＢＶＤＮＡ荧光定量配套试剂由广州达安基因股份

有限公司提供；链霉亲和素包被的磁性微粒（粒子浓度：

０．７２ｍｇ／ｍＬ，生产批号：２３４５．２．０２）购自美国Ｒｏｃｈｅ公司；配

对的 ＨＢｓＡｇ单克隆抗体（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ＭｃＡｂ）、生物

素标记蛋白试剂盒为美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；钌复合

物标记的 ＭｃＡｂ，发光液、ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓｅ６０１型全自动电化学

发光免疫分析仪及原装配套试剂盒、定标液和质控品由美国

Ｒｏｃｈｅ公司提供；ＥＬＩＳＡ试剂盒、酶标仪、洗板机以及胶体金试

剂盒由上海沪峰生物科技有限公司提供。

１．３　标本采集　研究对象在空腹、无菌条件下用无肝素真空

采血管采集肘静脉血５ｍＬ，在采血后１ｈ内离心１０ｍｉｎ（离心

半径８ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ），分离并吸取上层血清，即刻检测，或

４℃保存，３ｄ内检测，溶血标本弃用。检测前标本恢复至室

温，不可反复复温。所有试剂盒、质控品及定标液的使用均在

有效期内，并根据试剂盒的要求条件贮存。注意仪器的日常维

护以确保定标曲线的有效期及定标曲线发光值的可控范围。

操作方法严格按照试剂盒说明书操作。

１．４　检测方法

１．４．１　ＥＣＬＩＡ　本研究使用双抗体夹心ＥＣＬＩＡ法，将标记有

ＨＢｓＡｇ的生物素、标记有 ＨＢｓＡｇ的三联吡啶钉络合物标记与

检测标本共同孵育，使之形成生物素的复合体，将链霉亲和素

包被的磁性微粒与复合物共同孵育，结合成生物素／链亲和素

磁微粒复合体，调节流速将反应液移至流动室，磁微粒复合体

在磁铁的作用下吸附于电极表面，注入三丙胺，使电极产生的

电压启动化学发光物质，利用光电倍增管测量光的强度，计算

血液标本中 ＨＢｓＡｇ的浓度。

１．４．２　ＥＬＩＳＡ　用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ９．０碳酸盐包被缓冲液，将

抗体稀释至蛋白质浓度为１～１０μｇ／ｍＬ。在每个聚苯乙烯板

的反应孔中加０．１ｍＬ抗体稀释液，４℃过夜。次日，弃去孔内

溶液，用洗涤缓冲液洗３次，每次３ｍｉｎ。加稀释的待检样品

０．１ｍＬ于上述已包被之反应孔中，置３７℃ 孵育１ｈ。然后洗

涤。同时做空白孔、阴性对照孔及阳性对照孔实验。于各反应

孔中加入新鲜稀释的酶标抗体０．１ｍＬ。３７ ℃孵育０．５～

１．０ｈ，洗涤。于各反应孔中加入临时配制的四甲基联苯胺（３，

３，５，５Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＭＢ）底物溶液

０．１ｍＬ，３７℃孵育１０～３０ｍｉｎ。于各反应孔中加入２ｍｏｌ／Ｌ

硫酸０．０５ｍＬ。在ＥＬＩＳＡ检测仪上于４５０ｎｍ处，以空白对照

孔调零后测各孔光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，若大于规定的

阴性对照ＯＤ值的２．１倍，即为阳性。

１．４．３　免疫胶体金技术　在检测板的反应孔中加入２滴封闭

液，待薄膜吸入；取４０μＬ新鲜血清标本加入反应孔，待薄膜吸

入；在反应孔中加入６滴洗涤液，待薄膜吸入；在反应孔中加入

２滴金标液，待薄膜吸入；在反应孔中加入６滴洗涤液，待薄膜

吸入，最后目测结果。质控点显示红色，反应孔中有红色斑点

出现，则判断为阳性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，两组间的相关性采

用直线相关分析，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术检测敏感性的比较　

将ＣＯ控制品稀释成不同浓度的标本，采用ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及

免疫胶体金技术各检测５次。ＨＢＳＡｇ≥０．０８ｎｇ／ｍＬ 时，

ＥＣＬＩＡ结果显示阳性（ＣＯＩ＞１）；ＨＢｓＡｇ≥０．７ｎｇ／ｍＬ时，

ＥＬＩＳＡ 法 结 果 显 示 阳 性 （ＯＤ／ＣＯ ＞２．１）；ＨＢｓＡｇ≥

１．００ｎｇ／ｍＬ时，免疫胶体金法结果显示阳性。ＥＣＬＩＡ法的敏

感性高于其余２种方法，ＥＬＩＳＡ法的敏感性高于胶体金法。

２．２　ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术检出率的比较　低浓

度 ＨＢｓＡｇ的ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术的检出率分别

为１００．００％、４６．００％及３２．００％，见表１。

表１　　ＥＣＬＩＡ、ＥＬＩＳＡ及免疫胶体金技术检出率的比较

ＨＢｓＡｇＣＯＩ 狀
ＥＣＬＩＡ阳性

［狀（％）］

ＥＬＩＳＡ阳性

［狀（％）］

胶体金法阳性

［狀（％）］

１～５０ ５０ ５０（１００．００） ２３（４６．００） １６（３２．００）

＜１ ２０ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

２．３　ＥＣＬＩＡ法的精密度　自备临床 ＨＢｓＡｇ血清和标准质控

品批内变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）为 １．７％ ～

６．１％，批间犆犞为２．４％～９．３％，符合ＥＣＬＩＡ检测的精密度

要求。

３　讨　　论

ＥＬＩＳＡ法是目前国内各血液检查最常用的方法之一，根

据结合在固相载体表面的抗原或抗体仍保持其免疫学活性，酶

标记的抗原或抗体既保留其免疫学活性，又保留酶的活性。在

测定时，受检标本（测定其中的抗体或抗原）与固相载体表面的

抗原或抗体发生反应。用洗涤的方法使固相载体上形成的抗

原抗体复合物与液体中的其他物质分开
［２４］。再加入酶标记

的抗原或抗体，也通过反应而结合在固相载体上。此时，固相

上的酶量与标本中受检物质的量呈一定比例。加入酶反应的

底物后，底物被酶催化成为有色产物，产物的量与标本中受检

物质的量直接相关，故可根据呈色的深浅进行定性或定量分

析，以了解被测标本中抗体或抗原含量。ＥＬＩＳＡ操作简单，故

被广泛运用，但其受加样、温度、孵育时间、洗板、显色等因素的

影响，会出现假阳性或假阴性结果，给临床结果判读带来一定

程度的影响［５７］。本研究结果显示ＥＬＩＳＡ法检出率为４６％，说

明其仍有标本漏诊；胶体金法虽然操作简单、方便，但由于其方

法学的原因，敏感性更低，同样对低浓度 ＨＢｓＡｇ检测会产生

假阴性结果，通过本研究发现仍有标本在胶体金法中被漏诊。

ＥＣＬＩＡ运用的是双抗体夹心ＥＣＬＩＡ法，将化学发光剂作

为底物，将单克隆抗体包被的磁性微粒作为固相载体（如磁性

微粒、树脂及聚苯乙烯珠等），使小分子颗粒与抗体结合，使抗

体捕捉能力得到提高并增强表面积的吸咐，且能与液体在磁场

中分离，使其具有检测速度快、敏感性高、重复性好、操作简便

的优点，对提高临床有关疾病的诊断速率有重要意义［８１０］。该

方法所使用的试剂对人体无危害、准确度高、线性范围广，值得

临床推广。ＲｏｃｈｅＣｏｂａｓｅ６０１型全自动电化学发光免疫分析

仪的自动化使人工操作误差减少，标本间相互交叉污染率低，

能随机连续检测，适于临床检验即时之需。

笔者认为，临床疑诊 ＨＢｓＡｇ感染者应及时使用 ＥＣＬＩＡ

法进行检测筛选，以避免漏诊。ＨＢｓＡｇ的转阴治疗是目前临
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床的难点，患者治疗前如果出现 ＨＢｓＡｇ浓度降低，应尽量用

ＥＣＬＩＡ法进行重复检测，以便准确诊断及治疗。
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·检验技术与方法·

改良加热沉淀法在临床上的应用体会

徐周超

（中国人民解放军第一七五医院检验科，福建漳州３６３０００）

　　摘　要：目的　评价改良加热沉淀法在本周蛋白检测中的价值。方法　收集该院门诊、住院部申请检测尿本周蛋白患者的尿

液标本５０例，将被检尿液标本用磺基水杨酸进行蛋白定性检查，取蛋白定性检测结果呈阳性的标本分别采用改良热沉淀反应法

及免疫法检测尿本周蛋白与尿轻链。结果　５０例尿标本采用改良热沉淀反应法检测本周蛋白，有３例标本显示为阳性，阳性率

为６％；同时采用免疫法检测尿轻链，有１９例标本显示为阳性，阳性率为３８％。结论　改良加热沉淀法作为初筛试验对于基层医

疗机构仍为有效的检测方法。

关键词：本周蛋白；　轻链；　尿；　加热沉淀法；　免疫法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０９．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０９１１３５０２

　　本周蛋白是免疫球蛋白的轻链单体或二聚体，属于不完全

抗体球蛋白。多发性骨髓瘤患者产生大量本周蛋白，阳性率达

３５％～６５％。本周蛋白的量反映了产生本周蛋白的单克隆细

胞数，对观察骨髓瘤病程和判断化疗效果有重要意义。本周蛋

白阳性也见于良性单克隆免疫球蛋白血症、巨球蛋白血症、淀

粉样变、恶性淋巴瘤、慢性肾炎、转移癌等［１］。摄入氨基水杨

酸、氯丙嗪、大剂量青霉素等药物可出现假阳性。碱性尿、严重

尿道感染等可出现假阴性。故检测尿本周蛋白有诊断意义。

免疫球蛋白轻链有含κ轻链和λ轻链２种，游离轻链又称本周

蛋白。相对分子质量约为４００００，在ｐＨ４．９的酸性环境中加

热至４０℃～６０℃时凝固，温度上升至９０℃～１００℃时溶解，

冷却至４０℃～６０℃时又出现凝固现象，故又称为“凝溶蛋

白”［２］，由于其相对分子质量小，可自由通过肾小球滤过膜进入

原尿。当血浆中本周蛋白大量增加，滤入原尿中的本周蛋白超

出肾小管的重吸收阈值，即形成本周蛋白尿。有报道采用经典

加热法进行本周蛋白检测［３］，但由于经典加热法易受其他蛋白

质干扰，结果并不容易判断［４］；另有研究认为离心沉淀加热法

可克服前者的不足［５］；还有人在原来的基础上使用醋酸盐缓冲

液［６７］，认为这可减少假阳性和假阴性的发生，本研究综合上述

检测方法，严格控制实验条件，并将结果与免疫法进行比较，获

得较好效果，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年９月至２０１２年１１月本院门诊、

住院部申请检测尿本周蛋白患者的尿液标本５０例，分别采用

改良热沉淀反应法及免疫法检测尿本周蛋白与尿轻链。

１．２　主要试剂　主要试剂为２００ｇ／Ｌ磺基水杨酸及ｐＨ４．９

醋酸盐缓冲液（醋酸钠３Ｈ２Ｏ１７．５ｇ，冰醋酸４．１ｍＬ，加水至

１００ｍＬ，调ｐＨ值至４．９）。

１．３　检测方法　（１）将被检尿液标本（按常规方法留取患者的

新鲜尿液标本）用磺基水杨酸进行蛋白定性检查，若检测结果

呈阴性，则可认为该被检尿液本周蛋白阴性［３］，若检测结果呈

阳性，则再进一步后续检测。（２）取蛋白定性检测为阳性的被

检尿液，编号，各取新鲜尿液４ｍＬ于玻璃试管中，加入ｐＨ４．９

醋酸盐缓冲液１ｍＬ混匀后，置于５６℃水浴１５ｍｉｎ，如有浑浊

或出现沉淀，则离心３ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１５００ｒ／ｍｉｎ），将上

清液倒入另一个玻璃试管中，收集的沉淀保留于原试管中，将

盛有上清液的试管置于１００℃水浴煮沸８ｍｉｎ，若上清液中仍

有沉淀，则再离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，３０００ｒ／ｍｉｎ），将上清

液倒入５６℃沉淀管中，将该沉淀与上清液一起混匀，置１００℃

水浴煮沸３ｍｉｎ，若混浊变清或减弱，提示本周蛋白试验阳性。

（３）将采用改良热沉淀反应法检测所得的本周蛋白阳性的尿

液，采用免疫法［８９］进行检测。

２　结　　果

５０例尿标本采用改良热沉淀反应法检测本周蛋白，有３

例标本显示为阳性，阳性率为６％；同时采用免疫法检测尿轻

链，有１９例标本显示为阳性，阳性率为３８％。

３　讨　　论

清蛋白在煮沸温度（８０℃～９０℃）开始发生沉淀反应，冷
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