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·检验技术与方法·

时间分辨荧光免疫分析测定乙型肝炎病毒表面抗原Ｃｕｔｏｆｆ值的确定

颜永乾

（四川省泸州市第二人民医院，四川泸州 ）

　　摘　要：目的　利用受试者工作曲线（ＲＯＣ）验证和重新确定时间分辨荧光免疫分析（ＴＲＦＩＡ）测定乙型肝炎病毒表面抗原

（ＨＢｓＡｇ）的诊断阈值（Ｃｕｔｏｆｆ）。方法　回顾性分析该院门诊、住院及社会体检人群的 ＨＢｓＡｇ的定量值。以不同的Ｃｕｔｏｆｆ值进

行数据分组。再根据灵敏度和特异度绘制ＲＯＣ曲线。结果　该科现用的试剂说明书给定的Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２ｎｇ／ｍＬ，其灵敏度

和特异度分别是０．９９８７，０．３３０４，尤登指数为０．３２９１；以０．４ｎｇ／ｍＬ为Ｃｕｔｏｆｆ值时，其灵敏度和特异度分别是０．９８６２，０．９５９９

尤登指数为０．９４６１。结论　应用ＲＯＣ曲线对临床实验室、该区域人群进行分析，可以更科学地得出适合该实验室、该区域人群

的临床诊断的灵敏性和特异度，进而找到最理想的临床诊断界点，即Ｃｕｔｏｆｆ值。也可以对不同仪器、试剂进行相应参数的比较和

调整。

关键词：时间分辨荧光免疫分析；　ＲＯＣ曲线；　肝炎表面抗原，乙型

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７６０３

　　ＴＲＦＩＡ具有灵敏度高、特异度好、采用自动化分析系统、

易于大规模批量操作等优点，已广泛应用于临床，并逐步受到

人们的重视［１２］。但其Ｃｕｔｏｆｆ值的设定，各家不尽相同，有的

点连溯源值和单位也不同（比如：ＭＩＵ／ｍＬ，ＰＥＩＵ／ｍＬ，ＮＣＥ／

ｍＬ，ＤＲＵ／ｍＬ），试剂厂家所使用的定值参考人群也不同。因

此，各商家试剂产品说明书提供的Ｃｕｔｏｆｆ值存在一定的差别。

进口试剂的差别更大。因此，Ｃｕｔｏｆｆ值的确定是 ＴＲＦＩＡ自

动化和标准化的关键。建立本实验室的Ｃｕｔｏｆｆ值是迫切需要

解决的问题。本文就对 ＴＲＦＩＡ定量测定 ＨＢｓＡｇ的Ｃｕｔｏｆｆ

值设定进行回顾性分析，并验证试剂说明书提供的Ｃｕｔｏｆｆ值

以及确定本实验室的Ｃｕｔｏｆｆ值。从而为临床提供更为可靠实

用的诊断效能。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院门诊、住院和社会体检人群的 ＨＢｓＡｇ

定量测定结果（以发出报告数据结果为准）按结果数据大小排

列，并进行分组。经微粒子酶免分析确定，ＨＢｓＡｇ阳性组７２０

例，男３４１例，年龄０～８１岁；女３７９例，年龄０～８４岁。ＨＢ

ｓＡｇ阴性组１４９７０例，男６８９０例，年龄０～８２岁；女８０８０例，

年龄０～７９岁。

１．２　仪器与试剂　ＡＮＹＴＥＳＴ时间分辨荧光分析仪，ＥＦＦＩ

ＣＵＴＡ全自动样本前处理系统。ＨＢｓＡｇ诊断试剂盒为苏州新

波生物技术有限公司产品，试剂批号２０１２０５１５。试剂盒随带

的Ａ：０ｎｇ／ｍＬ，Ｂ：０．２２ｎｇ／ｍＬ，Ｃ：１．００ｎｇ／ｍＬ。试剂批号：

２０１２０５１５。

１．３　方法　按试剂盒说明书操作，由前处理系统完成加样、孵

育、加试剂、洗涤。然后由荧光分析仪进行荧光值的判读。

１．４　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１３．０软件作数据分析，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　数据分析与验证　因试剂盒设定的 Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２

ｎｇ／ｍＬ（浓度值大于或等于０．２ｎｇ／ｍＬ时判为阳性）。故以

０．２ｎｇ／ｍＬ为中心设定０．０５０、０．１００、０．１５０、０．２００、０．２５０、

０．４００、０．５００、１．０００、２．０００、５．０００的１０个Ｃｕｔｏｆｆ值，再根据

ＨＢｓＡｇ阳性和阴性数据分布表（见表１），获得不同测定值的

标本例数，作ＲＯＣ曲线分析，得出 ＨＢｓＡｇ阴性和阳性监测结

果按不同Ｃｕｔｏｆｆ值的判断列表（见表２）。初步验证以０．２ｎｇ／

ｍＬ为Ｃｕｔｏｆｆ值时，其尤登指数为０．３２９１。以０．４ｎｇ／ｍＬ为

Ｃｕｔｏｆｆ值会得到更接近１的尤登指数。

表１　　７２０份 ＨＢｓＡｇ阳性和１４９７０份 ＨＢｓＡｇ

　　阴性标本测定值分布（狀）

测定值 阳性分布 阴性分布

＜０．０５ ０ ８７０

０．０５～０．１０ ０ ８４０

０．１０～０．１５ ０ １２４０

０．１５～０．２０ １ １９９６

０．２０～０．２５ ３ ９５６

０．２５～０．４０ ６ ８４６７

０．４０～０．５０ ８ １０２

０．５０～１．００ ３３ ２９８

１．００～２．００ １８ １２４

２．００～５．００ ３２ ５６

＞５．００ ６１９ ２１

合计 ７２０ １４９７０
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表２　　ＨＢｓＡｇ阴性和阳性监测结果按不同Ｃｕｔｏｆｆ值的判断列表

诊断界点 ＴＲＦＩＡ ＨＢｓＡｇ阳性组（狀＝７２０） ＨＢｓＡｇ阴性组（狀＝１４９７０） 灵敏度 特异度 １特异度 尤登指数

０．０５０ 阳性 ７２０ １４１００ １．００００ ０．０５８２ ０．９４１８ ０．０５８２

阴性 ０ ８７０

０．１００ 阳性 ７２０ １３２６０ １．００００ ０．１１４３ ０．８８５７ ０．１１４３

阴性 ０ １７１０

０．１５０ 阳性 ７２０ １２０２０ １．００００ ０．１９７１ ０．８０２９ ０．１９７１

阴性 ０ ２９５０

０．２００ 阳性 ７１９ １００２４ ０．９９８７ ０．３３０４ ０．６６９６ ０．３２９１

阴性 １ ４９４６

０．２５０ 阳性 ７１６ ９０６８ ０．９９４５ ０．５９４７ ０．４０５３ ０．５８９２

阴性 ４ ８９０２

０．４００ 阳性 ７１０ ６０１ ０．９８６２ ０．９５９９ ０．０４０１ ０．９４６１

阴性 １０ １４３６９

０．５００ 阳性 ７０２ ４９９ ０．９７５０ ０．９６６７ ０．０３３３ ０．９４１７

阴性 １８ １４４７１

１．０００ 阳性 ６６９ ２０１ ０．９２９２ ０．９８６６ ０．０１３４ ０．９１５８

阴性 ５１ １４７６９

２．０００ 阳性 ６５１ ７７ ０．９０４２ ０．９９４９ ０．００５１ ０．８９９１

阴性 ６９ １４８９３

５．０００ 阳性 ６１９ ２１ ０．８５９８ ０．９９８６ ０．００１４ ０．８５８４

阴性 １０１ １４９４９

２．２　ＲＯＣ曲线的绘制　以灵敏度为纵坐标，１特异度为横坐

标作ＲＯＣ曲线（见图１、表３）。

图１　　ＲＯＣ工作曲线

表３　　ＲＯＣ数据源

诊断界点 １特异度 灵敏度

０．０５００ ０．９４１８ １．００００

０．１０００ ０．８８５７ １．００００

０．１５００ ０．８０２９ １．００００

０．２０００ ０．６６９６ ０．９９８７

０．２５００ ０．４０５３ ０．９９４５

０．４０００ ０．０４０１ ０．９８６２

０．５０００ ０．０３３３ ０．９７５０

１．００００ ０．０１３４ ０．９２９２

２．００００ ０．００５１ ０．９０４２

５．００００ ０．００１４ ０．８５９８

２．３　进一步验证　以试剂盒中标准品 Ａ稀释标准品Ｃ获得

０．４０ｎｇ／ｍＬ的标准浓度值。然后以０．２２、０．４０、１．００ｎｇ／ｍＬ

三标准品为监测样本，每天各测２０次，连续测定２０ｄ，分别计

算批内、批间的标准差及变异系数，见表４。

表４　　三个浓度值的均值、标准差、变异指数的比较

组别（ｎｇ／ｍＬ） 狓 狊 犆犞（％）

０．２２

　批内 ０．１８２１ ０．０３８８ ２１．３１

　批间 ０．１９０１ ０．０４４１ ２３．２０

０．４０

　批内 ０．３９８２ ０．０４０３ １０．１２

　批间 ０．４０９１ ０．０５８２ １４．２３

１．００

　批内 １．０４２１ ０．０５２３ ５．０２

　批间 １．０６２４ ０．０７２５ ６．８２

３　讨　　论

乙型肝炎病毒标志物监测在预防医学、临床诊断和治疗中

具有非常重要的意义。因此它的准确性受到医疗界以及全社

会的关注。近年来，随着医学检验技术的不断发展以及社会对

乙肝病毒的广泛深刻认识。乙肝病毒标志物的检测已从定性

检测发展到定量检测；从不能干预乙肝病毒到可以干预（当然，

目前只能做到抑制病毒而不是杀灭病毒）；从多方面限制乙肝

患者（或携带者）就业到极少行业限制就业，即全社会取消乙肝

就业歧视。因此，提高乙肝病毒标志物的检测灵敏度，降低漏
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诊率，让“窗口期”提前，保护医务工作者和患者的密切接触者，

防范因职业暴露而感染上乙肝病毒，就成为检验界为之努力的

目标。反向间接血凝试验（ＲＰＨＡ），因其敏感度差，全手工操

作，人工判读，已被卫生部淘汰；ＥＬＳＩＡ是目前临床检测乙肝

标志物普遍采用的方法，虽经多次方法更改，由于各试剂生产

厂家制作工艺的差异，致使检测结果的重现性不好［３］；微粒子

酶免疫分析是目前国际公认的检测乙肝标志物的金标准，其灵

敏度和稳定性均能达到临床和科研要求。但仪器昂贵，试剂成

本高，不适合基层医院使用。ＴＲＦＩＡ是继ＥＩＡ、ＲＩＡ之后的

一种新的高灵敏的检测方法［４］。以其灵敏度高、操作简便、易

自动化、标准曲线范围宽、不受样品自然荧光的干扰、标记物制

备简便其稳定、无放射性污染、多标记等特点，越来越受到国内

检验界的认可。但是，从实际工作中及临床信息反馈中，乙肝

标志物的定量检测仍不是很满意：低含量的 ＨｂｓＡｇ、ＨｂｓＡｂ

的出现；不同实验室使用不同单位、不同Ｃｕｔｏｆｆ值，而出现检

测结果的差异。这都源于操作规程和判断标准的不统一，室内

控制不完善。

本实验仅就特定仪器，特定试剂，特定区域作Ｃｕｔｏｆｆ值的

确定，以期待达到操作和判断的统一。试剂盒提供的Ｃｕｔｏｆｆ

值，仅是源自他们的仪器，他们的区域人群得到的。必然导致

定量检测值分布差异。从表２也可见，当诊断界点为０．２

ｎｇ／ｍＬ的尤登指数是０．３２９１，当诊断界点为０．４ｎｇ／ｍＬ时的

尤登指数是０．９４６１，是最接近１的。从表４可以更进一步看

出，当标志物浓度为０．２２ｎｇ／ｍＬ时其批内、批间的变异系数

都大于２０％。试剂说明书中没有提供方法检测 ＨｂｓＡｇ的最

低检测线和最大检测范围，但按文献［５］定义，精密度小于或等

于２０％时（即犆犞≤２０％）的分析浓度即为最低检测线。试剂

说明书提供的判断值，实为其方法的最低检测浓度。通过本实

验室的验证，０．２ｎｇ／ｍＬ是检测的最低检测线，而不是判断阳

性的界点，０．４ｎｇ／ｍＬ才是最佳Ｃｕｔｏｆｆ值。本结论也可以从

其他文献报道中得到印证［６］。
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·检验技术与方法·

骨髓有核红细胞过碘酸碱性复红染色对血液病诊断

李　楠，许议丹，汝　昆△

（中国医学科学院北京协和医学院血液学研究所血液病医院病理诊断中心，天津３０００２０）

　　摘　要：目的　探讨有核红细胞过碘酸碱性复红染色（ＰＡＳ）的变化及临床意义。方法　对正常骨髓象及各种血液病共４２３

例的骨髓进行有核红细胞ＰＡＳ染色。结果　骨髓有核红细胞ＰＡＳ染色除３９例大致正常骨髓象和２例慢性淋巴细胞白血病

（ＣＬＬ）为阴性外，其余病种均可见到阳性。结论　有核红细胞过碘酸碱性复红染色（ＰＡＳ）阳性更多见于急性髓细胞白血病

（ＡＭＬ）和骨髓增生异常综合征（ＭＤＳ），有助于与巨幼细胞性贫血（ＭｅｇＡ）的鉴别。

关键词：有核红细胞过碘酸碱性复红染色；　急性髓细胞性白血病；　骨髓增生异常综合征；　巨幼细胞性贫血

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１０．０３６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１０１２７８０２

　　有核红细胞过碘酸碱性复红染色（ＰＡＳ）变化及临床意义

早有报道［１］，近年的观察中作者发现了一些新的有意义的结

果。本文总结正常骨髓象及各种血液病共４２３例的骨髓有核

红细胞ＰＡＳ染色，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４２３例中正常骨髓象３９例；其余均为本院住

院和门诊初诊患者３８４例。包括慢性再生障碍性贫血（ＣＡＡ）

４１例、重症再生障碍性贫血（ＳＡＡ）３５例、血小板减少６７例、

Ｅｖａｎ′ｓ综合征８例、缺铁性贫血（ＩＤＡ）８４例、巨幼细胞性贫血

（ＭｅｇＡ）１５例、阵发性睡眠性血红蛋白尿症（ＰＮＨ）１８例、自

身免疫性溶血性贫血（ＡＩＨＡ）１２例、真性红细胞增多症（ＰＶ）

５例、骨髓增生异常综合征（ＭＤＳ）２０例（ＲＡ１０例、ＲＡＥＢⅠ６

例、ＲＡＥＢⅡ４例）、急性粒细胞白血病（Ｍ２）２８例、急性粒单细

胞白血病（Ｍ４）７例、急性单核细胞白血病（Ｍ５）１３例、红白血

病（Ｍ６）２５例、急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）
［２］４例和慢性淋巴

细胞白血病（ＣＬＬ）２例。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　１％过碘酸

１．２．２　雪夫试剂　碱性品红（北京化工厂）、偏重亚硫酸钠、

１ＮＮＣＬ（现用现配）和优质活性炭。试剂配制按本室常规
［３］。

１．３　方法　骨髓标本在制片后迅速风干，用９５％乙醇固定１０

ｍｉｎ，晾干。室温放置３ｄ内染色。染色方法按本室常规方

法［３７］。计数１００个涂片细胞分布均匀体尾相交处的中、晚幼

红细胞。阳性及积分按《血液学实验诊断》要求来计数。

１．４　统计学处理　对血液病患者骨髓有核红ＰＡＳ阳性者例

数、阳性率及阳性指数采用ＳＰＳＳ软件进行统计学分析。
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