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·检验技术与方法·

外周血ＨＢｓＡｂ的酶联免疫吸附测定与“ＨＯＯＫ效应”

王　洁，孟运运，汪茂荣△

（中国人民解放军第八一医院全军肝病中心，江苏南京２１０００２）

　　摘　要：目的　探讨酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）中，“ＨＯＯＫ效应”对 ＨＢｓＡｂ测定的影响。方法　分别采用ＥＬＩＳＡ法和化

学发光分析仪检测标本原液的光密度（ＯＤ）值，并将标本分别作１∶１０、１∶５０及１∶１００倍稀释，用ＥＬＩＳＡ法对稀释后标本进行

检测。结果　ＨＢｓＡｂ检测时，一步法的“ＨＯＯＫ效应”十分明显，而二步法无此现象。结论　二步法是减少“ＨＯＯＫ效应”的有效

方法。

关键词：酶联免疫吸附测定；　抗乙型肝炎病毒表面抗体；　ＨＯＯＫ效应

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０４８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２８９９０２

　　在中国，抗乙型肝炎病毒表面抗体（ａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ

ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｓＡｂ）的检测在没有特殊临床要求的情况

下，大多数医院仍采用手工检测法进行检测。正常人群中，通

常只有在注射过乙肝疫苗时，选择通过全自动免疫生化仪进行

准确定量。目前，大多数国家手工检测一般都采用敏感性为

０．１～１．０μｇ／Ｌ的酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ），该方法具有高度的特异性、敏感性，

又加上单克隆抗体技术及自动化设备的发展，试剂稳定，且操

作简便、快速、无放射性污染等优点［１２］。但在实际工作中，影

响ＥＬＩＳＡ测定的干扰因素众多，高剂量钩状效应（ＨＯＯＫ效

应）导致的假低值、假阴性就是其中最常见的影响因素之一。

实际上，笔者一直将更多的注意力放在乙型肝炎病毒表面抗原

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｓＡｇ）检测中出现 的

“ＨＯＯＫ效应”及其解决方法上，事实证明，在实际工作时，

ＨＢｓＡｇ检测中的“ＨＯＯＫ效应”的确得到了很好的解决。但

相较 ＨＢｓＡｇ，对于 ＨＢｓＡｂ的检测结果，则没有过多地注意和

分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　采集普通门诊就诊患者，男，１２岁，乙肝疫苗

注射后，检测 ＨＢｓＡｂ滴度。同时采用了手工ＥＬＩＳＡ检测和化

学发光仪检测。

１．２　主要试剂　ＥＬＩＳＡ试剂盒由北京万泰生物药业股份有

限公司提供，批号为Ｒ２０１２０５０３；化学发光仪检测试剂由美国

ＡＢＢＯＴＴ公司提供，批号为１２０７６ＬＦ００。

１．３　主要检测仪器　主要检测仪器为雅培ｉ１０００ＳＲ化学发光

分析仪（美国ＡＢＢＯＴＴ公司）、ＣｌｉｎｉＢｉｏ１２８Ｃｅ型全自动定量绘

图酶标仪（奥地利ＡＳＹＳ公司）。

１．４　检测方法　分别采用ＥＬＩＳＡ法和化学发光分析仪检测

标本原液的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，所有步骤均严格遵

守操作规程。将标本用生理盐水作１∶１０、１∶５０及１∶１００倍

稀释。并用ＥＬＩＳＡ法分别对稀释后标本进行检测。比较检测

结果的差异。

２　结　　果

采用雅培化学发光法检测原液，结果显示阳性，测得值为

２２４９．４５ｍＩＵ／ｍＬ，ＥＬＩＳＡ 法检测显示阴性。标本稀释后

ＥＬＩＳＡ检测的各ＯＤ值见表１。

表１　　ＥＬＩＳＡ法稀释前、后结果比较

血清 ＥＬＩＳＡ结果 ＯＤ值

原液 － ０．１３４

１∶１０稀释液 ＋ ２．９２２

１∶５０稀释液 ＋ ２．３３５

１∶１００稀释液 ＋ １．０３６

３　讨　　论

ＨＢｓＡｂ采用手工检测和化学发光分析仪检测截然相反的

结果模式，在常规工作中很少见。大部分人群在疫苗注射后常

选择ＥＬＩＳＡ手工检测是否有抗体，只有少部分或有特殊需要

的人群会选择化学发光法进行定量检测。ＥＬＩＳＡ手工测定分

一步二位点夹心法和二步二位点夹心法。由于一步法少了一

次洗板及孵育过程，节省了时间，目前仍得到广泛应用。我实

验室使用的试剂盒，除 ＨＢｓＡｇ采用的是二步法，ＨＢｓＡｂ、乙型

肝炎病毒ｅ抗原（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＢｅＡｇ）、抗乙型

肝炎病毒ｅ抗体（ａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＢｅＡｂ）和

抗乙型肝炎病毒核心抗体（ａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｃｏｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ，

ＨＢｃＡｂ）均采用的是一步法。由于一步法检测 ＨＢｓＡｇ易受到

高剂量“ＨＯＯＫ效应”的干扰，使结果呈假低值或假阴性
［３］。

所以，笔者考虑这种情况也可能发生在 ＨＢｓＡｂ的检测中，通

过将标本稀释后，采用ＥＬＩＳＡ检测即可测得阳性。

固相ＥＬＩＳＡ测定中，当被测物浓度过高时，反应信号并不

强，反而降低，即当被测物浓度超过其线性范围时，其剂量反应

曲线并不呈平台状无限延伸，而呈向下弯落状，剂量反应曲线

似一把钩子，故而将这种发生在固相ＥＬＩＳＡ测定中的特殊效
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应称“ＨＯＯＫ效应”
［４５］。其往往造成标本假低值，甚至出现假

阴性的错误结果。

ＥＬＩＳＡ检测中的“ＨＯＯＫ效应”，往往会使强阳性标本检

测结果呈现为弱阳性甚至为阴性。一步法“ＨＯＯＫ效应”是由

被测物浓度决定的，抗体的“量”是决定因素。

双抗体夹心二步法是先将标本加到微孔中孵育一定时间，

形成固相抗体，即待测抗体结合物；洗板；再加入酶标表面抗

原，形成固相抗原，即待测抗体酶标抗原结合物，酶催化底物

显色。从试验原理可看出，二步法有效地减少了过量复合物的

产生，大大降低了“ＨＯＯＫ效应”的发生率。从而避免一步法

因“ＨＯＯＫ效应”而漏检高值标本的现象发生
［６］。

本实验中雅培ｉ１０００ＳＲ化学发光分析仪的工作原理即为

典型的二步免疫测定法，检测结果也证明了在规避“ＨＯＯＫ效

应”上，二步法明显优于一步法［７］。

ＨＢｓＡｂ的“ＨＯＯＫ效应”在实际工作中不易察觉，特别是

用一步法试剂盒手工检测时，常被误认为阴性结果。这提示，

特别是对于注射乙肝疫苗后的就诊者，手工检测阴性时，可进

行“同步稀释法”复检，这是最简便、直接的方法［８９］，以排除是

否为“ＨＯＯＫ效应”造成的假阴性，建议进一步做化学发光法

进行定量。
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·检验技术与方法·

高效液相色谱法与琼脂糖电泳法检测β地中海

贫血携带者ＨｂＡ２结果的比较

巢　薇

（广西医科大学第四附属医院检验科，广西柳州５４５００５）

　　摘　要：目的　比较高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）与琼脂糖电泳法检测β地中海贫血携带者 ＨｂＡ２ 的结果，探讨二者筛查β地中

海贫血的灵敏性和可靠性。方法　产前筛查疑似β地中海贫血携带者１５４例，同时检测β地中海贫血基因、ＨｂＡ２。ＨｂＡ２ 分析

采用法国Ｓｅｂｉａ琼脂糖凝胶电泳系统和ＨＰＬＣ分析系统同时进行分析。β地中海贫血基因诊断采用反向点杂交法进行１７种常见

突变基因检测，以基因诊断结果作为金标准分别对 ＨＰＬＣ分析仪和琼脂糖电泳的 ＨｂＡ２ 结果进行评价分析。结果　在１５４份临

床样本中，基因诊断为阳性的样本为６５例；以 ＨｂＡ２＞３．５％作为诊断β地中海贫血携带者的最佳临界值，琼脂糖电泳共筛查出

５７例阳性，与基因诊断符合率为８７．６％；ＨＰＬＣ分析共筛查出６３例阳性，与基因诊断符合率为９６．９％；琼脂糖电泳与 ＨＰＬＣ分

析仪诊断β地中海贫血的灵敏性、特异性分别为８４．６％、９７．７％、９６．９％及９８．９％。ＨＰＬＣ分析仪阳性符合率、灵敏性明显高于

琼脂糖电泳，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而 ＨＰＬＣ特异性也稍高于琼脂糖电泳法，但比较无显著差异（犘＞０．０５）。结论　

ＨＰＬＣ筛查β地中海贫血与基因诊断有较高的符合率，是一种筛查β地中海贫血灵敏性、特异性和准确度都较高的理想方法。

关键词：琼脂糖凝胶电泳法；　高效液相色谱法；　比较
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　　地中海贫血是全世界许多国家都关注的重要出生缺陷，估

计全球约有３．４５亿人是地中海贫血基因的携带者。广西省中

国境内是地中海贫血发生率最高的省份，据统计广西省人群中

地中海贫血基因的携带率高达２４．０％。目前，基因检测是诊

断β地中海贫血的最可靠方法，但由于β地中海贫血诊断的实

验技术要求高、操作繁琐、价格昂贵且不易进行有效的质量控

制，不适合于大规模的人群筛查［１２］。经典全血细胞计数和血

红蛋白（ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）组分分析成为中国南方人群地中海

贫血筛查的一线技术。血液学表型筛查结果的准确与否会直

接影响地中海贫血基因携带者的检出及后续诊断［３］。而血红

蛋白的分离鉴定和定量分析在地中海贫血的筛查和诊断中发

挥了重要作用，尤其是 ＨｂＡ２ 和 ＨｂＦ等的定量分析
［４］。本研

究对目前应用较广泛的２种 Ｈｂ组分分析技术，即高效液相色

谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）与琼脂

糖电泳法检测ＨｂＡ２ 的结果进行比较，探讨其在筛查β地中海

贫血中的灵敏性和可靠性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１５４例研究对象来自本院２０１２年９月至

２０１３年３月产前筛查疑似β地中海贫血携带者［平均红细胞

体积（ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ，ＭＣＶ）＜８０ｆＬ、平均红细胞血
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