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乙型肝炎病毒血清标志物ＥＬＩＳＡ法检测条件的优化
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　　摘　要：目的　分析和探讨乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清标志物ＥＬＩＳＡ法检测条件的优化途径。方法　比较洗板机洗板后用

蒸馏水或干净自来水冲洗反应板与不冲洗反应板的临界值标本比例。结果　洗板后用蒸馏水再次冲洗反应板数秒后、用干净自

来水再次冲洗反应板与不冲洗反应板的表面抗原临界值标本比例（含临界阴性和弱阳性）分别为０．５２％、２．６０％和５．５６％；表面

抗体临界值标本比例（含临界阴性和弱阳性）分别为５．５２％、８．０２％和１４．８６％；ｅ抗原临界值标本比例（含临界阴性和弱阳性）分

别为２．８２％、２．９２％和３．５５％。结论　洗板结束后用蒸馏水或干净自来水再次冲洗反应孔边缘可降低因酶标试剂或显色剂污染

反应孔边缘导致的高临界值标本比例。蒸馏水比干净自来水更适合作为反应孔边缘的冲洗液。
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　　ＥＬＩＳＡ法是检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清标志物的定性

或半定量方法，且以微孔板条为固相，一般涉及标本收集、保

存、试剂准备、加样、温育、洗板、显色、比色和结果判断等步骤，

任一步骤操作不当都有可能导致临界值标本比例上升［１］。为

提高 ＨＢＶ血清标志物检测的准确性，同时也对每位受检者负

责，在检测过程中需严格按标准程序进行操作。笔者通过总结

临床工作经验，主要分析了加样过程对结果的影响原因，也找

到了解决问题的办法：即洗板后通过蒸馏水再次冲洗反应孔边

缘数秒来有效降低加样污染所导致的乙肝表面抗原和表面抗

体的高临界值标本比例。

１　资料与方法

１．１　一般资料　于本院进行 ＨＢＶ血清标志物检测的患者和

体检者。

１．２　仪器与试剂　ＨＢＶ血清标志物ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自

新创生物有限公司；ＰＨＯＭＯ酶标仪，ＤＥＭ３型全自动酶标洗

板机购自北京拓普分析仪器有限责任公司，ＳＨ２（Ａ）酶标板脱

水仪购自早稻田（北京）生物科技发展有限公司；ＫＪ２０１Ａ振荡

器购自江苏康健医疗用品有限公司。

１．３　方法　以干燥真空采血管采集患者和体检者外周静脉血

标本，离心后按照试剂盒说明书进行ＥＬＩＳＡ操作。分别统计

“洗板后用蒸馏水再次冲洗反应板数秒后”、“用干净自来水再

次冲洗反应板”与“不冲洗反应板”的条件下获得的血清标本检

测结果。临界阴性的判断标准［２４］：０．８＜Ｓ／ＣＯ＜１，弱阳性的

判断标准为１＜Ｓ／ＣＯ＜２，临界值为临界阴性和弱阳性的总

和，即０．８＜Ｓ／ＣＯ临界＜２。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行完全随机设计两

样本率的χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

洗板条件对血清标本表面抗原检测结果的影响，见表１。

洗板条件对血清标本表面抗体检测结果的影响，见表２。洗板

条件对血清标本ｅ抗原检测结果的影响，见表３。

表１　　洗板条件对血清标本表面抗原检测结果的影响

洗板条件 狀 临界值标本数（狀） 比例（％）

不冲洗 ２８５２ １５９ ５．５８

自来水冲洗 ２９４４ ７７ ２．６０

蒸馏水冲洗 ２７６０ １４ ０．５２＃

　　：犘＜０．０５，与不冲洗比较；＃：犘＜０．０５，与自来水冲洗比较。

表２　　洗板条件对血清标本表面抗体检测结果的影响

洗板条件 狀 临界值标本数（狀） 比例（％）

不冲洗 ２８５２ ４２３ １４．８６

自来水冲洗 ２９４４ ２３６ ８．０２

蒸馏水冲洗 ２７６０ １５２ ５．５２＃

　　：犘＜０．０５，与不冲洗比较；＃：犘＜０．０５，与自来水冲洗比较。
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表３　　洗板条件对血清标本ｅ抗原检测结果的影响

洗板条件 狀 临界值标本数（狀） 比例（％）

不冲洗 ２８５２ ４２３ ３．１５

自来水冲洗 ２９４４ ２３６ ２．９２

蒸馏水冲洗 ２７６０ １５２ ２．８２＃

　　：犘＜０．０５，与不冲洗比较；＃：犘＜０．０５，与自来水冲洗比较。

３　讨　　论

ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＢＶ血清标志物是一种定性或半定量的

方法，很多因素都会干扰检测结果［５］。厂商在研发试剂时，已

考虑内源性因素对检测结果的影响，基本可避免内源性干扰因

素对检测结果的影响。就外源性干扰因素而言，本研究中检出

的临界值标本均无溶血、细菌污染和反复冻融等情况。在操作

上，要严格按照ＳＯＰ文件进行操作，但要做到百分之百的规范

化确实很难，再加上ＥＬＩＳＡ方法学检测的局限性，因此本研究

主要从一些细微操作上着手研究高临界结果出现的原因来进

行分析。

ＥＬＩＳＡ法操作过程
［６９］包括从标本的采取和保存，到试剂

的准备、加样、保温、洗涤、显色和比色，再到最后的结果判断。

每一个环节都可能引起结果的偏差。试剂的准备：从冰箱中取

出的试验用试剂应待温度与室温平衡后使用。试剂盒中本次

试验不需用的部分应及时放回冰箱保存。加样：在ＥＬＩＳＡ中

一般有３次加样步骤，即加标本、加酶结合物、加底物，加样时

应将所加物加在ＥＬＩＳＡ板孔的底部，避免加在孔壁上部，并注

意不可溅出，不可产生气泡。温育：在ＥＬＩＳＡ中一般有２次抗

原抗体反应，即加标本和加酶结合物后，抗原抗体反应的完成

需要有一定的温度和时间，这一保温过程称为温育，ＥＬＩＳＡ属

固相免疫测定，抗原、抗体的结合只在固相表面上发生。３７℃

是实验室中常用的保温温度，也是大多数抗原抗体结合的合适

温度。洗涤：洗涤在ＥＬＩＳＡ过程中虽不是一个反应步骤，但却

也决定着实验的成败。ＥＬＩＳＡ就是靠洗涤来达到分离游离的

和结合的酶标记物的目的。通过洗涤以清除残留在板孔中没

能与固相抗原或抗体结合的物质，以及在反应过程中非特异性

地吸附于固相载体的干扰物质。显色和比色：反应的温度和时

间仍是影响显色的因素。在一定时间内，阴性孔可保持无色，

而阳性孔则随时间的延长而呈色加强。适当提高温度有助于

加速显色进行。可以说在ＥＬＩＳＡ操作中，加样是最主要的关

键技术［１０］，也是最难做到精确的步骤，应引起操作者的高度重

视。因此，笔者认为本研究中的高临界值标本比例极有可能与

标本加样过程中很难完全加到板孔底部有关，当加样尤其是加

酶结合物时如果碰到孔壁上部，则最后显色的时候容易产生非

特异性的颜色，从而导致临界值标本比例的升高。

本研究显示，洗板后用自来水冲洗和用蒸馏水冲洗反应板

均可有效降低乙肝表面抗原和表面抗体的临界值标本比例，但

对乙肝ｅ抗原的临界值标本比例无影响。用蒸馏水冲洗与用

自来水冲洗所测的临界值标本比例差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。分析原因为：（１）用自来水或蒸馏水冲洗反应板数秒能

够有效去除反应孔壁上部污染的酶结合物或其他反应试剂；

（２）因蒸馏水的ｐＨ值更接近反应所需的ｐＨ要求，自来水则

存在一定的偏差，因此蒸馏水洗板比自来水更能有效降低临界

值标本比例；（３）对于用蒸馏水冲洗后，仍然存在较低比例的临

界值标本，它们是特异性的，出现这种情况可能与病毒感染的

量少或者患者刚刚处于感染的初期阶段有关。因此，结合本科

室实际情况，ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＢＶ血清标志物时，考虑通过加

完酶结合物的洗板步骤后，再次用蒸馏水冲洗反应板数秒来降

低临界值标本比例。
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［８］ 岳化葵，陈月，程娟．乙肝血清标志物 ＥＬＩＳＡ 检测过程中的质量

控制［Ｊ］．亚太传统医药，２００８，４（５）：８４８５．

［９］ 张熹．ＥＬＩＳＡ操作要求及质量控制［Ｊ］．中国牧业通讯，２００８（９）：

３５３７．

［１０］段元宏．浅谈ＥＬＩＳＡ操作中由加样差异造成的ＯＤ值偏差［Ｊ］．中

国卫生检验杂志，２００２，１２（６）：７４９７４９．

（收稿日期：２０１４０２０２）
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　　ｅｔａｌ．ＴｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａａｎｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＣｒｅａｃｔｉｖｅ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｅｘｕｄａｔｉｖｅｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＲｅｓＭｅｄ

Ｓｃｉ，２０１１，１６（１１）：１４０５１４０９．

［２］ 叶应妩，王毓三．全国临床检验操作规程［Ｍ］．２版．南京：东南大

学出版社，１９９７：１４９．

［３］ ＬｉｇｈｔＲＷ．Ｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２００２，３４６（２５）：

１９７１１９７７．

［４］ 陈志．Ｃ反应蛋白的检测及其临床意义［Ｊ］．国外医学：临床生物化

学及检验分册，１９９４，１５（３）：９８９９．

［５］ 许凯声，黄洪，杨旭峰，等．Ｃ反应蛋白检测在判断胸腹水积液性

质中的价值［Ｊ］．检验医学，２００６，２１（３）：２４１２４３．

［６］ ＧａｒｃｉａＰａｃｈｏｎＥ，ＳｏｌｅｒＭＪ，ＰａｄｉｌｌａＮａｖａｓＩ，ｅｔａｌ．Ｃｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏ

ｔｅｉｎｉｎｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｓ：ａｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｉｄｉｎｔｕｂｅｒｃｕ

ｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，２００５，７２（５）：４８６４８９．

［７］ 王立，吕苏成．ＣＲＰ鉴别渗出液，漏出液性质的可行性观察比较

［Ｊ］．职业与健康，２０００，１６（３）：１８．

［８］ 王丹青，林斌，孙冰梅．胸腹水鉴别诊断的实验探讨［Ｊ］．临床医

学，２００３，２３（４）：１０１１．

［９］ＰｏｒｃｅｌＪＭ，ＢｉｅｌｓａＳ，ＥｓｑｕｅｒｄａＡ，ｅｔａｌ．ＰｌｅｕｒａｌｆｌｕｉｄＣｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏ

ｔｅｉｎｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｐａ

ｒａｐｎｅｕｍｏｎｉｃｅｆｆｕｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２０１２，２３（５）：４４７

４５０．

［１０］ＡｓｓｉＺ，ＣａｒｕｓｏＪＬ，ＨｅｒｎｄｏｎＪ，ｅｔａｌ．ＣｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｙＰｒｏｖｅｄＭａｌｉｇ

ｎａｎｔＰｌｅｕｒａｌＥｆｆｕｓｉｏｎｓＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＴｒａｎｓｕｄａｔｅｓａｎｄＥｘｕｄａｔｅｓ

［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，１９９８，１１３（５）：１３０２１３０４．

［１１］陆青，俞国荣．全血ＣＲＰ测定仪及其试剂的评估［Ｊ］．上海医学检

验杂志，１９９９，１４（５）：２６８２６９．

［１２］巩丽颖，卢燕平，宋瑞群，等．两种方法测定 Ｃ反应蛋白的评价和

比对［Ｊ］．中华全科医学，２０１１，９（１）：１２２．

（收稿日期：２０１４０１１６）
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