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应用ＣＬＳＩＥＰ１２Ａ２文件评价ＨＢｓＡｇ酶联免疫吸附

试验试剂盒的分析性能

韩弋戟，郭明琴，刘　梦，侯　爵，王　钞

（重庆市万盛经开区中心血库检验科，重庆４００８００）

　　摘　要：目的　应用ＣＬＳＩＥＰ１２Ａ２文件评价乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒的性能，

并比较２个不同厂家试剂盒之间的性能差异。方法　按照ＣＬＳＩ发布的ＥＰ１２Ａ２文件，对实验室使用的２个不同厂家的 ＨＢｓＡｇ

ＥＬＩＳＡ试剂盒的性能进行评价。结果　２个厂家的试剂盒对分析物浓度为１２０％临界值的标本的检测阳性率均大于或等于

９５％，对分析物浓度为８０％临界值浓度的标本的检测阴性率大于或等于９５％，批内变异系数小于或等于１５％，批间变异系数小

于或等于２０％。２个厂家试剂盒的灵敏度分别为９４．２％（９５％犆犐：８４．３％～９８．０％）和９２．３％（９５％犆犐：８１．８％～９７．０％）；特异性

分别为９８．０％（９５％犆犐：８９．５％～９９．６％）和１００．０％（９５％犆犐：９２．８％～１００．０％）。２个厂家试剂盒灵敏度差值９５％区间为

－５．４６％～１０．１９％，特异性差值９５％区间为－２．００％～５．３２％。结论　２个厂家试剂盒检测 ＨＢｓＡｇ临界值±２０％的浓度范围

之外标本，能够得到稳定、可靠的检测结果，并具有较高的灵敏度和特异性，两者的检测灵敏度和特异性相近。
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　　酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）是目前各级采供血机构筛查

乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的主要方法。《献血者健康

检查要求》（ＧＢ１８４６７）规定，献血者血液检测必须使用不同厂

家生产的试剂进行初、复检２次检测
［１］。而《医学实验室质量

和能力认可准则在临床免疫检验领域的指南》则明确指出，实

验室同时使用２套检测系统检测同一项目时，必须保证两者结

果具有一致性［２］。因此，本研究参照美国临床实验室标准化协

会（ＣＬＳＩ）发布的ＥＰ１２Ａ２文件
［３］对２个不同厂家生产的ＨＢ

ｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂盒检测 ＨＢｓＡｇ的分析性能进行评价，为本实

验室选择合适的ＥＬＩＳＡ试剂盒提供依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　由北京康彻思坦生物技术有限公司提供的

ＨＢｓＡｇ定值血清，浓度为１ＩＵ／ｍＬ，批号为２０１２０２００４；本区

人民医院住院确诊急慢性乙型肝炎患者血清标本５２例，门诊

健康体检者的 ＨＢＶ阴性标本５０例；自制阴性混合血清（由５

例 ＨＢＶ阴性标本血清混合，分装后－２０℃冰冻保存，勿反复

冻融），自制阳性混合血清（由５例急慢性乙肝患者血清标本混

合，用阴性混合血清调整至Ｓ／ＣＯ值与１２０％临界值浓度的Ｓ／

ＣＯ值相当浓度，分装后－２０℃冰冻保存，勿反复冻融）。

１．２　仪器与试剂　仪器：加样器（芬兰雷勃）、ＭＫ３酶标仪（美

国热电）、洗板机（深圳迈瑞），所有仪器均经过校准。试剂：国

产Ａ、Ｂ两个厂家生产的 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂盒，批号分别是

Ｂ２０１１０８１４、２０１１０９５１２７。

１．３　方法

１．３．１　重复性试验　（１）临界值浓度确定：用１ＩＵ／ｍＬ定值

血清进行倍比稀释后，用２种试剂盒重复检测各稀释血清直至

阴性率和阳性率各占５０％的质控血清浓度即为临界值浓度。

最后计算出１２０％、８０％临界值浓度的稀释倍数。（２）批内精

密度：选择临界值浓度及临界值±２０％浓度范围的 ＨＢｓＡｇ阴

性和阳性质控血清各１份进行试验，用２种试剂盒分别测定，

每份样本测２０次，分别记录结果，计算阴阳性百分率以及Ｓ／

ＣＯ值的均值、标准差和变异系数。（３）批间精密度：用２种试

剂盒分别对阴性、阳性混合标本各１例，连续测定２０ｄ，每一浓

度每天测１次，每次测２例，取Ｓ／ＣＯ平均值。记录结果并计
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算Ｓ／ＣＯ值的均值、标准差及变异系数（犆犞）。

１．３．２　方法学性能比较　收集经临床确认的急、慢性乙型肝

炎患者血清标本５２例、健康体检者 ＨＢＶ阴性标本５０例。用

２种试剂盒同时检测，按常规检测方法在１０ｄ内完成。每次实

验质控品重复检测２次，总共检测２０次。如果任一质控品失

控，应立即停止该次实验，患者标本的实验数据视为无效，在当

天或第２天重新进行新一轮实验。１０ｄ内不超过１次失控。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行χ
２ 检验

和犝 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　重复性试验比较

２．１．１　批内精密度　Ａ试剂盒的临界值浓度为０．１１３ＩＵ／

ｍＬ，１２０％临界值浓度标本的阳性率为１００．０％，８０％临界值

浓度标本的阴性率为９５．０％；Ｂ试剂盒的临界值浓度为０．１５７

ＩＵ／ｍＬ，１２０％临界值浓度标本的阳性率为１００．０％，８０％临界

值浓度标本的阴性率为１００．０％，见表１。

表１　　批内检测精密度结果（狀＝２０）

Ｓ／ＣＯ值
Ａ试剂盒

１２０％临界值浓度 临界值浓度 ８０％临界值浓度

Ｂ试剂盒

１２０％临界值浓度 临界值浓度 ８０％临界值浓度

狓 １．６７１ １．０３６ ０．７６３ １．７２７ ０．９８５ ０．８０５

狊 ０．１５４ ０．１１０ ０．０８３ ０．１９４ ０．０９８ ０．０８１

犆犞（％） ９．２１ １０．６５ １０．９４ １１．２２ ９．９５ １０．０６

２．１．２　批间精密度　Ａ试剂盒阴、阳性标本的Ｓ／ＣＯ平均值

分别为０．４２５和１．９６４，犆犞分别为１８．２５％和１６．５５％；Ｂ试剂

盒阴、阳性标本的Ｓ／ＣＯ平均值分别为０．５０７和１．５２２，犆犞分

别为１５．３６％和１７．５４％。

２．２　２个厂家试剂盒对１０２份临床标本的检测结果　２个厂家

试剂盒的灵敏度分别为９４．２％和９２．３％；特异性分别为９８．０％

和１００．０％；灵敏度９５％犆犐分别为８４．３％～９８．０％和８１．８％～

９７．０％；特异性９５％犆犐分别为８９．５％～９９．６％和９２．８％～

１００．０％。２个厂家试剂盒灵敏度差值９５％区间为－５．４６％～

１０．１９％；特异性差值９５％区间为－２．００％～５．３２％。

３　讨　　论

临界值浓度是ＥＬＩＳＡ定性试验唯一的医学决定水平。临

界值浓度标本具有多次重复检测出现阴、阳性概率各占５０％

的特点，并且在临界值浓度范围９５％区间（重复测定临界值浓

度上下的标本，阴性率、阳性率分别为９５％的浓度范围称为该

检测方法临界值９５％区间）的标本都不易得到稳定的检测结

果［４］。而大大超过医学决定值水平的阴、阳性标本的结果却较

为稳定［５］。因此，血站对献血者血液进行ＥＬＩＳＡ测定时，如果

检测物浓度在临界值浓度附近，则会出现相同试剂多次检测同

一标本结果不一致的现象。本研究结果显示，Ａ、Ｂ厂家的试剂

盒临界值浓度分别为０．１１３ＩＵ／ｍＬ和０．１５７ＩＵ／ｍＬ，±２０％临

界值浓度的标本检测结果阳性率和阴性率均大于９５％。且２

个厂家的试剂盒批内犆犞均小于１５％；批间犆犞小于２０％，二者

精密度比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），符合文献对定性

ＥＬＩＳＡ法的要求
［６８］，说明２个厂家的试剂盒检测±２０％临界值

浓度范围之外的标本都能得到稳定的检测结果。

本研究通过对已经明确诊断的１０２例临床标本进行检测，

结果显示，２个厂家的试剂盒均具有较高的灵敏度和特异性。

但通常情况下要获得具有典型代表性的样品比较困难。因此，

计算灵敏度和特异性就很不现实，而计算灵敏度和特异性的可

信区间就显得非常有意义。此外，如果对２种试剂盒进行性能

比较时，通过对灵敏度以及特异性差异的可信区间进行比较就

更有意义，并以此来推断２种检测方法的灵敏度和特异性在统

计学上是否具有差异［９］。如果灵敏度或特异性差值的可信区

间包括零，则不能推断出２种检测方法的灵敏度或特异性在统

计学上有差异；但是如果灵敏度或特异性差值的可信区间不包

括零，则由此可以推测出２种检测方法的灵敏度或特异性在统

计学上有差异。研究结果显示，２个厂家的试剂盒灵敏度差值

可信区间都包括零。因此，不能推断出２个厂家的试剂盒的灵

敏度和特异性在统计学上有差异。

在进行方法评价过程中，随机取样带来的误差会对估计性

能的测定带来影响［１０］。但是这种变异性随样本量的增加而减

少，并可以通过可信限来量化。ＥＰ１２Ａ２文件采用了 Ａｇｒｅｓｔｕ

等［１１］和Ａｌｔｍａｎ等
［１２］提出的一种直接计算可信区间评分计算

方法。它克服了多数教科书采用的近似二项分布法相对保守、

可信区间范围太宽等缺点。从本研究结果看，２个试剂盒９５％

一致性评分可信区间为９３．１％～９９．５％。

此外，由于ＣＬＳＩ发布的 ＥＰ１２Ａ２文件提供的方法能够获

得试剂盒获得稳定结果的浓度范围，从而也为ＥＬＩＳＡ定性试

验灰区的设定提供了有力的证据。
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