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　　摘　要：目的　研究乙型肝炎病毒表面抗原阴性高值样本的漏检状况并探讨减少漏检的方法。方法　参照临床与实验室标

准化协会（ＣＬＳＩ）颁布的ＥＰ１５Ａ２文件验证ＡＲＣＨＩＴＥＣＴＩ２０００定量乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的检测精密度和准确度，保

证仪器条件符合实验要求。研究期间内收集ＥＬＩＳＡ法定性 ＨＢｓＡｇ结果的样本吸光度值／临界值之比（Ｓ／ＣＯ）值为０．３０～０．９９

范围的１１３０例样本进行复检，复检后Ｓ／ＣＯ值仍为０．３０～０．９９的３８７例样本，采用雅培Ｉ２０００进行 ＨＢｓＡｇ定量检测的结果作

为参考，研究 ＨＢｓＡｇ阴性高值样本的漏检状况，并采用ＲＯＣ曲线对ＥＬＩＳＡ法定性判定乙型肝炎病毒核心抗体（ＨＢｃＡｂ）阳性人

群的 ＨＢｓＡｇ阳性结果判断值的确定，寻找更好的诊断性能。结果　ｉ２０００ＳＲ检测 ＨＢｓＡｇ的结果具有良好的重复性，总不精密度

小于９．８８％，与定值校准品的偏差小于３．９１％，符合临床检测要求。该研究发现Ｓ／ＣＯ值为０．３０～０．９９ＨＢｓＡｇ的样本在不同的

批次检验中分布差异有统计学意义（犘＜０．０５），且该研究期内有２６１例出现 ＨＢｓＡｇ漏检；ＨＢｃＡｂ阳性组的样本利用ＲＯＣ曲线

对ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果重新进行临界值的再确定为０．５１后，其中２３９例重新判断为阳性。结论　提高ＥＬＩＳＡ法定性检测

ＨＢｓＡｇ的重复性和 ＨＢｃＡｂ阳性人群建立新的ＥＬＩＳＡ法定性 ＨＢｓＡｇ阳性判断值０．５１，ＨＢｓＡｇ对于Ｓ／ＣＯ值为０．３０～０．９９的

样本具有更好的诊断性能。
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　　乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）诊断人体感染乙型肝炎

病毒（ＨＢＶ）的已成常识，但由于其受限于方法学或所用试剂

检测灵敏度低等原因在日常工作中难免出现漏检，导致了一部

分隐匿性 ＨＢＶ感染
［１］。目前检测 ＨＢｓＡｇ的方法有多种，最

为常用最为广泛的方法仍然是酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ），而

ＥＬＩＳＡ法与化学发光法相比灵敏度低。因ＥＬＩＳＡ法灵敏度

低所致的 ＨＢｓＡｇ漏检现状及如何减少 ＨＢＶ隐匿性感染的发

生是本研究课题的重点。对此，本研究参考美国雅培公司

ｉ２０００ＳＲ化学发光检测系统检测 ＨＢｓＡｇ的结果，对ＥＬＩＳＡ定

性 ＨＢｓＡｇ的Ｓ／ＣＯ值为０．３～０．９９的人群进行了研究，现报

道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年４月至２０１３年１０月在本院体

检科、门诊、住院部就诊的人群中ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果Ｓ／
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ＣＯ值为０．３～０．９９的 ＨＢｓＡｇ样本１１３０例，其中男性９５４

例，女性５６８例，年龄均为２～８６岁。分离３００μＬ血清分装

于－７０℃冰箱保存。血清均无肉眼可见溶血、脂血及黄疸。

１．２　仪器与试剂　瑞士产Ｘｉｒｉｌ智能液体处理工作站加标本，

德国ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ公司产ＢＥＰⅢ全自动酶联分析仪进行后处

理。定性试剂由中山生物工程有限公司提供；ｉ２０００ＳＲ发光分

析仪及其配套试剂、校准品及质控品，均由美国雅培公司提供。

１．３　样本分析　用同一ＥＬＩＳＡ检测系统对实验样本复检两

对半，记录并分析数据。从复检样本中再次挑选 ＨＢｓＡｇ的Ｓ／

ＣＯ值为 ０．３０～０．９９ 并伴 ＨＢｃＡｂ阳性的样本，用雅培

ｉ２０００ＳＲ进行定量检测 ＨＢｓＡｇ记录数据并分析。考虑到厂商

声明的 ＨＢｓＡｇ检测假阳性标本浓度范围为０．０５～０．１５ＩＵ／

ｍＬ范围，由此将ＨＢｓＡｇ定量结果大于或等于０．１５ＩＵ／ｍＬ为

阳性，反之为阴性。

１．４　ｉ２０００ＳＲ检测 ＨＢｓＡｇ精密度与准确度验证　参照ＣＬＳＩ

ＥＰｌ５Ａ２文件对精密度的验证要求，并根据仪器说明书，选定

接近说明书中厂商对分析物的评价浓度为实验浓度，分别选用

（０．０３、０．２６、９０．７５、１６１．９１ＩＵ／ｍＬ），浓度样本均为高值检测

标本采用低值血清进行配制后，－７０℃冰箱保存。配制样本

的理论值均连续检测３次以后算其均值求得。然后将以上每

个浓度标本分为２０份，每天检测４份，连续检测５ｄ，记录并分

析数据。同时对两个水平不同批号的定值校准品进行重复检

测，取均值与校准品标识值进行比较，计算相对偏差，以相对偏

差小于或等于１０％判断准确度性能的可接受性。

１．５　临界值建立　通过 ＲＯＣ曲线对 ＨＢｃＡｂ阳性的人群重

新进行ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果临界值的确定并分析其必要

性。参考雅培ｉ２０００ＳＲ定量检测 ＨＢｓＡｇ的阴、阳性结果，对

ＨＢｃＡｂ阳性时的 ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ检测结果进行综合分

析，其中设定真阳性诊断界值为１．０，真阴性诊断界值为０．０，

建立 ＨＢｃＡｂ阳性人群的 ＨＢｓＡｇ诊断 ＨＢＶ感染的临界值。

１．６　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１７．０对数据进行分

析，两组数据均值间比较采用狋检验，犘＜０．０５为差异具有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度与准确度验证　ｉ２０００ＳＲ测定不同浓度 ＨＢｓＡｇ

不精密度见表１。在所选浓度范围内，厂商声明的 ＨＢｓＡｇ批

内不精密度犆犞为２．４％～８．７％，总不精密度犆犞为４．２％～

１１．９％。从表１可见，本实验结果均小于厂商声明结果。ＨＢ

ｓＡｇ相对定值标准品偏差为（７．２±１．２８）％，偏差均小于

１０％，符合实验要求。浓度４结果均小于阳性判断值０．０５，不

精密度可接受。

表１　　ｉ２０００测定 ＨＢｓＡｇ的精密度

标本类型
狓

（ＩＵ／ｍＬ）

批内不精密度

狊（ＩＵ／ｍＬ） 犆犞（％）

总不精密度

狊（ＩＵ／ｍＬ） 犆犞（％）

浓度１ ０．２５７５ ０．０１８ ６．８５０ ０．０２５４ ９．８８０

浓度２ １６１．９１ ５．６５０ ３．４９０ ７．５７７０ ４．６８０

浓度３ ９０．７５０ ２．５３２ ２．７９０ ４．３７４０ ４．８２１

２．２　Ｓ／ＣＯ值为０．３～０．９９的 ＨＢｓＡｇ样本ＥＬＩＳＡ定性复检

结果分析　Ｓ／ＣＯ值处于０．３０～０．９９的样本由原来１１３０例

复检后减少到３９９例，例数明显减少（犘＜０．０５），其中Ｓ／ＣＯ＜

０．３有７１７例，≥１．０有２６例。复检后Ｓ／ＣＯ值均值为０．４１

与复检前０．６７明显降低（犘＜０．０５）。Ｓ／ＣＯ值处于０．３０～

０．９９范围并伴 ＨＢｃＡｂ阳性样本有３８７例。再将３８７例用

ｉ２０００ＳＲ定量 ＨＢｓＡｇ阳性（结果大于或等于０．１５ＩＵ／ｍＬ）为

２６１例，占其３８７例总数的６７．４％。

２．３　临界值建立　通过ＲＯＣ曲线对 ＨＢｃＡｂ阳性时ＥＬＩＳＡ

定性 ＨＢｓＡｇ结果重新确定的临界值见图１。判断值、准确度、

敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测值、ＲＯＣ曲线下面积及

Ｙｏｕｄｅｎ指数分别为０．５１、９４．７％、９２．７．０％、９７．６％、９２．４％、

８４．８％、０．９９０及０．９４。可见ＲＯＣ曲线下面积均为０．９８３，阳

性伴判断值为０．５１时 ＨＢｓＡｇ能很好地诊断伴 ＨＢｃＡｂ阳性

人群的 ＨＢＶ 感染，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明

ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果对 ＨＢｃＡｂ阳性人群诊断 ＨＢＶ感染

时有必要建立新的阳性判断值。ＲＯＣ曲线图见图１。

图１　　ＲＯＣ曲线图

３　讨　　论

本研究参照美国临床与实验室标准化协会发布的仪器性

能评价标准文件，对 ＨＢｓＡｇ检测仪器ｉ２０００ＳＲ的检测精密度

和准确度进行评价，证实其分析性能符合本实验要求。

ｉ２０００ＳＲ定量检测 ＨＢｓＡｇ试剂盒所用抗体是可针对多种突变

株、具有高亲和力抗原决定簇的多种单克隆抗体，能有效地识

别各种逃逸变异株而避免漏诊，已经成为国外检测病毒性肝炎

血清学指标的主流试剂［２］。ｉ２０００ＳＲ定量检测 ＨＢｓＡｇ技术灵

敏度高、特异性强、重复性好，结果准确可靠符合本实验要求。

本研究发现高值阴性样本在不同的批次检验中的分布差

异有统计学意义（犘＜０．０５），当实验成功，阴阳性对照、本底吸

光度值等实验室指标处于最好水平时高值阴性样本所占比例

为１％～３％，反之可达２１％。这不但印证了ＥＬＩＳＡ技术重复

性差，同时也说明ＥＬＩＳＡ操作技术要求高、工作细心及责任心

强才能保证实验成功，这要求可能与平时所说ＥＬＩＳＡ法操作

简便相矛盾。在本研究期内本实验室有２６１例 ＥＬＩＳＡ定性

ＨＢｓＡｇ阴性伴 ＨＢｃＡｂ阳性样本而ｉ２０００定量检测阳性。显

而易见这与其他研究报道的ＥＬＩＳＡ法灵敏度不及发光法一

致［３］，对此对 ＨＢｃＡｂ阳性组的样本利用 ＲＯＣ曲线对ＥＬＩＳＡ

定性 ＨＢｓＡｇ结果重新进行临界值的再确定为０．５１后，其中

２３９例判断为阳性，明显减少了ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ假阴性的

样本（犘＜０．０５），说明了新的阳性判断值具有更好的诊断性

能。从 ＨＢｓＡｇＳ／ＣＯ值分析中发现其呈偏态分布，且随着Ｓ／

ＣＯ值数值越大，诊断 ＨＢｓＡｇ阳性的可能性也越大，对于伴

ＨＢｃＡｂ阳性的样本中，假阳性假阴性分布在０．３２～０．５７范

围，由此可建立灰区或可疑范围。　　　　（下转第２０３９页）

·６３０２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５



发性不孕，而原发性不孕患者体内自身抗体的产生机制目前还

尚未完全明确。

如图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）所

示，比较不同病因引起的继发性不孕患者自身抗体阳性率，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），表明不孕相关抗体的表达与患者

的基础病因无直接相关性。

ＡＮＡ广义上是针对细胞内所有抗原成分的自身抗体的总

称，与前述抗体比较，无器官特异性和种属特异性［１５］。本研究

发现，虽然不孕组中ＡＮＡ的阳性率与对照组比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），但抗体滴度多大于或等于１∶１００，而且不

孕相关性抗体阳性患者的ＡＮＡ阳性率与抗体阴性患者比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。表明患者体内自身抗体的产

生可能与器官特异性抗体的异常表达，激活体内免疫应答，诱

导ＡＮＡ基础水平升高有关。同时，Ｒｅｉｍａｎｄ等
［１６］的研究也证

实多囊卵巢综合症等引起的继发性不孕患者，ＡＮＡ水平升高，

有发展为自身免疫疾病的倾向，应该引起临床医生的重视。

总之，女性不孕症与自身免疫抗体存在密切关系。应用蛋

白微阵列技术同步联合检测多种不孕不育自身抗体，可以提高

诊断方法的特异性和灵敏度，更适用于临床的辅助诊断。研究

者需加强认识自身免疫抗体对女性不孕的影响，不孕原因不明

确时，应考虑到免疫性因素的影响。
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ＨｂｓＡｇ诊断人体 ＨＢＶ感染的指标已成常规，但因测定技

术不够灵敏度等原因导致呈现低水平或不能检出而至灵敏度

不理想。呈现低水平可能原因包括以下方面［４］：（１）ＨＢＶＳ基

因的变异导致 ＨＢｓＡｇ结构和抗原性发生变化，从而引起抗原

抗体结合异常，反应信号下降，而出现假阴性或者弱阳性，而实

际上体内 ＨＢｓＡｇ仍处于高水平表达。（２）因个体的免疫应答

水平低下、抗病毒治疗等原因，使得Ｓ基因表达低下，而出现实

际的低水平。由此可见ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ出现现低水平或

不能检出是不可避免的。另外，当机体被 ＨＢＶ感染后产生的

ＨＢｃＡｂ不是保护性抗体，可伴随乙肝病毒存在且 ＨＢｃＡｂ可以

不随乙肝病毒感染的康复而消失，ＨＢｃＡｂ的阳性率达２０％，

Ｃｈｅｖｉｒｉｅｒ等
［５］研究发现 ＨＢｃＡｂ滴度与 ＨＢＶ隐匿性感染有一

定的相关性，不仅可以作为既往 ＨＢＶ感染的标志，也可以提

示隐匿性 ＨＢＶ 感染的可能。说明 ＨＢｃＡｂ阳性可以佐证

ＨＢＶ感染的指标。显然在理论上ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ结果联

合 ＨＢｃＡｂ可以增加对 ＨＢＶ感染的诊断性能是可能的，这与

本研究结果一致。

我国仍是 ＨＢＶ高流行区域，隐匿性 ＨＢＶ感染多见。为

减少因ＥＬＩＳＡ灵敏度不高而导致的隐匿性ＨＢＶ感染，根据研

究成果，试制定如下程序：（１）严格规范ＥＬＩＳＡ定性 ＨＢｓＡｇ检

测的每一环节，强化操作责任心；（２）结果处于“Ｓ／ＣＯ 值为

０．５１～１．００”并伴 ＨＢｃＡｂ阳性的样本用ｉ２０００定量复检，如是

阴性发出。（３）如果定量阳性的样本与临床沟通，并建议进行

ＨＢＶＤＮＡ检测或定期复查。本程序于２０１３年１２月试行以

来收到的临床正面的反馈信息。
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ＨＢｓＡｇａｓｓａｙｓｗｉｔｈｒｅｓｐｅｃｔｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ａｎａｌｙｔｉｃａｌｓｅｎｓｉ

ｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｍｕｔａｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｅｄＶｉｒｏｌ，

２００６，７８Ｓｕｐｐｌ１：Ｓ６６７０．

［３］ 李金明．临床酶免疫测定技术［Ｍ］．北京：人民军医出版杜，２００５：

１０４．

［４］ 王蕾，刘华，王雯静，等．低水平乙型肝炎表面抗原的检测及其临

床价值评估［Ｊ］．微生物与感染，２００９，４（１）：９１２．

［５］ＣｈｅｖｒｉｅｒＭＣ，ＳｔＬｏｕｉｓＭ，ＰｅｒｒｅａｕｌｔＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓｏｆａｎｔｉｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｃｏｒｅａｎｔｉｇｅｎｒｅａｃ

ｔｉｖｅｂｌｏｏｄｄｏｎｏｒｓｉｎＱｕｅｂｅｃｗｉｔｈａｎｉｎｈｏｕｓｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｔｅｓｔｉｎｇ

ａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００７，４７（１０）：１７９４１８０２．

（收稿日期：２０１４０２２４）
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