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·检验技术与方法·

低水平ＨＢｓＡｇ标本的检测及其临床意义
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（新疆维吾尔族自治区中医医院临检中心，新疆乌鲁木齐８３４０００）

　　摘　要：目的　探讨低水平乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的检测方法及其临床意义。方法　血清样本为上海科华公司生

产的 ＨＢｓＡｇ酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒或罗氏ｃｏｂａｓＥ６０１分析仪免疫发光分析仪初筛为弱阳性的标本；用丽珠 ＨＢｓＡｇ

中和试剂盒（酶联免疫法）或罗氏ｃｏｂａｓＥ６０１进行确认试验，并结合相应样本的肝功能及 ＨＢＶＤＮＡ检测结果进行分析。结果　

经科华试剂盒初筛为弱阳性的５３例样本中，丽珠 ＨＢｓＡｇ中和试剂盒检测为阳性３７例、阴性１６例；经电化学发光法检测为弱阳

性的１８例样本中，丽珠 ＨＢｓＡｇ中和试剂盒检测为阳性４例，阴性６例。结论　不同检测系统检测低水平 ＨＢｓＡｇ的结果存在差

异，低水平 ＨＢｓＡｇ的临床价值有待进一步研究。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的流行病学调查表明，我国乙

型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）携带者超过１．２亿，慢性乙型

肝炎患者约占３０００万，每年报告新发乙型肝炎病例约５０万。

在 ＨＢＶ感染的诊断和治疗中，其血清标志物的检测非常重

要，可采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、微粒子酶免疫试验

（ＭＥＩＡ）、电化学发光免疫试验（ＥＣＬＩＡ）、时间分辨荧光免疫

分析（ＴＲＦＩＡ）等方法进行检测。在我国，超过８０％的医院通

过ＥＬＩＳＡ来完成 ＨＢＶ感染的初筛，但ＥＬＩＳＡ因方法学的局

限存在“灰区”，即在检测低水平 ＨＢｓＡｇ标本时会无法避免地

出现假阳性、假阴性。ＥＣＬＩＡ完全由仪器自动检测，灵敏度

高，干扰误差小，是将来可能普及的检测方法。随着检测技术

的发展，检测下限越来越低，低水平 ＨＢｓＡｇ的阳性检出率也

在逐步增加，经常出现一些浓度值非常低的阳性报告，让人们

不得不质疑此类检测结果的可靠性及其临床意义。因此，笔者

对此进行了研究。

１　材料与方法

１．１　标本来源　检测标本为本院临检中心免疫室日常工作中

留取的 ＨＢｓＡｇ弱阳性血清及其全血标本。其中ＥＬＩＳＡ检测

到的 ＨＢｓＡｇ弱阳性样本５３例，其吸光度值和临界值的比值

（Ｓ／ＣＯ）为１～５；ＥＣＬＩＡ检测到的 ＨＢｓＡｇ弱阳性样本１８例，

报告值为０．０５～２．００ＩＵ／ｍＬ，并且临界指数（ＣＯＩ）≤７．０。本

试验所用ＥＣＬＩＡ系统 ＨＢｓＡｇ＞０．０５ＩＵ／ｍＬ视为阳性。

１．２　仪器与试剂　主要仪器包括郑州安图ＰＨＯＭＯ酶标仪，

深圳汇松ＰＷ９６０洗板机，罗氏ｃｏｂａｓＥ６０１电化学发光全自动

免疫分析仪，达安ＤＡ７６００ＰＣＲ扩增仪，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｔｅｒ５８００

全自动生化分析仪。试剂包括科华 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂盒，罗

氏ｃｏｂａｓＥ６０１电化学发光免疫分析仪的 ＨＢｓＡｇ检测、确认、

对照试剂及配套耗材，丽珠 ＨＢｓＡｇ中和试剂盒，达安基因

ＨＢＶＤＮＡ相关配套试剂，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｔｅｒ５８００全自动生化

分析仪原装ＡＬＴ和ＡＳＴ检测试剂。

１．３　方法

１．３．１　ＨＢｓＡｇ的ＥＬＩＳＡ检测和中和试验　操作过程严格按

照实验室ＳＯＰ和试剂盒说明书进行。在中和试验中，计算抑

制率，抑制率大于或等于５０％，判断为 ＨＢｓＡｇ阳性；抑制率小

于５０％且对照孔Ａ值小于２．０，判断为阴性；样本抑制率小于

５０％，但对照孔Ａ值大于等于２．０，则应用生理盐水对样本进

行１∶１００稀释，稀释后样本作为待测样本重复进行中和试验。

如稀释后样本抑制率小于５０％，且对照孔Ａ值大于等于２．０，
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则再作更大倍数稀释重复进行中和试验。

１．３．２　ＥＣＬＩＡ检测 ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｓＡｇ确认试验　分析仪经

厂家校准，试验前严格按作业指导书保养维护，确保其性能良

好并按实验室ＳＯＰ步骤进行操作。

１．３．３　ＨＢＶＤＮＡ检测　样本的ＤＮＡ严格按照ＳＯＰ操作步

骤使用 ＨＢＶＤＮＡ试剂盒提取；然后按照 ＨＢＶＤＮＡ扩增操

作程序在达安ＤＡ７６００仪上进行扩增，检测样本的 ＨＢＶＤＮＡ

拷贝数。

１．３．４　肝功能检测　ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｔｅｒ５８００全自动生化分析

仪经厂家校准，试验前严格按作业指导书保养维护，确保其性

能良好，并按实验室ＳＯＰ步骤操作。此次肝功能只包含 ＡＳＴ

和ＡＬＴ，只要有一项指标出现异常视为肝功能异常。．

２　结　　果

经科华 ＨＢｓＡｇ试剂盒初筛为弱阳性的５３例样本的

ＥＬＩＳＡ中和试验结果见表１。经罗氏ｃｏｂａｓＥ６０１分析仪初筛

为弱阳性的１８例样本，用科华ＨＢｓＡｇ试剂盒初筛结果均为阳

性，其ＥＬＩＳＡ中和试验和用配套 ＨＢｓＡｇ确认试剂进行确认试

验结果见表２。７１例低水平 ＨＢｓＡｇ样本的肝功能及 ＨＢＶ

ＤＮＡ检测结果见表３。

表１　　科华 ＨＢｓＡｇ试剂盒初筛为弱阳性标本的中和试验

科华试剂盒初筛值（Ｓ／ＣＯ）
ＥＬＩＳＡ法中和试验（狀）

阴性 阳性

合计

（狀）

１～＜２ ５ １４ １９

２～＜３ ９ １３ ２２

３～＜４ ２ ５ ７

４～＜５ ０ ５ ５

合计 １６ ３７ ５３

表２　　ＥＣＬＩＡ初筛为弱阳性样本的ＥＬＩＳＡ中和

　　　　试验及确认实验

ＥＣＬＩＡ初筛

初筛值（ＩＵ／ｍＬ）

ＥＬＩＳＡ法中和试验（狀）

阴性 阳性

ＥＣＬＩＡ法确证试验（狀）

阴性 阳性

０．０５～１．００ ５ ５ ０ １０

１．００～２．００ ０ ８ １０ ８

合计 ５ １３ ０ １８

表３　　７１例低水平 ＨＢｓＡｇ样本的肝功能及

　　　ＨＢＶＤＮＡ检测［狀（％）］

ＥＣＬＩＡ检测值

（Ｓ／ＣＯ）
狀 肝功能异常 ＨＢＶＤＮＡ阳性

１．０～３．０ ２２ ６（２７．２） ２（９．０）

３．０～４．０ ４６ １８（３９．１） ８（１７．４）

４．０～５．０ ３ １（３３．３） ２（６６．６）

合计 ７１ ２５（３５．２） ８（１６．９）

３　讨　　论

本次试验的７１例低水平 ＨＢｓＡｇ血清样本中，ＥＬＩＳＡ确

认试验确认为 ＨＢｓＡｇ阳性４５例、阴性２６例；ＥＣＬＩＡ初筛为

弱阳性的１８例样本经ＥＣＬＩＡ确认试验１８例样本均为 ＨＢ

ｓＡｇ阳性，但ＥＬＩＳＡ中和试验只确认了初筛值大于１．０ＩＵ／

ｍＬ的８例样本，可见ＥＬＩＳＡ与ＥＣＬＩＡ检测低水平ＨＢｓＡｇ结

果存在不一致性。本研究中 ＨＢｓＡｇ中和试剂盒所采用的方

法由方筠等［１］建立，黄伟等［２］曾对这种 ＨＢｓＡｇ确认试验进行

过临床试验，认为该产品适用于检测 ＨＢｓＡｇ筛查呈阳性的人

血清或血浆的 ＨＢｓＡｇ。在国外，检测呈阳性的样本应报告“有

反应性”，必须经确认后才能报告“ＨＢｓＡｇ阳性”，且试剂盒有

配套的确认试剂。国产一步法ＥＬＩＳＡ试剂手工检测 ＨＢｓＡｇ，

简便、经济、快速，但影响因素较多［３］，有时会出现假阳性和假

阴性反应。因此，低水平的 ＨＢｓＡｇ筛查值的确认试验非常重

要。灵敏度不高的试剂影响低水平 ＨＢｓＡｇ的检出，据车文英

等［４］的报道，国产的两种ＥＬＩＳＡ只能检出１．０ｎｇ／ｍＬ的 ＨＢ

ｓＡｇ（１ＩＵ／ｍＬ ＨＢｓＡｇ约为０．５ｎｇＨＢｓＡｇ），一种进口的

ＥＬＩＳＡ能检测到０．１２５ｎｇ／ｍＬ的 ＨＢｓＡｇ。ＥＬＩＳＡ试剂盒的

灵敏度受多种因素影响，除了研发、生产技术局限的影响以外，

不同的保存条件及保存时间均会影响试剂盒灵敏度［５］。王岚

等［６］用不同方法检测乙型肝炎血清标志物，以 ＡｂｂｏｔｔＡｘｓｙｍ

测定结果作为标准，国产ＥＬＩＳＡ试剂测定 ＨＢｓＡｇ的特异度为

９８．６９％，即有１．３１％假阳性。《全国临床检验操作规程》建议

必要时应采用中和试验进行确认［７］，特别是弱阳性的检测结果

需进一步确认。虽然低水平 ＨＢｓＡｇ者病毒感染阳性的比例

很低，但在临床实践中，低水平的 ＨＢｓＡｇ样本（低于国产试剂

的检测下限）也经常能被发现为ＨＢＶ感染阳性。血清ＨＢｓＡｇ

水平较低可能有多种原因，但主要原因是大多数 ＨＢＶ感染患

者随着年龄增长，ＨＢＶ逐渐清除，ＨＢｓＡｇ逐渐下降，并可能伴

有血清学转换［８］，出现抗ＨＢｓＡｇ抗体等。“弱反应性”检测结

果的确认应使用灵敏度更高的方法，比如 ＥＣＬＩＡ、ＭＥＩＡ。

ＭＥＩＡ灵敏度为０．０９５ＩＵ／ｍＬ
［９］，明显比 ＥＬＩＳＡ法高。ＴＲ

ＦＩＡ的灵敏度约为 ０．０３５６ｎｇ／ｍＬ
［１０］。而 本 研 究 采 用 的

ＥＣＬＩＡ系统检测的空白限和检测下限分别为０．０３ＩＵ／ｍＬ和

０．０５ＩＵ／ｍＬ，１８例样本ＨＢｓＡｇ的ＣＯＩ＜７．０，其确认试验全部

为 ＨＢｓＡｇ阳性，但其用ＥＬＩＳＡ法进行中和试验，ＨＢｓＡｇ浓度

０．０５～１．００ＩＵ／ｍＬ范围内的样本确认阳性率只有５０％，因此

ＨＢｓＡｇ弱阳性反应标本应采用先进的确认的试验降低误差

率。

隐匿性 ＨＢＶ感染者血清 ＨＢｓＡｇ呈低水平甚至阴性，杨

朝国等［１１］用ＥＣＬＩＡ对６１例隐匿性 ＨＢＶ感染患者样本的检

测中发现，血清 ＨＢｓＡｇ未检出有８例，在０．０５～０．１０ｎｇ／ｍＬ

有２７例，０．１０～０．５０ｎｇ／ｍＬ有２１例，０．５０～１０．００ｎｇ／ｍＬ有

５例。值得注意的是，ＨＢＶＤＮＡ作为 ＨＢＶ感染的直接标志，

但目前普遍把低于１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的 ＨＢＶＤＮＡ检测值认为

阴性，而隐匿性 ＨＢＶ感染者血清的 ＨＢＶＤＮＡ可能低于１０３

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，因此不能单靠 ＨＢＶＤＮＡ 检测值来判定低水平

ＨＢｓＡｇ人员是否存在 ＨＢＶ感染。低水平 ＨＢｓＡｇ人员最好

数周或数月后取样本复检。

有研究表明，ＨＢｓＡｇ阳性特别是低水平阳性并不能确诊

为 ＨＢＶ感染。由于 ＨＢｓＡｇ是 ＨＢＶ的外衣壳，可单独存在于

血液中，特别是近期注射过乙肝疫苗的患者，单凭 ＨＢｓＡｇ阳

性并不能说明受检者体内存在 ＨＢＶ。如果单纯提高 ＨＢｓＡｇ

检测灵敏度，那么 ＨＢｓＡｇ阳性检出率也会增高，也就造成假

阳性结果增多，对临床诊断并无意义，反而给受检者增加精神

负担和压力［１２］。王蕾等［９］报道，９７例低水平 ＨＢｓＡｇ患者明

确诊断为乙型肝炎相关疾病的仅有１９例（５４例诊断为其他疾
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病，其余２４例未确诊），此９７例患者 ＨＢＶＤＮＡ阳性率仅为

１７．５％。本次试验７１样本 ＨＢＶＤＮＡ阳性率为１６．９％与相

关文献报道一致，肝功能阳性率为３５．２％，但样本缺乏明确诊

断资料，低水平 ＨＢｓＡｇ的临床价值尚有待进一步探讨。
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生物标志物助力感染性疾病临床诊疗

近日，由中国医师协会急诊医师分会主办，罗氏诊断产品（上海）有限公司协办的“感染诊断新技术临床应用中国行

２０１４”启动会暨专家研讨会在北京召开，由中国医师协会急诊医师分会会长、北京协和医院急诊科主任于学忠教授担任大会

主席。与会国内权威急诊专家重点探讨了感染标志物降钙素原（ＰＣＴ）与白细胞介素６（ＩＬ６）的临床应用价值。

作为血清降钙素（ＣＴ）的前肽物质，ＰＣＴ在感染开始后最初３ｈ即可测得，６～１２ｈ后可达最高峰值，与传统生物标志物

相比，ＰＣＴ半衰期接近２４ｈ，且几乎不受肾功能状态、激素治疗的影响。独特的生物学特点，使ＰＣＴ对机体感染的反映具有

快速准确的特征，并被２００８版《美国重症成人患者新发发热指南》等推荐用于指导临床感染治疗。

动态监测ＰＣＴ水平的变化趋势可以指导抗菌药物的合理应用，减少临床非必需抗菌药物的使用和重症监护室（ＩＣＵ）的

再感染率，减少脓毒症患者的住院时间，且对ＩＣＵ脓毒症患者死亡率与存活率有很好的预测作用。

ＩＬ６具有调节免疫应答、急性期反应及造血功能的作用，在机体抗感染免疫反应中起重要作用，可作为有效的预测指

标，在重症医学、急诊医学、早发型新生儿脓毒症、创伤危险分层和预后、术后风险等领域应用尤为突出。

作为脓毒症预后的生物标志物，若入院时ＩＬ６＞１０００ｎｇ／ｍＬ，预示患者死亡高风险。此外，脓毒症是新生儿发病和死

亡的主要原因之一，每１０００名新生儿中就可能有１～１０例发病。创伤患者和术后患者亦有发生脓毒症的风险，应用生物标

志物检测有助于其诊断和预后。

在实际操作中，ＰＣＴ联合ＩＬ６检测可以避免单一指标对感染类别判断的误差，及时帮助临床医师尽快确定患者的治

疗方案，进而提高患者治疗成功率，具有重要的临床应用价值。“感染诊断新技术临床应用中国行２０１４”将覆盖全国１０个省

市，旨在通过与全国各地区急诊医师的学术研讨和互动交流，推进感染诊断技术在急诊感染领域的应用和发展，造福更多

患者。
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