
作者简介：张立营，男，主管技师，主要从事临床检验工作。

·检验技术与方法·

时间分辨荧光免疫技术在检测ＨＢＶ血清学标志物中的应用

张立营，陈　朴，彭宇生，王　鹏

（宜宾市第一人民医院检验科，四川宜宾６４４０００）

　　摘　要：目的　比较时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ）和ＥＬＩＳＡ法在检测 ＨＢＶ血清学标志物的价值。方法　分别采用

ＴＲＦＩＡ和ＥＬＩＳＡ法检测３５９例低浓度乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）标本的 ＨＢＶ血清学标志物，比较两种方法的检测结果的差异。结

果　ＴＲＦＩＡ法检测 ＨＢＶ血清学标志物的各项结果阳性率均高于ＥＬＩＳＡ法，ＨＢｓＡｇ、乙肝ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）和乙肝核心抗体（ＨＢ

ｃＡｂ）阳性率结果差异有统计学意义（犘＜０．０５），而乙肝表面抗体（ＨＢｓＡｂ）、乙肝ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）阳性率差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　与ＥＬＩＳＡ法相比，ＴＲＦＩＡ在检测含有低浓度 ＨＢｓＡｇ标本时具有更高的灵敏度，具有良好的临床应用价值。
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　　乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）是临床诊断和治疗乙型肝炎的重

要依据。当患者感染 ＨＢＶ后，由于病毒在体内感染阶段和机

体对病毒免疫反应的不同，患者体内 ＨＢｓＡｇ浓度也有所差

异，有一部分患者血清 ＨＢｓＡｇ浓度很低
［１］，这容易引起 ＨＢＶ

的隐性感染，ＨＢＶ隐性感染是输血、母婴传播 ＨＢＶ的潜在危

险，应当引起人们的重视。因此寻求一种有效的检测方法，能

准确检测低浓度 ＨＢｓＡｇ对临床诊断和治疗具有重要意

义［２３］。ＥＬＩＳＡ法是传统检测 ＨＢＶ血清学标志物的定性方

法，但是由于其方法学上的限制，使其灵敏性、特异性受到不同

程度的影响，ＥＬＩＳＡ不能定量检测 ＨＢＶ血清学标志物 这必

将给临床诊断和治疗带来困难。随着医学的发展，检验技术的

进步，时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ）逐渐应用于临床

上定量检测 ＨＢＶ血清标志物。本研究旨在通过ＴＲＦＩＡ法和

ＥＬＩＳＡ法分别检测含有低浓度 ＨＢｓＡｇ标本的 ＨＢＶ血清学标

志物，比较其结果差异，来评价ＴＲＦＩＡ法检测 ＨＢＶ血清标志

物的临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年５月至２０１４年３月通过ＴＲＦＩＡ

法进行 ＨＢＶ血清学标志物定量检测的１２０３４例血清中低浓

度 ＨＢｓＡｇ（０．２～５．０ｎｇ／ｍＬ）标本３５９例，其中男１９２例，女

１６７例，患者平均３８．５岁，所有结果均经过复检，多次检测者

只取首次资料，待测标本保存于－２０℃冰箱。卫生部临检中

心 ＨＢｓＡｇ低值质控血清浓度分别为０．５０、１．００、３．００、５．００

ｎｇ／ｍＬ，故将５．００ｎｇ／ｍＬ确定为低浓度 ＨＢｓＡｇ的上限；上海

新波试剂检测ＨＢｓＡｇ的阳性结果判断阈值为０．２０ｎｇ／ｍＬ，故

以０．２０ｎｇ／ｍＬ作为低浓度 ＨＢｓＡｇ的下限。

１．２　仪器与试剂　ＴＲＦＩＡ与ＥＬＩＳＡ试剂分别由上海新波生

物科技有限公司和上海科华生物工程公司提供，仪器分别为新

波ＳＹＭ．Ｂ１０型时间分辨测定仪和芬兰产 ＭＫ３型酶标仪。

１．３　方法及判定标准　首先通过ＴＲＦＩＡ从１２０３４例血清中

筛选出低浓度ＨＢｓＡｇ标本３５９例，检测值为（２．１８±０．３６）ｎｇ／

ｍＬ，然后用ＥＬＩＳＡ法检测上述患者 ＨＢＶ血清标志物浓度，严

格按标准操作程序进行。ＴＲＦＩＡ法判定标准：严格按照说明

书进 行，ＨＢｓＡｇ、乙 肝 表 面 抗 体 （ＨＢｓＡｂ）、乙 肝 ｅ 抗 原

（ＨＢｅＡｇ）、乙肝ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）和乙肝核心抗体（ＨＢｃＡｂ）的

参考值分别为０．０～０．２ｎｇ／ｍＬ、０～１０ｍＵ／ｍＬ、０．０～０．５

ＰＥＩＵ／ｍＬ、０．０～０．２ＰＥＩＵ／ｍＬ、０．０～０．９ＰＥＩＵ／ｍＬ。超出以

上范围结果为阳性，反之结果为阴性。ＥＬＩＳＡ法判断标准：实

验操作严格按照说明书进行，同时加入相应的质控物，用酶标

仪读取各孔光密度（ＯＤ）值，ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ和 ＨＢｅＡｇ样品

ＯＤ≥１为阳性，ＯＤ＜１为阴性；ＨＢｅＡｂ与 ＨＢｃＡｂ样品ＯＤ＜１

为阳性，ＯＤ≥１为阴性。
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１．４　统计学处理　采用统计学软件ＳＰＳＳ１２．０对实验数据进

行分析，计数资料组间比较采用χ
２检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＲＦＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法检测结果比较　ＴＲＦＩＡ法检测

３５９例患者 ＨＢＶ 血清学标志物的各项结果阳性率均高于

ＥＬＩＳＡ法，其检测ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ和ＨＢｃＡｂ

的灵敏度高于ＥＬＩＳＡ法，ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ和ＨＢｃＡｂ阳性率差

异有统计学意义（犘＜０．０５），而 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ阳性率差异无

统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＴＲＦＩＡ法与ＥＬＩＳＡ法检测 ＨＢＶ血清学

　　　标志物阳性结果［狀（％）］

方法 ＨＢｓＡｇ ＨＢｓＡｂ ＨＢｅＡｇ ＨＢｅＡｂ ＨＢｃＡｂ

ＥＬＩＳＡ ２８１（７８．２７）　 ５５（１５．３２）１０２（２８．４１）　 ８６（２３．９６）１１８（３２．８７）　

ＴＲＦＩＡ ３５９（１００．００）▲ ６８（１８．９３）１３４（３７．３２）▲ １０５（２９．４５）１５３（４２．６２）▲

χ
２ ８７．５０６ １．６５８ ６．４６３ ２．５７５ ７．２６１

犘 ０．０００ ０．１９８ ０．０１１ ０．１０９ ０．００７

　　▲：犘＜０．０５，与ＥＬＩＳＡ比较。

２．２　３５９例低浓度 ＨＢｓＡｇ患者的 ＨＢＶ血清学标志物少见组

合模式　随着检测灵敏度的提高，ＴＲＦＩＡ 法能准确检测出

ＨＢＶ血清学标志物不同的组合模式，在３５９例乙型肝炎血清

检测标本中，共发现乙型肝炎标志物模式１９种，其中常见模式

９种，占８８．５８％ （３１８／３５９），少见模式１０种，占１１．４２％ （４１／

３５９），见表２。

表２　　ＴＲＦＩＡ法检测出 ＨＢＶ血清标志物少见模式结果

编号
ＨＢＶ标志物组合模式

ＨＢｓＡｇ ＨＢｓＡｂ ＨＢｅＡｇ ＨＢｅＡｂ ＨＢｃＡｂ
狀

阳性率

（％）

１ ＋ － － － － ６ １．６７

２ ＋ － － ＋ － ８ ２．２３

３ ＋ － ＋ － － ５ １．３９

４ ＋ － ＋ ＋ － ３ ０．８４

５ ＋ － ＋ ＋ ＋ １ ０．２８

６ ＋ ＋ － － － ３ ０．８４

７ ＋ ＋ ＋ － － ３ ０．８４

８ ＋ ＋ ＋ － ＋ ７ １．９５

９ ＋ ＋ － － ＋ ４ １．１１

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ １ ０．２８

３　讨　　论

人体是否被 ＨＢＶ感染的最直接证据是人体内是否存在

ＨＢｓＡｇ，通过监测 ＨＢｓＡｇ浓度变化还可进一步观测乙型肝炎

病情的变化。由于ＥＬＩＳＡ法具有操作简便、价格低廉等优点，

一直沿用到现在，但其灵敏度较低、特异性较差、还无法定量分

析，只能对检测结果进行定性分析［４］。ＥＬＩＳＡ法对于低浓度

的 ＨＢＶ感染，检出率更低，容易造成漏诊。

ＴＲＦＩＡ法是一种灵敏度高、特异性强、可定量的荧光免疫

分析技术，它采用镧系元素作为标记物，通过排除非特异性荧

光信号的干扰，延迟检测寿命较长的特异性激发荧光，提高了

其检测灵敏度和特异性，能准确分析 ＨＢＶ血清学标志物的

浓度［５］。

部分乙型肝炎患者血清 ＨＢｓＡｇ浓度低可能有多种原

因［６］：患者处于病毒感染的“窗口期”；非典型病毒感染早期或

亚临床型；ＨＢＶ不同亚型二次感染；急性 ＨＢＶ感染趋向恢复

期；急性 ＨＢＶ感染潜伏期；以及慢性 ＨＢＶ携带者。乙型肝炎

患者随着药物的治疗．机体免疫等因素的改变，可能存在血清

学模式的转换，不同血清学模式具有不同的临床意义。本研究

共发现ＨＢＶ血清学模式１９种，其中常见模式９种，占８８．５８％

（３１８／３５９），少见模式１０种，占１１．４２％（４１／３５９）。通过 ＴＲ

ＦＩＡ法和 ＥＬＩＳＡ法检测结果比较发现，ＴＲＦＩＡ法可以检出

ＥＬＩＳＡ法无法检出和一些漏检的少见组合模式。患者感染

ＨＢＶ后，由于病毒在体内处于不同感染阶段和机体对病毒免

疫反应的差异，使得患者血清中可能出现一些 ＨＢＶ标志物少

见组合模式，这些组合模式不稳定，是暂时处于常见模式转换

中的一种现象，但其具有重要的临床意义［７］。本研究发现

ＨＢｓＡｇ和 ＨＢｓＡｂ同时存在的少见模式占有一部分比例，二者

同时存在可能是因为存在 ＨＢＶ急性感染后的恢复期和不同

亚型 ＨＢＶ感染
［８］。

本研究通过ＴＲＦＩＡ法和ＥＬＩＳＡ法对３５９例低浓度 ＨＢ

ｓＡｇ血清标本进行 ＨＢＶ血清学标志物的检测结果发现，ＴＲ

ＦＩＡ法的各项检测结果阳性率均高于ＥＬＩＳＡ法，且 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｂ阳性率差异有统计学意义（犘＜０．０５），而

ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｂ阳性率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。在３５９

例标本中，ＥＬＩＳＡ法无法检出其中７８例标本的 ＨＢｓＡｇ，它们

的浓度均在０．２７～０．４８ｎｇ／ｍＬ，说明ＴＲＦＩＡ法对于 ＨＢＶ血

清学标志物 ＨＢｓＡｇ的检测限要低于ＥＬＩＳＡ法，本研究还证实

ＴＲＦＩＡ法能检出一些ＥＬＩＳＡ法无法检出的低浓度 ＨＢＶ血清

学标志物，它的检测灵敏度高于ＥＬＩＳＡ法，ＴＲＦＩＡ法能为临

床乙型肝炎疾病的诊断、治疗和预防提供更准确的信息。
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