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３种酶联免疫吸附试验试剂检测丙型肝炎抗体结果分析

武丽娟

（安阳市中心血站，河南安阳４５５０００）

　　摘　要：目的　通过对国产３种丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）抗体检测试剂盒间接法和夹心法检测的结果比较，分析评价双抗原夹

心法试剂的性能。方法　设计不同的试验方法，用３种试剂对收集的阳性和阴性标本进行丙型肝炎病毒抗体检测，对单试剂和双

试剂呈阳性反应的标本同时进行第三组重组免疫印迹试验（ＲＩＢＡ）和核酸检测；另外，用已知浓度的质控物倍比稀释后，用３种试

剂平行检测。对得到的所有检测结果进行比对，综合分析。结果　与确证试剂相比，２种间接法试剂和１种夹心法试剂的假阳率

分别为４２．２％、５７．８％和１．６％，阳性检出率均为１００％，但夹心法的分析灵敏度比间接法高１～４倍。结论　夹心法ＥＬＩＳＡ检测

试剂在灵敏度、特异性方面优于间接法ＥＬＩＳＡ检测试剂。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）为单股正链ＲＮＡ病毒，属于黄病毒

科。自１９８９年美国专家从受感染的黑猩猩血液中首次分离出

ＨＣＶ
［１］，到现在全球已报道有１．７亿 ＨＣＶ 感染者，每年有

３００～４００万新发感染病例
［２］。丙型肝炎病毒所致的丙型肝炎

（丙肝）是一种危害严重的传染病，急性 ＨＣＶ感染者约７５％～

８５％将发展为慢性感染，２０～２５年以后２０％的患者可能进展

为肝纤维化、终末期肝病和肝癌［３５］。为了解检测 ＨＣＶ抗体

的酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂的性能特点，本次研究采用

２个不同试剂厂家生产的间接法 ＨＣＶ抗体诊断试剂和另一个

试剂厂家生产的双抗原夹心法 ＨＣＶ抗体诊断试剂对同样的

标本进行检测，同时与第三组重组免疫印迹试验（ＲＩＢＡ）检测

结果和核酸检测结果比对，从统计学角度对３种试剂的检测效

果进行综合比较。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本　对安阳市中心血站２０１３年４～６月接收的１５８１９

分标本采用２种间接法ＨＣＶ抗体诊断试剂进行抗ＨＣＶ检测

后，从阴性标本随机抽取１６００份收集其血清，同时收集８０份

阳性的标本血清，备用。

１．２　试剂　ＥＬＩＳＡ试剂：３个厂家生产的抗ＨＣＶＥＬＩＳＡ试

剂分别用 Ａ、Ｂ、Ｃ表示，Ａ 试剂反应原理为间接法，批号：

２０１２０９００４、２０１２１２００５；Ｂ 试 剂 反 应 原 理 为 间 接 法，批 号：

２０１２０５０７０８、２０１２０７１００８、２０１２０８１２０８、２０１２１０１４０８；Ｃ试剂反

应原理夹心法，批号 ＣＳ２０１３０１０１。确证试剂：聚合酶链反应

（ＰＣＲ）试 剂 采 用 深 圳 达 安 丙 肝 病 毒 核 酸 试 剂 盒，批 号：

２０１２００５、２０１２００６、２０１３００３；免疫印迹法检测试剂采用美国强

生ＲＩＢＡ试剂，批号：ＥＸＥｌ９５，ＥＸＥ２０３。

１．３　设备　全自动加样仪（ＳＴＡＲ８ＣＨ，瑞士哈美顿公司）；全

自动酶联免疫后处理系统（ＦＡＭＥ２４／２０，瑞士哈美顿公司）；全

自动酶免一体机（深圳爱康公司）；美国ＸＰ３０００扩增仪。

１．４　方法

１．４．１　献血者标本分别用试剂Ａ和试剂Ｂ进行常规抗ＨＣＶ

抗体的ＥＬＩＳＡ初复检检测，严格按照试剂盒说明书操作，灰区

设置范围ｃｕｔｏｆｆ×０．７≤标本ＯＤ值＜ｃｕｔｏｆｆ。任一试剂检测

标本的ＯＤ值处于灰区范围，判为待复查，用试剂Ａ、Ｂ同时进

行双孔复查，双试剂４孔ＯＤ值均＜ｃｕｔｏｆｆ判为阴性，双试剂

所有孔ＯＤ值≥ｃｕｔｏｆｆ判为阳性，其他情况判为弱阳。

１．４．２　将收集的弱阳和阳性的标本８０份和阴性标本１６００

份，共１６８０份，分装后用试剂Ｃ采用夹心法进行平行检测，严

格按照试剂盒说明书操作，灰区设置范围同间接法试验设置。

所有标本中任意一份标本ＯＤ值处于灰区范围，用该试剂双孔

复查。得到的结果与试剂Ａ、Ｂ的检测结果进行比对。

１．４．３　由试剂Ａ、Ｂ检测结果判为弱阳和阳性的８０份标本进

行ＰＣＲ和ＲＩＢＡ检测，以确定该标本中是否含有 ＨＣＶ病毒。

同时用３种ＥＬＩＳＡ试剂检测结果和确证结果进行比对。
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１．４．４　把浓度为１Ｎｃｕ／ｍＬ的质控血清倍比稀释到５１２倍，得

到９份自制标本，连同质控血清原管共１０份。分别用３种试剂

Ａ、Ｂ、Ｃ对这一组标本平行检测，把得到的检测结果进行比对。

１．４．５　把ＲＩＢＡ试验结果为阳性的标本用３种ＥＬＩＳＡ试剂

检测，得到的Ｓ／ＣＯ值进行比较。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件，数据采用χ
２ 检验，犘

＜０．０５或＜０．０１为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　间接法ＥＬＩＳＡ检测和夹心法ＥＬＩＳＡ检测情况对比　间

接法ＥＬＩＳＡ试剂Ａ、试剂Ｂ和夹心法ＥＬＩＳＡ试剂Ｃ对１６８０

份标本检测情况比较来看，２种间接法试剂检测为阴性的

１６００份标本进行夹心法检测，结果均为阴性，特异性１００％。

但是计算每种试剂的检测阳性率，夹心法 ＥＬＩＳＡ 试剂 Ｃ

（０．８％）明显低于间接法ＥＬＩＳＡ试剂Ａ和试剂Ｂ（２．３％和３．

２％），见表１。

表１　　夹心法试剂Ｃ与间接法试剂Ａ、Ｂ的结果比较（狀）

试剂Ａ和试剂Ｂ 标本数量
试剂Ｃ检测结果

阳性 阴性

单试剂Ａ阳性样本 ２７ ０ ２７

单试剂Ｂ阳性样本 ４１ １ ４０

双试剂阳性样本 １２ １２ ０

双试剂阴性样本 １６００ ０ １６００

合计 １６８０ １３ １６６７

２．２　８０份ＥＬＩＳＡ间接法阳性标本的ＥＬＩＳＡ夹心法及核酸检

测情况　８０份ＥＬＩＳＡ间接法试剂检测为阳性或弱阳的标本

进行ＥＬＩＳＡ夹心法试剂检测、ＲＩＢＡ试剂检测和 ＨＣＶＲＮＡ

检测。８０份标本用ＲＩＢＡ检测，阴性６４份，阳性１２份，可疑４

份，经核酸检测１２份阳性也为阳性，４份可疑结果为阴性。

ＲＩＢＡ检测结果阳性的１２份标本，３种酶免试剂均能检出，但

是ＥＬＩＳＡ间接法试剂 Ａ 和 Ｂ的假阳性率（分别４２．２％和

５７．８％）明显高于ＥＬＩＳＡ夹心法试剂Ｃ（１．６％）；并且，３种试

剂检测结果分别和确证结果比较，其夹心法试剂符合率明显高

于另外两种间接法试剂，见表２。

表２　　８０份间接法抗ＨＣＶ阳性和弱阳性标本

　　　几种试剂检测结果比较

ＲＩＢＡ

结果

标本

数量

阳性检出数量（率）

试剂Ａ

（间接法）

试剂Ｂ

（间接法）

试剂Ｃ

（夹心法）
ＨＣＶＲＮＡ

阴性 ６４ ２７（４２．２％）３７（５７．８％） １（１．６％） ０

阳性 １２ １２（１００％） １２（１００％） １２（１００％） １２

可疑 ４ １（２５％） ３（７５％） ０（０％） ０

与确证结果符合率 ６５．０％ ４８．８％ ９８．８％ １００％

　　试剂Ｃ与试剂Ａ和试剂Ｂ比较：χ
２＝２１．２５８，犘＜０．０１。

２．３　３个厂家Ａ、Ｂ、Ｃ试剂检测出阳性标本的准确度比较　

试剂Ａ用间接法检出的３９份阳性标本中，有１２份确证为真

阳性，占阳性标本检出量的３０．８％；试剂Ｂ同样采用间接法检

出的５２份阳性标本中，也只有１２份确证为真阳性，占阳性标

本检出量的２３．１％；而试剂Ｃ用夹心法检出的１３份阳性标本

中，有１２份确证为真阳性，占阳性标本检出量的９２．３％。数

据表明试剂Ｃ用夹心法对阳性标本检测的准确度远高于另外

两种间接法试剂，见表３。

２．４　间接法和夹心法灵敏度的比较情况　利用质控血清比较

３种试剂，试剂Ａ间接法检测只有原管能检测出，Ｓ／ＣＯ值为

１．４８；试剂Ｂ间接法检测到４倍稀释，Ｓ／ＣＯ值为１．４４，８倍稀

释管结果处于灰区范围；试剂Ｃ夹心法检测到１２８倍稀释，Ｓ／

ＣＯ值为１．１０，见表４。把ＲＩＢＡ实验结果为阳性的１２份标本

用３种试剂检测得到的Ｓ／ＣＯ值进一步进行比较，夹心法试剂

Ｃ检测数据值明显高于间接法试剂 Ａ和Ｂ的检测数据，表现

出更高的灵敏度，见表５。

表３　　３个厂家 Ａ、Ｂ、Ｃ试剂检测出阳性标本的准确度比较

酶免试剂种类
检出阳性

标本数量

确证阳性

标本数量

真阳性

标本比例（％）

试剂Ａ（间接法） ３９ １２ ３０．８

试剂Ｂ（间接法） ５２ １２ ２３．１

试剂Ｃ（夹心法） １３ １２ ９２．３

　　试剂Ｃ与试剂Ａ和试剂Ｂ比较：χ
２＝８．２５２，犘＜０．０５。

表４　　３个厂家Ａ、Ｂ、Ｃ试剂质控血清检测的灵敏度比较（％）

试剂
定值质控品倍比稀释后结果（Ｓ／ＣＯ）

原管 ２倍 ４倍 ８倍 １６倍 ３２倍 ６４倍 １２８倍 ２５６倍 ５１２倍

Ａ（间接法） １．４８ ０．４９ ０．０７ ０．０２ ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１ ０．０１

Ｂ（间接法） ４．６５ ２．９８ １．４４ ０．９５ ０．５７ ０．１２ ０．０５ ０．０４ ０．０２ ０．０２

Ｃ（夹心法） ２９．４０ ２９．５０ ２５．００ １６．９０ １０．１０ ５．２２ ２．８９ １．１０ ０．５７ ０．１３

　　试剂Ｃ与试剂Ａ和试剂Ｂ比较：χ
２＝１６．５８４，犘＜０．０１。

表５　　３个厂家Ａ、Ｂ、Ｃ试剂阳性标本检测灵敏度比较（％）

标本号 试剂Ａ（间接法） 试剂Ｂ（间接法） 试剂Ｃ（夹心法）

Ｐ１ ４．８ ６．１ １２．３

Ｐ２ ３．９ ４．６ １４．１

Ｐ３ ５．５ ５．０ １２．４

Ｐ４ １１．２ １２．６ １５．４

Ｐ５ ３．１ ５．６ １０．６

Ｐ６ ４．６ ５．０ １２．８

Ｐ７ ２．３ ４．８ ９．７

Ｐ８ ４．２ ６．４ １４．９

Ｐ９ ４．０ ５．９ １１．３

Ｐ１０ ３．８ ７．２ １３．５

Ｐ１１ ４．５ ３．８ １０．１

Ｐ１２ ８．９ ６．６ ８．９

　　试剂Ｃ与试剂Ａ和试剂Ｂ比较：χ
２＝２１．９２４，犘＜０．０１。

３　讨　　论

国内一般人群 ＨＣＶ抗体流行率为３．２％
［６］，约有４０００

万例 ＨＣＶ感染者。ＨＣＶ已经成为全世界范围内的公共卫生

问题之一，ＨＣＶ的一个重要的传播途径是经输血或血液制品

传播［７］。由于还没有 ＨＣＶ疫苗，目前对相关人员进行筛查及

早期诊断成为控制丙型肝炎发生和传播重要手段，而在发展比

较成熟的抗体检测、抗原检测和核酸检测等方法中，基于丙肝

抗体在血液中能长期稳定存在的特性，采用ＥＬＩＳＡ法对丙肝

抗体进行检测成为目前主要筛查手段。因此，现在应用的

ＥＬＩＳＡ检测试剂的质量是否可靠显得至关重要。

夹心法试剂Ｃ是一种检测丙型肝炎抗体的ＥＬＩＳＡ试剂，

可作为抗 ＨＣＶ的筛查试剂对相关人员进行筛查及患者的早

期诊断。本次研究设计了多项试验，通过对有关标本的平行检

测，旨在与间接法ＥＬＩＳＡ试剂的检测结果进行比较和分析，对

夹心法试剂Ｃ进行综合评价。在间接法ＥＬＩＳＡ试验中，由于
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间接法ＥＬＩＳＡ用酶标记抗人ＩｇＧ作为第二抗体来检测血清中

是否存在 ＨＣＶＩｇＧ抗体，而ＩｇＧ抗体出现在体内出现时间晚

于ＩｇＭ抗体，献血者在感染早期采集的血液容易被漏检。同

时，为了避免血清中其他非特异性抗体和类风湿因子的干扰，

试验的第一步需要通过降低检测样本量和稀释样本的方法来

降低反应的板底值，而这种方法也会导致一定程度上降低试剂

的检测灵敏度。另一方面，在间接法ＥＬＩＳＡ试验过程中，容易

受到非特异性抗体的影响，比如非特异性ＩｇＧ抗体的吸附、类

风湿因子的结果干扰，导致易产生假阳性反应。所以间接法

ＥＬＩＳＡ试剂在检测灵敏度不高的情况下，仍然存在特异性差

的问题。

近年来，国内外丙肝抗体诊断试剂也正在从间接法向夹心

法过渡。由于丙肝重组抗原的活性依赖于空间构象，因此，抗

原结构的稳定性以及酶标记过程对构象的影响成为了夹心法

试剂研究的重点和难点［８］。当前，影响抗ＨＣＶ试剂盒质量的

主要因素是其包被的丙型肝炎病毒抗原［９］。现在国内血站一

般采用２个不同厂家的间接法 ＥＬＩＳＡ 试剂对献血者进行

ＨＣＶ抗体的初筛，目的就是降低不同厂家由于包被的抗原片

段不同而造成的漏检。间接法ＥＬＩＳＡ检测试剂，虽然增加了

ＮＳ５区作为包被抗原，一定程度上提高了试剂盒的灵敏度。但

是，从本次的实验数据来看，２个厂家的间接法ＥＬＩＳＡ检测试

剂的使用会导致假阳性率的增加，增加血液筛查工作的负担和

成本。有报道称，在血液筛查中采用夹心法试剂可以有效地提

高抗ＨＣＶ阳性标本的检出率，并降低假阳率，为血液筛查工

作提供更高的准确度［１０］，这与本次研究结果一致。

《血站技术操作规程（２０１２版）》及《全血及成分血质量要

求（ＧＢｌ８４６９２０１２）》中规定关于 ＨＣＶ感染标志物及其检测方

法可有２种选择：一种是采用２个不同生产厂家的ＥＬＩＳＡ试

剂检测 ＨＣＶ抗体：另一种是采用一种ＥＬＩＳＡ试剂检测 ＨＣＶ

抗体，采用一种试剂检测 ＨＣＶ核酸。核酸检测（ＮＡＴ）在许多

发达国家和地区已普遍应用于献血者血液筛查［１１］，国内也有

多家采供血机构进行了血液ＮＡＴ的评估性研究
［１２］，国内采供

血机构在选用 ＨＣＶ感染标志物检测试剂和方法时，应对夹心

法ＥＬＩＳＡ试剂、间接法ＥＬＩＳＡ试剂和 ＨＣＶ核酸试剂进行合

理选择配伍，从而有效地提高 ＨＣＶ感染标志物阳性标本的检

出率，并降低假阳率，减少假阳性血液的报废，同时增强血液筛

查工作的准确率，避免了献血者的非正常淘汰，促进无偿献血

工作的可持续发展。
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临床实际操作中，为避免假阳性、漏检给患者造成的不良后果，

也为了能高效准确地检测，建议４种方法的检测顺序为：

ＥＬＩＳＡ试验进行初筛，阳性标本用 ＴＰＡＤ比对，根据需要再

进一步做ＴＰＰＡ与ＲＰＲ进行确诊和病程监测。
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