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全自动酶免后处理在酶联免疫吸附试验中的应用评价

蔡望喜，刘世国

（湖北省中医药大学／湖北省中医院免疫室，湖北武汉４３００６１）

　　摘　要：目的　比较全自动酶免后处理分析系统与手工操作法的差异。方法　２０１３年于湖北省中医院随机收集的人类免疫

缺陷病毒抗体（抗ＨＩＶ）阴性血清标本及梅毒螺旋体抗体（抗ＴＰ）阴性血清标本各２４０份。１套珠海丽珠公司抗ＨＩＶ血清盘和１

套北京康彻斯坦公司抗ＨＩＶ国家标准物质，以及１套珠海丽珠公司抗ＴＰ血清盘和１套北京康彻斯坦公司抗ＴＰ国家标准物质

分别使用ＢＥＰ３酶免后处理与手工操作平行试验，测定其吸光度值，计算两种方法的变异系数、符合率、特异度，并使用ＳＰＳＳ１９．０

软件对两种方法相关数据进行比较。结果　０．５ＮＣＵ／ｍＬ抗ＨＩＶ标准物质用手工操作和ＢＥＰ３酶免后处理试验犆犞分别为

１２．５％、７．４％，６ｍＩＵ／ｍＬ抗ＴＰ标准物质用手工操作和ＢＥＰ３酶免后处理试验犆犞分别为１３．８％、６．５％，ＥＰ３酶免后处理的

犆犞明显低于手工操作法犆犞，比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；两种方法对抗ＨＩＶ、抗ＴＰ血清盘阳性、阴性参考品检测符合率

１００．０％，两种方法对抗ＨＩＶ、抗ＴＰ系列稀释参考品的最低检出率分别为６６．７％、７７．５％。两种方法对２４０份阴性标本的特异

度均为１００．０％。结论　ＢＥＰ３酶免后处理与手工操作相比，重复性更好，符合率、特异度一致，可以替代手工操作用于临床常规

标本检测。
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　　上世纪８０年代，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）在临床血液

检测中得到广泛应用，进入９０年代后，自动化仪器逐渐取代手

工操作。湖北省中医院为适应科室发展需要，提高工作效率，

于２０１３年１０月新购进了德国西门子公司ＢＥＰ３酶免后处理

分析系统。为保证检测结果准确度，本研究主要从重复性、符

合率、检出限、特异度等方面，探讨全自动酶免后处理与手工操

作的可比性。现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　本院２０１３年１０月１４日至１０月１８日人类

免疫缺陷病毒抗体（抗ＨＩＶ）阴性标本及梅毒螺旋体抗体（抗

ＴＰ）阴性标本各２４０份。

１．２　仪器与试剂　抗ＨＩＶ国家标准物质，浓度０．５ＮＣＵ／

ｍＬ（批号：２０１２１０００３），抗ＴＰ国家标准物质，浓度６ｍＩＵ／ｍＬ

（批号：２０１２１１００３），以上国家标准物质均购自北京康彻斯坦公

司。抗ＨＩＶ血清盘（批号：２０１２１００１），抗ＴＰ血清盘（批号：

２０１２１００１），均由珠海丽珠试剂股份有限公司提供。抗ＨＩＶ血

清盘组成：２０份阳性参考品，２０份阴性参考品，６份系列稀释

参考品，１份精密性参考品。抗ＴＰ血清盘组成：１０份阳性参

考品，１０份阴性参考品，４份系列稀释参考品，１份精密性参考

品。抗ＨＩＶ抗体诊断试剂盒（批号：２０１３０５１０２８），抗ＴＰ抗体
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诊断试剂盒（批号：２０１３０７１１３８），均购自珠海丽珠试剂股份有

限公司。ＭＫ３酶标仪购自芬兰雷勃有限公司，ＰＷ８１２洗板机

购自深圳汇松科技有限公司，ＢＥＰ３全自动酶免分析仪购自德

国西门子医疗设备有限公司 。

１．３　方法

１．３．１　重复性检测　混合３支０．５ＮＣＵ／ｍＬ抗ＨＩＶ标准物

质，３支６ｍＩＵ／ｍＬ抗ＴＰ标准物质，混匀后在一块板上手工

加１５孔，后续试验由ＢＥＰ３酶免后处理和手工操作平行进

行，测得ＢＥＰ３酶免后处理和手工操作吸光度值，分别计算变

异系数（犆犞）。

１．３．２　符合率检测　采用抗ＨＩＶ、抗ＴＰ血清盘检测。分别

在４块板上手工加样后，手工操作和ＢＥＰ３酶免后处理平行

进行，计算两种操作方法的阳性符合率、阴性符合率、系列稀释

样品结果符合率。阳性符合率＝（２种方法同为阳性结果例

数／检测总例数）×１００％；阴性符合率＝（２种方法同为阴性例

数／检测总例数）×１００％。

１．３．３　特异度检测　手工加样后，ＢＥＰ３酶免后处理和手工

操作平行检测２４０份阴性标本，测定标本吸光度值，计算两种

方法的特异度并进行比较。特异度＝阴性符合率＝（２种方法

同为阴性结果数量／检测总例数）×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学处理，计

数资料以狀或率表示，组间比较采用χ
２ 比较。犘＜０．０５为比

较差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法重复性比较　０．５ＮＣＵ／ｍＬ抗ＨＩＶ标准物质

用手工操作和 ＢＥＰ３酶免后处理试验犆犞 分别为１２．５％、

７．４％。６ｍＩＵ／ｍＬ抗ＴＰ标准物质用手工操作和ＢＥＰ３酶免

后处理试验犆犞分别为１３．８％、６．５％。ＢＥＰ３酶免后处理犆犞

明显低于手工操作犆犞，比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

见表１。

表１　　手工操作与ＢＥＰ３酶免后处理试验重复性比较

项目 狀 检测方法 狓±狊 犆犞（％）

抗ＨＩＶ（ＮＣＵ／ｍＬ） ３ 手工 ２．５６±０．３２ １２．５

３ ＢＥＰ３ ２．３０±０．１７ ７．４

抗ＴＰ（ｍＩＵ／ｍＬ） ６ 手工 ２．５０±０．３４５ １３．８

６ ＢＥＰ３ ２．１５±０．１３９ ６．５

　　：犘＜０．０５，与同一项目手工操作结果比较。

２．２　符合率与检出限比较　手工操作和ＢＥＰ３酶免后处理

试验对于抗ＨＩＶ血清盘阳性、阴性、系列稀释参考品的检出率

均一致，两种方法对抗ＨＩＶ血清盘阳性、阴性参考品的检测符

合率均为１００．０％，最低检出限一致。手工操作和ＢＥＰ３酶免

后处理试验对于抗ＴＰ血清盘阳性、阴性、系列稀释参考品的

检出率均一致，两种方法对抗ＴＰ血清盘阴性、阳性参考品的

检测符合率均为１００．０％，最低检出限一致。见表２。

表２　　血清盘符合率及检出限比较［％（狀／狀）］

项目 狀 检测方法 阳性参考品 阴性参考品
系列稀释

参考品

抗ＨＩＶ ２０ 手工 １００．０（２０／２０） １００．０（２０／２０） ６６．７（４／６）

２０ ＢＥＰ３ １００．０（２０／２０） １００．０（２０／２０） ６６．７（４／６）

抗ＴＰ １０ 手工 １００．０（１０／１０） １００．０（１０／１０） ７７．５（３／４）

１０ ＢＥＰ３ １００．０（１０／１０） １００．０（１０／１０） ７７．５（３／４）

２．３　特异度比较　手工操作与ＢＥＰ３酶免后处理同时检测

２４０份抗ＨＩＶ阴性标本，检出阴性例数均为２４０例，符合率为

１００．０％。手工操作和ＢＥＰ３酶免后处理检测２４０份抗ＴＰ阴

性标本，检出阴性例数均为２４０例，符合率为１００．０％。手工

操作和ＢＥＰ３酶免后处理特异度一致。

３　讨　　论

　　ＥＬＩＳＡ于１９７１年由瑞典学者Ｅｎｇｒａｌｌ和Ｐｅｒｌｍａｎｎ、荷兰

学者ＶａｎＷｅｅｍａｎ和Ｓｃｈｕｕｒｓ分别报道的一种酶标固相免疫

测定技术，由于其敏感度和特异度较高，被广泛应用于各种生

物活性物质及标志物的临床检测［１］。随着检验医学的发展，越

来越多的检验项目实现自动化检测［２］。全自动酶免分析系统

是基于电脑控制，自动完成ＥＬＩＳＡ试验，包括稀释、标本分配、

试剂分配、孵育、洗板、酶标判读。标本处理自动化最初由瑞士

哈美顿公司于１９８５年基于机械臂运动和具有管路系统的稀释

分配器开发 ＭＩＣＲＯＬＡＢ２２００。其后发展到现在的第五代斯达

尔全自动随机式标本工作站。全自动酶免分析系统的发展可

以追溯到上世纪９０年代初期，第一代全自动酶免分析系统基

本特征是单／双针加样系统与酶标板处理系统一体化，加标本

占用时间长，节省劳动力但并不提高效率。第二代全自动酶免

分析系统基本特征为多任务和单一轨道，不能同时处理２个过

程，如洗板的同时不能加试剂，不能严格执行试验过程，不含标

本加样装置。第三代全自动酶免分析系统基本特征为多任务

多通道，洗板同时可以加试剂，平行试验过程处理。全自动酶

免分析仪和自动化加样系统由于其加样准确度、结果可重复性

高、节省劳动力、人工操作导致的试验误差少等方面的优势，在

１９９６年被引入中国，起初主要用于省级或者地市级血液中心

标本的血液筛查，２００３年后，逐渐在临床试验室使用
［３］。

本研究采用ＢＥＰ３酶免后处理检测抗ＨＩＶ和抗ＴＰ犆犞

分别为７．４％和６．５％，手工检测分别为１２．５％和１３．８％，

２０１０年版《中华人民共和国药典第三部生物制品制造及检定

规程》中对孔间差要求犆犞小于１５％
［４］，手工操作和ＢＥＰ３酶

免后处理２种检测系统犆犞均符合国家标准，但ＢＥＰ３酶免后

处理犆犞比手工操作法更低，显示ＢＥＰ３酶免后处理具有良好

的精密性。这可能与ＢＥＰ３酶免后处理孵育模块温度恒定，

洗板单元洗板效果好，加试剂的精确度高等有关［４］。

本研究中采用抗ＨＩＶ、抗ＴＰ血清盘，阳性参考品、阴性

参考品用于符合率验证，系列稀释参考品用于最低检出限验

证。ＢＥＰ３酶免后处理对于抗ＨＩＶ血清盘、抗ＴＰ血清盘检

测能力与手工结果完全一致。丽珠试剂公司提供的血清盘是

根据国家参考品标定的企业参考品，符合２０１０年版《中华人民

共和国药典第三部生物制品制造及检定规程》［４］，具有法律效

力。医学试验室认可指南（ＩＳＯ１５１８９）中要求对试剂盒符合

率、检出限等进行验证，从本研究结果来看，符合率、检出限符

合国家相关法规［５］。

２４０份阴性标本，抗ＨＩＶ手工操作法结果与ＢＥＰ３酶免

后处理全自动酶免后处理试验结果完全一致。抗ＴＰ手工操

作法有５例标本值与临界值比值（Ｓ／ＣＯ）在０．５以上高值阴性

标本，在ＢＥＰ３酶免分析结果为Ｓ／ＣＯ值小于０．５的低值阴性

结果。抗ＴＰ试剂受到干扰因素较多，老年人、自身免疫性疾

病、孕妇等均可能会出现弱阳性、阳性、灰区结果，螺旋体颗粒

凝集试验（ＴＰＰＡ）复查是阴性
［６７］。全自动酶联免疫系统法洗

板单元采用２排８针洗板，对板类型有不同定义，选择不同的

板类型，洗板效果也不一样，本研究选择厂家建议的板类型５，

阴性标本本底更好。　　　　　　　　　　（下转第２３４页）

·１３２·国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２



炎症程度亦明显重于ｐＡＮＣＡ阴性者，炎症程度与血管炎的存

在有相关性，同时ｐＡＮＣＡ在ＵＣ活动期与缓解期阳性率比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５），结果提示ｐＡＮＣＡ的阳性率与

病变活动性、受累范围、病程等无关，单一的ｐＡＮＣＡ阳性无法

判断ＵＣ是否活动，即ｐＡＮＣＡ检测对于 ＵＣ病情活动性的监

测及预测病情复发的价值不大，但ｐＡＮＣＡ阳性对 ＵＣ疾病诊

断具有较高的特异度，是辅助诊断疾病的良好血清学指标，但

它又不是特异的指标。ＡＮＣＡ阳性可发生在原发性小血管

炎、继发性血管炎、风湿病、系统性红斑狼疮及自身免疫性肝病

等［１６］，所以不能单凭ｐＡＮＣＡ阳性而诊断 ＵＣ，但是患 ＵＣ时

ｐＡＮＣＡ可以表现为阳性，作者将ｐＡＮＣＡ、ＦＣＰ两者联合检测

其阴性预测值明显高于单一检测阴性预测值，说明二者同时阴

性可以排除ＵＣ诊断。

综上所述，对ＵＣ的诊断目前仍需要内镜下活组织检查进

行确诊，虽然血液ｐＡＮＣＡ是目前公认诊断 ＵＣ最好的免疫学

指标，但因其敏感度不高，不能作为筛选ＵＣ的指标，只能作为

辅助诊断，并且对于ＵＣ活动性评估意义不大。ＦＣＰ作为无创

的生物标志物，虽能较好地评估 ＵＣ患者疾病的活动性，但它

不能诊断ＵＣ。作者将ｐＡＮＣＡ与ＦＣＰ结合起来进行检测，可

以对危险人群进行筛查，即ｐＡＮＣＡ与ＦＣＰ同时阴性者可排

除ＵＣ，对于临床确诊的ＵＣ患者，二项指标联合检测可以取代

定期肠镜监测，减轻了患者的痛苦，同时也达到了监测病情，指

导临床用药，预防ＵＣ复发的目的。
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本院采购ＢＥＰ３酶免分析仪，从重复性、符合率、检出限、

吸光度值、特异度等方面对全自动酶联免疫系统法进行全面验

证，与手工操作法结果一致，能够用于临床试验室常规标本

检测［８］。

随着检验医学的发展，检验科自动化设备越来越多，为保

证自动化设备结果与手工结果完全一致，特别是定性试验结果

的准确度，需要临床试验室与设备、试剂厂家良好的沟通配合。

ＢＥＰ３是一种多任务单轨道酶免分析仪，珠海丽珠试剂股份有

限公司作为设备和试剂供应商，对设备的校准、试验过程的优

化、设备与试剂的匹配等方面做了大量工作，在保证试验结果

的准确度的同时，工作效率大大提高。
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