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ＨＢｓＡｇ酶联免疫吸附试验灰区设置研究


王　瑞，张　婧，陈　瑜，甄　伟，于　磊，冷　婵，葛红卫△

（北京市红十字血液中心检验科　１０００８８）

　　摘　要：目的　评价与验证该实验室乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）试验设置０．９倍临界值（ＣＯ值）的合理性。方法　参照美

国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）发布的ＥＰ１２Ａ２指南，通过试验确定 ＨＢｓＡｇ试验Ｃ５～Ｃ９５区间即灰区。对 ＨＢｓＡｇ灰区标本

进行抗体确认试验。绘制受试者工作特征曲线（ＲＯＣ曲线）确定 ＨＢｓＡｇ试验最佳ＣＯ值。通过实验室既往数据，分析乙型肝炎

病毒ＤＮＡ（ＨＢＶＤＮＡ）单阳性标本酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）结果分布（Ｓ／ＣＯ值）与灰区的关系。结果　（Ｃ５０±２０％）水平检

测结果阴性数和阳性数均大于或等于９５％，（Ｃ５０－２０％）～（Ｃ５０＋２０％）水平范围包含Ｃ５～Ｃ９５区间，灰区范围应在０．７１２～

１．１０３倍ＣＯ值区间内。对４４例 ＨＢｓＡｇ灰区标本（Ｓ／ＣＯ值０．９００～０．９９０）进行中和试验，结果均为无反应性。绘制 ＨＢｓＡｇ的

ＲＯＣ曲线，曲线下面积（ＡＵＣ）为０．９８１，最适ＣＯ值为０．０６３（现用ＣＯ值在０．０５５～０．０６０）。２０１０年１１月２日至２０１３年１２月

３１日检测标本研究８８６２９１例患者，ＨＢｓＡｇ阳性标本包括１３５例灰区标本，其中７例核酸检测法（ＮＡＴ）检测结果均为反应性；共

检出 ＨＢＶＤＮＡ单阳性标本４２１例，其 ＨＢｓＡｇ检测结果（Ｓ／ＣＯ值）分布区间为０．２００～０．４００，与阴性标本分布区间重叠、距０．９

倍ＣＯ值较远。结论　该实验室现阶段 ＨＢｓＡｇ试验设置０．９００的ＣＯ灰区过于严苛，试验结果支持取消灰区设置。报道所提供

的４种灰区评价方法为其他实验室在设置ＥＬＩＳＡ试验灰区方面提供了１种思路。
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　　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）主要经血液和血制品传播，ＨＢＶ检

测方法有酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、化学发光法、核酸检测

法（ＮＡＴ）等。由于ＥＬＩＳＡ试验具有价格低廉、试验时间短、

操作步骤相对简单等优点，是国内血站筛查实验室检测乙型肝

炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的主要方法
［１２］。ＥＬＩＳＡ检测结果常以

阴性和阳性判断，但实际检测工作中经常会遇到某些献血者血

液标本光密度值接近临界值（ＣＯ值）的灰区标本。为防止弱

阳性标本漏检，最大限度确保血液安全，很多实验室设立了“灰

区”，将检测值大于或等于灰区界限值标本判定为阳性，其血液

做报废处理。但大多试剂生产商并未提供灰区界限值，各血站

实验室对灰区的理解及判定规则也未达成共识［３］。随着核酸

检测的逐步推广，ＥＬＩＳＡ设置灰区的效能应重新进行评估。

本研究以ＣＯ值验证、灰区标本确认试验、绘制受试者工作特

征曲线（ＲＯＣ曲线）、ＥＬＩＳＡ结果与 ＮＡＴ结果比对分析，评价

４种方法对 ＨＢｓＡｇ灰区设置的合理性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　来自本中心无偿献血者标本，包括肝素抗凝

标本（ＥＬＩＳＡ检测用）、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝标本（ＮＡＴ
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检测用）。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　试剂　ＨＢｓＡｇ诊断试剂盒，购自生物梅里埃中国有限

公司，批号２０１２０４０２、２０１２０６０５。核酸诊断试剂盒，购自诺华

诊断公司，联检试剂批号５９８６０５，ＨＢＶＤＮＡ鉴别试剂批号

５９８６０５。ＨＢｓＡｇ确认试剂盒，购自生物梅里埃中国有限公司，

批号Ｂ１２ＥＡ。

１．２．２　质控品　每次进行 ＨＢｓＡｇ试验采用外部质控品，质

控品购自北京康彻斯坦生物有限公司，０．２ Ｕ／ｍＬ，批号

２０１１０８００３；每次进行 ＮＡＴ联检试验和 ＨＢＶＤＮＡ鉴别采用

外部质控品，质控品购自北京康彻斯坦生物有限公司，３０Ｕ／

ｍＬ，批号２０１３０１００１９。

１．２．３　仪器　ＨＢｓＡｇ检测采用全自动标本处理系统ＳＴＡＲ

８ＣＨ、全自动酶联免疫分析系统 ＦＡＭＥ２４／３０（哈美尔顿公

司）；ＮＡＴ联检试验和 ＨＢＶＤＮＡ检测采用全自动核酸检测

分析系统Ｔｉｇｒｉｓ（诺华诊断公司）。

１．３　方法

１．３．１　依据ＥＰ１２Ａ２《定性试验评价方法用户协议：提议指

南》［４６］，确定 ＨＢｓＡｇ试验 Ｃ５～Ｃ９５水平（灰区）。（１）确定

ＨＢｓＡｇ试验ＣＯ值分析物水平（Ｃ５０）：由于试剂盒说明书中未

提及Ｃ５０水平，试剂生产厂商未提供Ｃ５０标本，故采用ＥＰ１２

Ａ２文件方案中推荐的层级稀释方法寻找Ｃ５０水平标本。收

集 ＨＢｓＡｇ试验结果Ｓ／ＣＯ值大于１．０００的阳性标本进行梯度

稀释，重复检测各稀释度标本８次，得到阴性、阳性结果概率各

占５０％的稀释度，以此作为试验本方法的Ｃ５０水平，再对该稀

释度标本进行重复检测（狀＝４０），以验证选定Ｃ５０的可靠性。

（２）确定 ＨＢｓＡｇ试验Ｃ５～Ｃ９５（灰区）：为验证 ＨＢｓＡｇ的ＣＯ

值水平血清的稳定性，找出试验方法的灰区，配置（ＣＯ±２０％）

的水平标本，确定Ｃ５和Ｃ９５水平（灰区）。

１．３．２　灰区标本确证试验　收集 ＨＢｓＡｇ灰区标本（Ｓ／ＣＯ为

０．９００～０．９９０）４４例，进行中和试验。以试剂盒诊断标准作为

判定标准，结果表达为反应性、无反应性２种。

１．３．３　绘制ＲＯＣ曲线确定 ＨＢｓＡｇ试验最适检测ＣＯ值　

（１）阳性标本来源：挑选本实验室２０１１年６月至２０１２年２月

常规检测中 ＨＢｓＡｇ检测阳性标本４８６例，其中含 ＨＢｓＡｇ弱

阳性标本５０例（Ｓ／ＣＯ值０．９００～１．５００），进行中和试验。（２）

阴性标本来源：ＨＢｓＡｇ及 ＮＡＴ检测均为阴性标本２９２例。

（３）绘制ＲＯＣ曲线，选择最适ＣＯ值：以中和试验结果作为“金

标准”结果，以检测光密度值为统计变量，绘制ＲＯＣ曲线分析。

选择Ｙｏｕｄｏｎ指数最大的截断点对应的界值作为试验最适ＣＯ

值，与现用ＣＯ值进行比较，确定灰区范围
［７８］。

１．３．４　ＨＢｓＡｇ阳性、ＨＢＶＤＮＡ阳性标本结果分析　（１）统

计２０１０年１１月２日至２０１３年１２月３１日ＨＢＶＤＮＡ鉴别试

验单阳性即“窗口期”或隐匿性乙型肝炎标本检测情况。“窗口

期”或隐匿性乙型肝炎标本的 ＨＢｓＡｇ检测结果分布距离灰区

设定值越近，说明灰区设置越合理；“窗口期”或隐匿性乙型肝

炎标本的 ＨＢｓＡｇ检测结果分布距离阴性标本分布区间越近，

说明灰区设置功效越差。（２）统计２０１０年１１月２日至２０１３

年１２月３１日期间，ＨＢｓＡｇ灰区标本核酸检测情况。灰区标

本内 ＨＢＶＤＮＡ阳性检出率越高说明灰区设置越合理，反之

则说明灰区设置功效越差。

１．４　质量控制　每次试验外部质控品或内部质控对照，检测

结果与预期一致，确认检测系统可靠。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０对数据进行处理。

２　结　　果

２．１　依据ＥＰ１２Ａ２，确定 ＨＢｓＡｇＣ５、Ｃ９５水平（灰区）

２．１．１　对初次试验制备 Ｃ５０水平标本进行验证试验　见

表１。检测结果合计阳性２５例，阴性１５例。符合ＥＰ１２Ａ２中

阳性数量应为１４～２６例的要求，将此稀释度标本作为Ｃ５０水

平标本进行后续试验。

表１　　Ｃ５０水平验证检测结果（狀＝４０）

Ｓ／ＣＯ数值 结果判定 Ｓ／ＣＯ数值 结果判定 Ｓ／ＣＯ数值 结果判定 Ｓ／ＣＯ数值 结果判定 Ｓ／ＣＯ数值 结果判定

１．０３ ＋ １．０２ ＋ ０．９８ － １．００ ＋ １．０２ ＋

１．０３ ＋ ０．９２ － ０．９４ － ０．９７ － １．０２ ＋

１．００ ＋ １．０２ ＋ ０．９７ － １．０３ ＋ ０．９８ －

１．０５ ＋ ０．９８ － ０．９８ － １．０３ ＋ １．０３ ＋

１．００ ＋ ０．９７ － ０．９７ － ０．９５ － １．００ ＋

１．０３ ＋ １．０２ ＋ ０．９７ － １．００ ＋ １．０３ ＋

１．０３ ＋ ０．９７ － １．００ ＋ １．００ ＋ ０．９８ －

１．０５ ＋ １．０６ ＋ １．００ ＋ ０．９７ － １．０５ ＋

　　注：＋为阳性，－为阴性。

图１　　（Ｃ５０±２０％）水平标本检测结果分布曲线

２．１．２　采用Ｃ５０稀释度标本　按体积比配制（Ｃ５０＋２０％）水

平、（Ｃ５０－２０％）水平标本各４０例，其检测结果分别为（Ｃ５０＋

２０％）水平标本阳性４０例，阳性率１００％，Ｓ／ＣＯ均值１．１０３；

（Ｃ５０－２０％）水平标本阴性４０例，阴性率１００％，Ｓ／ＣＯ均值

０．７１２。由于检测结果阴性数和阳性数大于或等于９５％，（－

２０％）～（＋２０％）水平范围包含了Ｃ５～Ｃ９５区间，灰区范围落

在０．７１２～１．１０３倍ＣＯ值区间内。见图１。

２．２　ＨＢｓＡｇ灰区标本确证试验检测结果　对４４例灰区标本

（Ｓ／ＣＯ值０．９００～０．９９０）进行中和试验，结果均为无反应性。

２．３　绘制ＲＯＣ曲线确定 ＨＢｓＡｇ试验最适检测ＣＯ值　以中

和试验结果作为“金标准”结果，以检测光密度值为统计变量，

绘制ＲＯＣ曲线。ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）为０．９８１，选择Ｙｏｕ

ｄｏｎ指数最大的截断点对应的界值作为试验最适 ＣＯ 值为

０．０６３，而试剂厂商建议ＣＯ值在０．０５５～０．０６０，最适ＣＯ值已
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大于厂商推荐ＣＯ值。见图２。

图２　　ＲＯＣ曲线

２．４　对 ＨＢｓＡｇ阳性、ＨＢＶＤＮＡ阳性标本结果分析

２．４．１　实验室在２０１０年１１月２日至２０１３年１２月３１日检

测标本８８６２９１例，共检出ＨＢｓＡｇ“窗口期”或乙型肝炎隐匿性

感染标本共计４２１例，且４２１例标本 ＨＢｓＡｇ检测结果Ｓ／ＣＯ

值均小于０．９００，其中２８７例（占６８．１７％）ＨＢｓＡｇ检测结果Ｓ／

ＣＯ值位于０．２００～０．４００。“窗口期”或乙型肝炎隐匿性感染

标本相应 ＨＢｓＡｇ检测结果距０．９倍灰区ＣＯ值较远，与阴性

标本分布区间重叠，说明灰区设置功效较差。见图３。

图３　　ＨＢｓＡｇ阳性组、ＨＢＶＤＮＡ阳性组ＥＬＩＳＡ

结果（Ｓ／ＣＯ值）分布图

２．４．２　实验室在２０１０年１１月２日至２０１３年１２月３１日检

测标本８８６２９１例，ＨＢｓＡｇ阳性中包括１３５例灰区标本，其中

７例ＮＡＴ检测结果均为阳性。

３　讨　　论

　　我国是 ＨＢＶ感染的高发区。乙型肝炎是目前流行最广

泛、危害最严重的病毒性肝炎之一。ＨＢＶ可经血液和血液制

品传播，《世界卫生组织血液筛查建议书》将 ＨＢＶ作为血液筛

查实验室必检项目之一［９］。由于ＥＬＩＳＡ具有价格低廉、试验

时间短、操作步骤相对简单等优点，是国内血站筛查实验室检

测 ＨＢｓＡｇ的主要方法。不过，ＥＬＩＳＡ本身具有一定的局限

性、试验过程变异较大。为了防止弱阳性标本漏检，确保输血

安全，防止 ＨＢＶ感染，很多实验室设立了“灰区”。血液筛查

实验室是否应该设置灰区、如何设置灰区还存在一定争

议［１０１１］。依据ＩＳＯ１５１８９的要求，各实验室应对检测系统的分

析性能和（或）诊断性能的重要参数进行验证。ＥＬＩＳＡ的医学

决定水平（如改变ＣＯ值设置灰区），应有科学依据并经过实验

室检测系统验证。

针对方法本身及实验室设备情况，参考其他实验室基础，

本实验室将ＥＬＩＳＡ检测 ＨＢｓＡｇ方法灰区设定为０．９倍ＣＯ

值。随着ＥＬＩＳＡ检测试剂性能不断提高、试验过程管理的精

细化及ＮＡＴ技术的引入，此背景下应重新评估在灰区判定值

存在的合理性及有效性。采用４种方法对本实验室ＨＢｓＡｇ灰

区判定值进行评价。（１）依据ＥＰ１２Ａ２评价方法的精密度：结

果表明，本实验室ＥＬＩＳＡ检测 ＨＢｓＡｇ试验具有良好的重复性

和稳定性，因此将灰区界定在０．７１２～１．１０３倍ＣＯ值区间可

确保检测结果的稳定性，现有灰区判定值０．９倍ＣＯ值符合其

要求。（２）对４４例灰区标本进行中和试验未发现有阳性结果，

提示应重新审视现用灰区判定值设置的必要性。（３）采用

ＲＯＣ曲线确定 ＨＢｓＡｇ试验最适诊断ＣＯ值：结果显示，ＲＯＣ

曲线下面积为０．９８１，说明本方法准确性较高；选择Ｙｏｕｄｏｎ指

数最大的截断点对应的界值作为试验最适ＣＯ值为０．０６３，而

试剂厂商建议ＣＯ值在０．０５５～０．０６０，最适ＣＯ值已大于厂商

推荐ＣＯ值，无必要再增设灰区。（４）本实验室自２０１０年１１

月起对献血者标本同时进行ＥＬＩＳＡ检测和ＮＡＴ检测，经对既

往数据分析获知，４２１例乙型肝炎窗口期或隐匿性感染标本相

应ＥＬＩＳＡ结果与阴性结果分布区间重叠，灰区判定值设定未

起到防止漏检的功效。由此可见，灰区不可能解决“窗口期”问

题，引入更高级检测技术才是解决问题的关键所在。综上所

述，本研究采用４种方法对现用ＨＢｓＡｇ灰区设置进行评价，结

论为本实验室现阶段 ＨＢｓＡｇ试验设置０．９倍ＣＯ值灰区过于

严苛，试验结果支持取消灰区设置。

尽管灰区设定的初衷是加强血液安全，但由于各实验室的依

据及尺度不同，部分实验室存在“过度检验”现象。在血液短缺的

背景下，造成血液资源不合理浪费、损伤献血者积极性、增加献血

者心理负担等。随着实验室管理规范化、检测过程控制精细化及

核酸检测技术的引入，检测方法和策略发生了重大变化，实验室应

重新审视试验灰区，确保其必要性、科学性和合理性。
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