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探讨时间分辨荧光免疫试验"
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#检测乙型肝炎病毒"
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#表面抗原诊断阳性的最佳

临界值及其灰区$方法
"

选取某三甲医院住院或体检的
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例经
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法定量检测阳性的血清或血浆标本

和
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例接近临界值"阴性#标本"
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#!采用化学发光微粒子免疫分析法确认其阴&阳性$绘制

/5%

曲线!判断最佳临界值!进一步探讨其灰区$结果
"

在试剂说明给定的临界值下!

*/YP<

法检测结果与确

证试验结果比较!差异有统计学意义"
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#!两试验结果一致性的
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法检测
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表面抗原诊断阳性的最佳临界值为
#3#6'Pa
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!此时!
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法检测结果与确证试验结果一致性的

2E

KK

E

值为
#3)!'

!其灰区范围为
#3#4

"

#3$6'Pa
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$结论
"

不同实验室应根据自身实验室的情况!制定适

合本实验室最佳临界值和灰区!为临床诊断提供可靠的依据$
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乙型肝炎是由乙型肝炎病毒$

V.U

%引起的一种

全球性的流行病'而其是我国感染人数最多*流行最

广泛*危害最严重的病毒性肝炎之一&

V.U

感染最

先出现的标志物是
V.U

表面抗原(

!

)

'因此'

V.U

表

面抗原的检出有利于乙型肝炎的早期诊断*治疗及预

防传播&

V.U

表面抗原常用的检测方法是
WSPT<

方法'但由于
WSPT<

法检测影响因素较多'近几年实

验室逐渐开展时间分辨荧光免疫试验$
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V.U

表面抗原'其原理是采用双抗体夹心时间分辨

荧光分析法'以单克隆抗体包被反应板'镧系元素

WL

"(标记抗体'并与时间分辨测定技术相结合建立起

来的一种新型非放射性微量分析技术(

$

)

&该方法具

体灵敏度高*发光稳定*寿命延长*自然荧光干扰少等

优点(

"

)

&

V.U

表面抗原定量试剂已由最初的一代试

剂发展为二代试剂'其检测的敏感性显著的提高'同

时假阳性率是否会增高2 各厂家试剂产品说明书提

供的临界值不尽相同'同时试剂厂家所使用的定值参

考人群也不同(

'

)

'因此'需要对临界值进行设定&此

外'在临床工作中发现'根据厂家给定的临界值$

#3#4

Pa

"

JS

%判断检验结果'易出现假阳性'导致部分患者

的误诊'会引起患者及家属的恐慌'造成巨大的负面

影响&由于
*/YP<

法灵敏度高'从而有一部标本呈

现弱阳性'即灰区&研究报告(

4;+

)指出灰区的标本容

易漏诊或误诊&目前'关于
*/YP<

检测乙肝表面抗

原临界值及灰区鲜见报道'因此'本研究根据本实验

条件'探讨
*/YP<

法检测乙肝表面抗原的最佳临界

值及灰区'制定适合本实验室最佳临界值和灰区'为

临床乙型肝炎病毒感染的诊断提供可靠依据&
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资料与方法

@3@

"

一般资料
"

选取
$#!6

年
!

月至
$#!)

年
+

月来

某三甲医院住院患者或体检者血清或血浆经
*/YP<

检测乙肝表面抗原阳性的标本
!4#

例和接近临界值

$阴性%标本
"#

例'其中定量值在
#3#"

"$

#3#4Pa

"

JS

有
"#

例'

#3#4

"$

#3!#Pa

"

JS

有
4#

例'

#3!

"$

#3$Pa

"

JS

有
'#

例'

#3$

" $

#34Pa

"

JS

有
"#

例'

#34

"

!3#Pa

"

JS

有
"#

例&所有标本均无任何凝

集不完全*溶血*黄疸及脂血现象&
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"

仪器与试剂
"

苏州新波
WE9

I

%LBE

全自动时间

分辨荧光免疫分析仪及配套
V.U

表面抗原诊断试剂

盒'雅培
<@DC8B?DB8$###

化学发光微粒子免疫分析系

统及配套
V.U

表面抗原诊断试剂'所有试剂均在有

效期内&每日使用两个水平的质控品监测质控情况'

两质控品的浓度分别是
#34Pa

"

JS

和
!Pa

"

JS

$北

京康彻思坦公司生产%'批号均是
$#!)#"##!

&
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"

方法

@3B3@

"

精密度的评价
"

批内精密度用
*/YP<

检测

法对两浓度水平的质控品在同一批次内平行检测
$#

次'记录定量值'然后计算均值*

D

和
5V

$标准为
5V

不大于
!#X

(

6

)

%&批间精密度在批内精密度符合要求

的基础上'用
*/YP<

检测法对两浓度水平的质控品

连续检测
$#

天'每天平行检测复孔'记录其定量值'

然后计算均值*标准差$

D

%和变异系数$

5V

'标准为

5V

不大于
!#X

(
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)

%&
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"
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检测
V.U

表面抗原
"

专业人员严格

遵守
WE9

I

DLBE

全自动时间分辨荧光分析仪操作规程

进行操作&有校准品从
<

至
Y

'依次为校准品
<

!空

白-校准品
.

!

#3#4Pa

"

JS

-校准品
%

!

#3$#Pa

"

JS

-

校准品
&

!

$3##Pa

"

JS

校准品
W

!

$#3##Pa

"

JS

-校

准品
Y

!

!4#3##Pa

"

JS

&试剂说明书临界值建议浓度

为
#3#4Pa

"

JS

&

@3B3B

"
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表面抗原确证试验
"

采用化学发光微

粒子免疫分析法$

%QP<

%进行确认'专业人员严格按

照
<@DC8B?DB8$###

化学发光微粒子免疫分析仪操作

规程进行操作&所有标本均检测两次'两次检测结果

均
&

#3#4Pa

"

JS

时为阳性-两次结果不一致时'重复

检测一次'三次均值
&

#3#4Pa

"

JS

为阳性'反之

为阴性&
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"

统计学处理

@3C3@

"

利用统计学软件
T0TT!,3#

录入数据'

*/;

YP<

法检测结果与确认试验结果比较采用四格表

Y89C?@

确切概率法&绘制
/5%

曲线'判定最佳临界

值&利用公式临界值
[$5V

(

)

)

'计算其灰区'这里的

5V

为批间精密度变异系数&

@3C3A

"
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法检测结果与确认试验一致性比较

采用
2E

KK

E

值来表示'

2E

KK

E

的计算参考文献(

,

)

&

A

"

结
""

果

A3@

"

批内*批间精密度评价
"

两浓度水平的质控品'

按照
!3"3!

方法检测'批内精密度分别为
+3)$X

和

43$+X

'批间精密度分别为
)3$,X

和
63"!X

'见表
!

&

表
!
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批内%批间精密度评价

项目
水平

!

均值$

Pa

"

JS

%

D

$

Pa

"

JS

%

5V

$

X

%

水平
$

均值$

Pa

"

JS

%

D

$

Pa

"

JS

%

5V

$

X

%

批内精密度
#3'+ #3#" +3)$ #3,4 #3#4 43$+

批间精密度
#3') #3#44 )3$, #3,) #3!! 63"!

A3A
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法检测
V.U

抗原结果与确证试验比较

"
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检测
V.U

抗原浓度在
#3#"

"

#3#4Pa

"

JS

的
"#

阴性标本'经确证
!

例阳性$占
"3"X

%'

$,

例阴

性$占
,+36X

%-浓度在
#3#4

"

!3##Pa

"

JS

的
!4#

例

阳性标本'经确证
!"$

例阳性$占
))3#X

%'

!)

例阴性

$占
!$3#X
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表
$

""

*/YP<

法检测
V.U

抗原结果与确证试验比较

*/YP<

法浓度$

Pa

"

JS

%

*

确证试验(

*

$

X

%)

阳性 阴性

#3#"

"$

#3#' !# #

$

#3##

%

!#

$

!##3##

%

#3#'

"$

#3#4 $# !

$

43##

%

!,

$

,43##

%

#3#4

"$

#3!# 4# "+

$

6$3##

%

!'

$

$)3##

%

#3!#

"$

#3$# '# "6

$

,$34#

%

"

$

634#

%

#3$#

"$

#34# "# $,

$

,+3+6

%

!

$

"3""

%

#34#

"

!3## "# "#

$

!##3##

%

#

$

#3##

%

A3B

"

*/YP<

法检测结果与确证试验一致性的比较

"

根据
!3'3$

中的公式计算'

*/YP<

法检测结果与

确证试验结果一致性的
2E

KK

E

值为
#3+,#

'

*/YP<

法

检测结果与确证试验比较'差异有统计学意义$

!

$

d

'366'

'

!d#3#",

%'见表
"

&

表
"
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两种方法结果比较#

*

$

*/YP<

法
确证试验

阴性 阳性
合计

阴性
$, ! "#

阳性
!) !"$ !4#

计
'6 !"" !)#

A3C

"

最佳临界值判定
"

利用
T0TT!,3#

软件绘制

/5%

曲线见图
!

'该曲线下面积为
#3,$'

'其与
/5%

曲线下面积
#34

比较'差异有统计学意义$

!

$

#3##!

%&计算约登指数'并以约登指数最大时'

即
#36,'

'其对应的切点为临界值'此时临界值为
#3

#6'Pa

"

JS

&

图
!

""

/5%

曲线

A3L

"

新临界值下
*/YP<

法检测结果与确证试验一

致性的比较
"

根据
!3'3$

中的方法计算'此时的一致

性
2E

KK

E

值为
#3)!'

'见表
'

&

A3R

"

灰区的判定
"

根据
!3'3!

中的计算公式得出'

灰区$

5V

值取最大为
!#X

%'灰区为范围
\#3!$+

"

#3$6'Pa

"

JS

&试 剂 说 明 书 给 定 的 灰 区 范 围

为
#3#'

"

#3#+

'给定的临界值为
#3#4Pa

"

JS

'两灰

区上限或下限时灵敏度*特异度*假阳性率和假阴性

率见表
4

&灰区下限的设定是为了减少漏诊率'减少

假阴性的发生'而上限设定是为了减少误诊率'减少

假阳性的发生&统计学认为小于或等于
4X

为统计学

可接受范围'因此'灰区的下限设定应满足假阴性率

'

4X

'而上限是设定应满足假阳性率
'

4X

'从而确

定灰区为
#3#4

"

#3$6'Pa

"

JS

'见表
4

&

表
'
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新临界值下两种方法结果比较#

*

$

*/YP<

法
确证试验

阴性 阳性
合计

阴性
'! 6 ')

阳性
+ !$+ !"$

合计
'6 !"" !)#

表
4

""

灰区上限&下限时的敏感性%特异性%

"""

假阳性率和假阴性率#

X

$

取值范围
灵敏度

$

X

%

特异度

$

X

%

假阳性

(

*

$

X

%)

假阴性

(

*

$

X

%)

'

\#3!$+ \ \ \ \

'

#3#' !## \ \ #

$

#

%

'

#3#4 ,)34 \ \ $

$

!34#

%

&

#3#+ \ )43!! 6

$

!'3),

%

\

&

#3$6' \ ,63)6 !

$

$3!"

%

\

""

注!

\

表示下限时无法计算假阳性数或上限时无法计算假阴性数

B

"

讨
""

论

""

WSPT<

法是检测
V.U

表面抗原的常规方法'但

由于整个检测过程受外部环境*温度*检测人员等多

种因素的影响'因此'近几年
*/YP<

方法逐渐走进实

验室'替代
WSPT<

方法&

*/YP<

是一种新型非放射

性微量分析技术'目前已在临床检测中广泛使用&本

研究首先评估全自动时间分辨荧光仪的检测系统的

精密度能否满足定量实验精密度的要求&采用浓度

为
#34Pa

"

JS

和
!Pa

"

JS

的质控品进行检测'监测

两浓 度 水 平 的 批 内 精 密 度
5V

分 别 为
+3)$X

和
43$+X

'批间精密度
5V

分别为
)3$,

和
63"!X

'均

能满足
5V

不大于
!#X

的标准&

%QP<

定量检测
V.U

表面抗原是利用生物素标

记抗
;V.9

技术*亲和素标记磁性微珠包被技术及电

化学发光技术相结合而建立的微量分析技术&该方

法具有高度的灵敏度与特异性'解决低浓度的问题'

检测准确率高(

!#;!!

)

&本研究利用
%QP<

法对
*/YP<

方法检测定量浓度在
#3#"

"

!3##Pa

"

JS

的
!)#

例标

本进行确认'经确证
!""

例阳性'

'6

例阴性'

*/YP<

法检测结果与确证试验结果比较'差异有统计学意义

$

!

$

#3#4

%&利用
2E

KK

E

系数评估
*/YP<

与确证试

#

++$$

#

国际检验医学杂志
$#!,

年
,

月第
'#

卷第
!)

期
"

P:BRSE>Q?M

!

T?

K

B?J>?@$#!,

!

U=H3'#

!

1=3!)



验结果一致性'当
2E

KK

E

值大于等于
#364

时表明两

种方法的一致性较好-当
2E

KK

E

值大于等于
#3'

'而

小于
#364

时'表明两种方法的一致性一般-当
2E

KK

E

值小于
#3'

时表明两种方法一致性很差(

!$

)

&本实验

室
*/YP<

方法与确证试验检测结果一致性的
2E

KK

E

值为
#3+,#

'表明两种方法定性结果的一致性一般'因

此'需要对临界值进行调整&

/5%

曲线法是较为实用*较为便捷的统计学方

法'其能较准确的确定方法学的临界点(

!"

)

&而常用约

登指数来评价筛查试验的真实性'其指数越大'说明

该筛查实验的真实性越好'准确性越高(

6

)

&本实验利

用
/5%

曲线'取约登指数最大时的拐点'确定最佳临

界值为
#3#6'Pa

"

JS

'此时'

/5%

曲线下面积为
#3

,$'

&

/5%

曲线下面积在
#34

"

!3#

'而当
/5%

曲线

下面积在
#3,

"

!3#

时'才具有较高的诊断价值(

!'

)

&

本实验
/5%

曲线下面积为
#3,$'

'因此说明定量试验

有较高的诊断价值&在新的临界值下'

*/YP<

方法

与确证试验一致性的
2E

KK

E

值为
#3)!'

'大于
#364

'

表明此时'两种方法的一致性较好'也提示新的临界

值有一定的临床应用价值&

*/YP<

方法相对于传统的
WSPT<

方法检测的

灵敏度有显著的提高'但是同时也出现一定的弱阳性

标本'即灰区'灰区范围的设定非常重要'范围设置过

窄容易漏检'过宽容易造成资源浪费&本研究根据临

界值
[$5V

法确定的灰区范围为
\#3!$+

"

#3$6'

Pa

"

JS

'灰区的下限
\#3!$+Pa

"

JS

'显然不合理$所

有阴性均可疑%'大于灰区上限的标本中有
$3!"X

的

假阳性率'小于
4X

统计学上可接受的误差范围&试

剂说明书给定的灰区范围为
#3#'

"

#3#+Pa

"

JS

'在

小于灰区下限的标本中假阴性率为
#X

'小于
4X

统

计学上可接受的误差范围&而大于灰区上限的标本

中假阳性率为
!'3),X

'大于
4X

统计学上可接受的

误差范围'因此设置不合理&试剂说明书给定的临界

值为
#3#4Pa

"

JS

'而以
#3#4Pa

"

JS

作为灰区的下

限时'小于灰区下限的标本中有
!34#X

假阴性率'小

于
4X

统计学上可接受的误差范围&相比较于灰区下

限
#3#'Pa

"

JS

'

#3#4Pa

"

JS

作为灰区的下限既能满

足统计学可接受的误差范围'又不至于灰区范围过

宽'导致资源的浪费&因此'综合考虑'本研究得出本

实验室的灰区范围为
#3#4

"

#3$6'Pa

"

JS

'对本实验

室有较佳的参考意义&

C

"

结
""

论

""

通过本研究发现本实验室
*/YP<

法检测
V.U

表面抗原的最佳临界值
#3#6'Pa

"

JS

'灰区为
#3#4

"

#3$6'Pa

"

JS

'与试剂说明给定临界值的
#3#4Pa

"

JS

'灰区
#3#'

"

#3#+Pa

"

JS

有一定的差别&因此'

各实验室应根据本实验室的实际情况'对
*/YP<

法

检测
V.U

表面抗原的临界值及灰区进行重新设定&

对于定量值在灰区的标本'工作人员应与患者或其医

师沟通'了解情况后'综合判断'客观报告.结果可疑'

定期复查/&
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