
乙型肝炎病毒表面抗原定量检测方法的改进
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"摘要#

!

目的
!

探索当前乙型肝炎病毒表面抗原"

U[>-

=

#定量方法检测不准的原因并找出解决办法$方法

!

将自配的
U[>-

=

定量稀释液应用于
U[>-

=

稀释定量中!与原方法进行了对比!并做了线性范围%精密度%回收

试验%线性相关等方法评价试验$结果
!

本研究发现了
U[>-

=

管状颗粒干扰和抗原过剩是测不准的
$

个重要原

因!找到了可使管状颗粒解聚的稀释液!建立了改进的定量方法$通过先行稀释测量!解决了抗原过剩的干扰!稀释

线性良好$建立了血样直接测量的校正公式!从而解决了
U[>-

=

管状颗粒的干扰$通过方法评价试验!测出了改

进的电化学发光法方法的线性范围为
#+&

!

$'#^

(

CN

!平均精密度为
&+*,

!平均回收率为
*%+",

$结论
!

改进法

准确性达到了临床要求!可作为
U[>-

=

定量方法推广应用$
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现在以定量形式报告结果的乙型肝炎病毒表面抗原$

U[.

>-

=

%定量检测试剂盒有多种#常用的有以北京某生物制品研

究所为代表的免疫放射分析法#以上海某生物技术公司为代表

的时间分辨荧光分析法#以美国
-

公司为代表的化学发光分

析法#以德国
[

公司为代表的电化学发光分析法等,这些方

法的检测程序是先对血样进行不稀释检测#当含量超过线性范

围时#要求用实验室自己收集的
U[>-

=

)乙型肝炎病毒表面抗

体$抗
.U[>

%均阴性的正常血清进行稀释测量*

&.$

+

,这就有
$

个问题!$

&

%每位检测患者稀释血清用量在
$CN

左右#实验室

难以获得这么大量的符合要求的血清,实际工作中#往往造成

仅报告血样直接测定值#而不做稀释测量,$

$

%有很多高
U[.

>-

=

含量患者因钩状效应#其测定值也会落在说明书标示的线

性范围以内#以致严重偏低的测定值被错误地报告出去,滕龙

和傅圣勇*

)

+在用电化学发光法检测
U[>-

=

的工作中也发现

存在着这种问题,根据本文的统计#有些方法的误报率在

(#,

以上,这将导致严重的误诊)误治,本文找到了引起误差

的原因及解决办法#现报道如下,

$

!

资料与方法

$+$

!

材料
!

U[>-

=

标准液由中国药品鉴定所提供,

$+/

!

仪器与试剂
!

R"&&

全自动电化学发光免疫分析仪(

aU.!#$#?.

计数器,电化学发光试剂由德国
[

公司提供,免

疫放射分析试剂由北京
)Z

公司提供,

$+'

!

方法
!

采用电化学发光法和免疫放射法分别对
U[>-

=

进行检测,

/

!

结
!!

果

/+$

!

随机选取
U[>-

=

阳性血清
)#

份#进行稀释与不稀释血

样的电化学发光法
U[>-

=

检测#结果对比见表
&

,表
&

数据

经
=

检验#

=V!+(%

#

6

$

#+#&

#稀释测量值与不稀释测量值之间

有非常大的差别,

表
&

!

稀释与不稀释的
U[>-

=

结果

样本号 专用稀释液
&###

倍稀释检测值 不稀释检测值

&

$
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)

$
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续表
&

!

稀释与不稀释的
U[>-

=

结果

样本号 专用稀释液
&###

倍稀释检测值 不稀释检测值
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$
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/+/

!

本文选取
U[>-

=

含量分别为
#+'

)

'+#

)

'#+#

)

$'#+#

)

'##+#

)

!##+#

)

%'#+#

)

$'##+#

)

$'###+#^

"

CN

的血样#采用电

化学发光法对各管测定
)

次#检测值与各对应含量绘制出浓度

反应曲线见图
&

,据反应曲线得到以下结论!$

&

%直接测量患

者血清的线性范围是
#+#'

!

&'#^

"

CN

($

$

%方法存在钩状效

应#钩状效应曲线的拐点是
U[>-

=

含量约在
!##^

"

CN

#超过

此含量#测量信号将随含量增加而降低,

-

&)!$

-

检验医学与临床
$#&&

年
&&

月第
(

卷第
$&

期
!
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!
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!

P04+(

!

D0+$&



!!

注!

-

为测量值#

O

为期望值,

图
&

!

检测值与各对应含量反应曲线

/+'

!

以前人们把引起
U[>-

=

测量发生钩状效应的原因都归

结为一步法中的抗原浓度过剩*

".'

+

,但在使用二步法
U[>-

=

检测工作中#发现仍存在着钩状效应,本科室使用的
)Z

公司

U[>-

=

免疫放射定量试剂盒#线性上限标明为
&!#^

"

CN

#在

本文统计所做的
&##

例乙型肝炎患者检测中#

(!

例血清直接

测量结果为$

*'+)c)&+!

%

^

"

CN

#均小于
&!#^

"

CN

#而稀释后

检测值均远超过了
&!#^

"

CN

#检测值为$

'$!"+!c&'$&+%

%

^

"

CN

,经统计学检验#

=V)+(

#差异有统计学意义$

6

$

#+#&

%,二步法引起钩状效应的机制可能是!因
U[>-

=

在血清

中有
)

种存在形式!

A3;1

形)小球形)管状形#三者均会结合到

包被有抗
.U[>

的管壁上#在第
&

步反应结束进行洗涤时#因管

状颗粒较大#会被洗掉,于是在第
$

步加标记抗
.U[>

后#结合

到管壁上的标记抗
.U[>

就少#使检测值偏低,随着
U[>-

=

浓度的增加#小球形颗粒聚集成管状颗粒的数量也会增加#故

测量值也就愈低*

!

+

,

/+1

!

通过试验发现#选用
&#,

小牛血清盐水稀释患者血清

后#便不再出现钩状效应!在上述标本中#

(!

例原血清检测值

小于
&!#^

"

CN

#选用
&#,

小牛血清盐水稀释液稀释
&##

倍后

检测值为$

'$!"+!c&'$&+%

%

^

"

CN

#再进一步稀释
&###

倍后

测量#检测值为$

'$'*+)c&'$(+"

%

^

"

CN

#与
&##

倍稀释后检

测值差异无统计学意义$

=V&+&'

#

6

%

#+#'

%#稀释线性良好,

作者推想可能是
&#,

小牛血清盐水介质可使管状颗粒解聚为

小球形颗粒之故,

/+2

!

通过更进一步的试验观察发现#仅用盐水对患者血清稀

释测量#测量反应管的管壁上会对
U[>-

=

存在着严重的非特

异性吸附#从而干扰测量,免疫放射法的反应管测量结束后#

倒掉其中的反应珠$塑料小球%#对空管进行测量计数,本文测

量了
'#

个反应空管#原血清测量空管测量计数为$

&!'c($

%

9

<

#而盐水稀释管空白计数则为$

(!$c!')

%

9

<

,经统计学检

验#

=V)+&

#差异有统计学意义$

6

$

#+#&

%,

/+)

!

本文发现选用
&#,

小牛血清盐水稀释液$配方!取市售

的
U[>-

=

)抗
.U[>

均阴性的小牛血清
&#CN

加入到
*#CN

生理盐水中即成%可有效降低反应管壁对
U[>-

=

的非特异性

吸附,本文选取
)#

例患者稀释测量反应空管进行计数#该值

为$

&%!c&&!

%

9

<

#与原血清反应空管以及仪器测量本底均较为

接近,经统计学检验#

=V&+#!

差异无统计学意义$

6

%

#+#'

%,

/+.

!

本文发现对患者血清直接测量时#

U[>-

=

含量在
#+#'

!

'#+##^

"

CN

之间时#虽不会出现钩状效应#但测量值却明显

低于用
&#,

小牛血清盐水作介质的测量值,

&#

份低
U[>-

=

含量血样不同介质中检测值对比结果见表
$

,用统计软件做

回归分析#二者呈直线相关#相关系数$

J

%

V#+***

#回归方程为

.V#+#$!d$+#)C

,

C

为患者血清直接测量值#

.

为稀释测

量值,

/+M

!

按非线性标准曲线检测范围确定方法*

%

+

#测出了用
&#,

小牛血清盐水作为稀释液#

U[>-

=

稀释测量的线性范围是

#+'

!

$'#^

"

CN

,钩状效应曲线的拐点在
%'#^

"

CN

,

表
$

!

&#

份
U[>-

=

不同介质检测对比结果&

^

(

CN

'

人血清介质
&#,

小牛血清盐水介质

#+&' #+)!

#+!* &+'(

)+%( (+#%

!+%% &)+"%

&$+%& $!+&(

&*+() "#+#$

$%+(* '*+'$

)'+$* !%+#%

"'+$! *$+'$

')+#" &#*+)%

/+(

!

基于以上研究#本文设计出了
U[>-

=

的改进检测方法,

免疫放射法的改进方法请参见.乙肝表面抗原免疫放射法改

进/一文*

(

+

,此处介绍的是电化学发光法的改进作法!$

&

%对于

初检者#应先直接测量受检者血清#若阴性则可报告#若阳性则

应再做稀释测量,$

$

%稀释测量用
&#,

小牛血清盐水稀释液

对受检者血清做
&###

倍稀释#对于测定值在
#+&)

!

$'#^

"

CN

者#报告值$

^

"

CN

%

V&###e

$测值
i#+#%$

%#

#+#%$

为试

剂空白值,对于超出
$'#^

"

CN

者#应再做
$####

倍稀释测

量#不过此种情况极少遇到,$

)

%不稀释测量对于
&###

倍稀

释测定值小于
#+&)^

"

CN

者#则应再对受检者血清直接检测,

按以下测定值的校正经验公式计算并报告结果!

.V#+#$!d

$+#)C

$当
C

%

#+#''

时%(当
#+#'

$

C

$

#+#''

时报可疑(当
C

$

#+#

时#报阴性,

C

为患者血清直接测量值#

.

为校正后的

报告值,

/+$%

!

改进的
U[>-

=

测量方法的评价试验,

/+$%+$

!

精密度试验
!

稀释检测的精密度 用
&#,

小牛血清盐

水稀释液#稀释血样使
U[>-

=

含量在分别为
'+#

)

'#+#

)

$'#+#

^

"

CN

,均检测
&#

次#算得
?S

分别是
&+$,

)

&+*,

)

$+!,

,

平均
?SV&+*,

,

/+$%+/

!

回收试验
!

用
&#,

小牛血清盐水稀释液#对
U[>-

=

含量在分别为
'##+#

)

'####+#

)

$'####+#^

"

CN

血样稀释
&

###

倍#使
U[>-

=

含量分别为
#+'

)

'#+#

)

$'#+#^

"

CN

,做回

收试验#得回收率分别为
*%+',

)

*%+%,

)

*!+*,

#平均为

*%+",

,

'

!

讨
!!

论

'+$

!

用正常血清与
&#,

小牛血清盐水两种稀释液的检测线

性范围不同#可能是用正常血清做稀释剂#稀释样品中仍存在

较多的
U[>-

=

管状颗粒,由于这种颗粒体积较大#与磁珠结

合不牢固#易被冲洗掉#故线性范围上限较低#仅有
&'#^

"

CN

,

当用
&#,

小牛血清生理盐水溶液做稀释剂时#

U[>-

=

管状颗

粒可能会解聚为小球状颗粒#不会出现结合到磁珠上
U[>-

=

-

$)!$
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检验医学与临床
$#&&

年
&&

月第
(

卷第
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期
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被冲洗掉的情况#故线性范围上限较高#可达
$'#^

"

CN

,

'+/

!

虽然原血清测量上限可达到
&'#^

"

CN

#但因存在严重

的钩状效应#高含量
U[>-

=

样品检测值也会落在
&'#^

"

CN

内,即当原血清检测值在
&'#^

"

CN

以下时#无法判断该值是

血样的真实值还是因钩状效应导致的虚假值,如果报告发出#

可能会引起严重误判,改进法与原法的一个不同点是!原法检

测程序是先做血样直接测量#对超出线性范围者方主张稀释测

量,而改进法先行稀释测量#对于低于检测下限的血样#再做

直接检测,

'+'

!

由 试 验 可 知#当 检 测 稀 释 样 品
U[>-

=

浓 度 超 过

%'#^

"

CN

才会产生钩状效应#稀释
&###

倍后原血清高于
%'#

e&###^

"

CN

才会产生钩状效应,作者在多年的工作中从未

遇到过高于此值的患者,也即
&###

倍稀释样品不会出现因

钩状效应而致虚假低值的情况,

'+1

!

基质效应问题!在电化学发光法中#用
&#,

小牛血清生

理盐水溶液或用生理盐水作为稀释剂#由于基质效应的影响#

会得到约
#+#%$^

"

CN

的空白值,

'+2

!

用
&#,

小牛血清生理盐水作为稀释液与正常血清作为

稀释液的稀释测量值有约
$

倍的差异,本文认为#是由于在低

U[>-

=

含量样品中#会有小的管状颗粒的存在#在
&#,

小牛

血清生理盐水溶液中#解聚成小球形颗粒而致使原来被遮蔽的

抗原决定簇暴露之故,

'+)

!

[

公司目前的电化学发光法
U[>-

=

试剂盒#

&OTI

相当

于
#+#''^

"

CN

#在做定量检测时应将
OTI

换算成定量单位

^

"

CN

,
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目的
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#中的)定量临床检验方法的初步评价*

的要求!对
[19WC3;O0561? ;̂914ZaI(##

型化学发光仪的甲胎蛋白"

-YX

#项目进行初步评定!了解
ZaI(##

型化

学发光仪在
-YX

项目上的线性%偏倚%线性漂移%样品交叉污染和精密度等性能$方法
!

选用低%中%高
)

种水平的

校准品每天按照中%高%底%中%中%低%低%高%高%中的顺序连续检测
'A

"若有样品被拒绝则按照这个顺序继续做#!

得到结果后再分析$结果
!

低值偏倚为
&+!)

!中值的偏倚为
!+''

!高值的偏倚为
)+(&

!均小于其对应的允许偏倚$

低值的不精密度为
'+*#

!中值的不精密度为
'+'(

!高值的不精密度为
)+!$

!均小于其允许不精密度$结论
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这个项目上的偏倚及不精密度上的性能都是可接受的$
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甲胎蛋白$

-YX

%是胚胎干细胞所产生的一种特殊糖原蛋

白#主要在胚胎期由肝脏实质细胞和卵黄囊细胞合成#

&*!(

年

开始用于诊断原发性肝癌#目前其仍然是公认的早期诊断和筛

查原发性肝癌的指标*
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,手术后动态监测血清
-YX

含量也对

判断手术效果及估计患者的生存率有指导意义*
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,根据医学

实验室认可标准对实验室质量要求#实验室必须对检测系统进

行必要的性能验证*

)

+

,作者根据2中华人民共和国卫生行业标

准3$
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%中的2定量临床检验方法的初步评价3的

要求#在新方法)新试剂)新仪器用作体外诊断前#常常有必要

对它的可接受性作出初步的评定,本科室有一台
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型

化学发光仪的
-YX

试剂进行升级#按照这个要求对新的
-YX

的试剂的性能进行初步评定,
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标本来源
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分别作为低)中)
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