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应用ＲＯＣ曲线分析确定ＥＬＩＳＡ检测抗ＨＢｅ灰区

黄文彩，李柳燕，张少丰，方海畴（广东省东莞市厚街医院检验科　５２３９４５）

　　【摘要】　目的　应用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ曲线）分析方法确定酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测乙型肝

炎ｅ抗体（抗ＨＢｅ）的灰区，为临床判读提供合理的指导。方法　ＥＬＩＳＡ检测血清抗ＨＢｅ，留取Ｓ／ＣＯ介于０．５～

１．７的标本，用美国雅培Ａｘｓｙｍ化学发光仪对其复检，结合临床症状及乙型肝炎病毒标志物定量结果，筛选结果可

靠的标本，进行ＲＯＣ曲线分析，根据ＲＯＣ曲线分别确定其灰区的上、下限。结果　根据ＲＯＣ曲线分析法计算得出

检测灰区为０．８２７～１．５７６。结论　ＲＯＣ曲线法是设定ＥＬＩＳＡ检测灰区的较理想方法，非灰区部分具备较低的假

阳性率及假阴性率，能增加不同医院间结果的可比性，减少不必要的医疗纠纷。

【关键词】　ＲＯＣ曲线；　酶联免疫吸附试验；　乙型肝炎ｅ抗体；　灰区
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　　我国乙型肝炎（乙肝）患者人数众多，使用成本相对低廉的

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方法检测乙肝病毒（ＨＢＶ）血清标

志物对人群筛查、疾病诊断、预后判断等都有较高的经济价

值［１］。然而，ＥＬＩＳＡ检测乙肝病毒ｅ抗体（抗ＨＢｅ）普遍使用

中和抑制法，由于方法学限制，其检测的准确性与可重复性均

较其他方法低，常出现难以解释的结果及结果判读与临床情况

不一致的情况。为使该指标的检测工作有据可依，减少医疗纠

纷的出现，本研究利用准确性与可重复性较佳的化学发光方

法，对ＥＬＩＳＡ结果位于灰区附近的标本进行定量乙型肝炎病

毒标志物（即 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、抗ＨＢｅ及 ＨＢｃＡｂ）检

测［微粒子酶免分析法（ＭＥＩＡ），美国雅培 Ａｘｓｙｍ 化学发光

仪］，并进行ＲＯＣ曲线分析，确定灰区（Ｇｒｅｙｚｏｎｅ）的上、下限

范围。凡Ｓ／ＣＯ值（ＳａｍｐｌｅＯＤ／ＣｕｔＯｆｆＶａｌｕｅ）落入灰区的标

本，均以“灰区”报告，而不报告“阳性”或“阴性”，让临床医生结

合患者情况综合判读结果，对患者和医生来说都是一种保护。

患者可以用更灵敏的方法进行进一步的确认，避免产生不必要

的医疗纠纷，现将该方法介绍如下。

１　材料与方法

１．１　样本来源　选择厚街医院２００７年１２月至２０１０年１２月

住院、门诊与健康体检者样本血清３８６０份，其中２３４份标本

ＥＬＩＳＡ检测抗ＨＢｅ的Ｓ／ＣＯ值介于０．５～１．７。

１．２　试剂与仪器

１．２．１　仪器　ＨａｍｉｌｔｏｎＦＡＭＥ全自动酶标分析系统，美国雅

培Ａｘｓｙｍ化学发光仪。

１．２．２　 主要 试 剂 　 乙 型 肝 炎 病 毒 诊 断 试 剂 盒 抗ＨＢｅ

（ＥＬＩＳＡ），由 中 山 生 物 工 程 有 限 公 司 提 供，批 号 为

２０１００３２５０１。质控品由卫生部临检中心提供。ＭＥＩＡ试剂由

美国雅培公司提供，批号为６５１６９ＨＮ００。以上试剂均在有效

期内使用。

１．３　方法

１．３．１　ＥＬＩＳＡ检测抗ＨＢｅ，留取Ｓ／ＣＯ值介于０．５～１．７的

标本。所有标本均经检查，无任何凝集不完全、溶血、黄疸及脂

血现象。

１．３．２　以Ａｘｓｙｍ化学发光仪对留取标本进行定量 ＨＢＶ标

志物测定，所有操作严格按照试剂说明书进行。

１．３．３　结合定量 ＨＢＶ标志物结果，并查阅患者、体检者临床

资料，与其抗ＨＢｅ结果核对，将能确定抗ＨＢｅ结果的定量

ＨＢＶ标志物模式纳入分析，将难以解释的结果模式排除在外。

１．３．４　数据分析　以ＳＰＳＳ１２．０分析检测到的数据，根据

ＲＯＣ曲线法分别确定灰区上限、下限，根据线型内插法公式：

（Ｒ１－Ｒ２）／［Ｒ１－（Ｒ／ｘ）］＝（Ｐ１－Ｐ２）／［Ｐ１－Ｐ（Ｒ＝

ｘ）］
［２］，计算上、下限值。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ检测结果　２３４份标本中，ＥＬＩＳＡ阳性标本９４

份，阴性标本１４０份。

２．２　定量ＨＢＶ标志物结果　２３４份标本的定量ＨＢＶ标志物

结果如下：（１）ＨＢｓＡｇ（－）、抗ＨＢｓ（－）、ＨＢｅＡｇ（－）、抗ＨＢｅ

（－）、抗ＨＢｃ（－）模式３６例；（２）ＨＢｓＡｇ（－）、抗ＨＢｓ（＋）、
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ＨＢｅＡｇ（－）、抗ＨＢｅ（－）、抗ＨＢｃ（－）模式４２例；（３）ＨＢｓＡｇ

（＋）、抗ＨＢｓ（－）、ＨＢｅＡｇ（＋）、抗ＨＢｅ（－）、抗ＨＢｃ（＋）模

式４０例；（４）ＨＢｓＡｇ（＋）、抗ＨＢｓ（－）、ＨＢｅＡｇ（－）、抗ＨＢｅ

（＋）、抗ＨＢｃ（＋）模式５０例；（５）ＨＢｓＡｇ（－）、抗ＨＢｓ（＋）、

ＨＢｅＡｇ（－）、抗ＨＢｅ（＋）、抗ＨＢｃ（＋）模式２４例。以上５种

模式纳入计算，共占总数的８２．０５％。

２．３　定量 ＨＢＶ标志物各模式与临床资料核对　经查阅临床

资料，排除自身免疫性疾病及血浆蛋白紊乱的患者标本（１２

份）。根据与临床资料的核对结果，将能肯定抗ＨＢｅ结果的标

本纳入分析范围，其他难以解释的结果排除在分析结果以外。

所余标本定量 ＨＢＶ标志物模式均能与患者、体检者的临床资

料相符。

剩余标本数１９２份，其定量 ＨＢＶ标志物模式与临床资料

完全吻合，故将化学发光检测结果作为抗ＨＢｅ真实结果的判

定标准。两方法测定结果对比如表１所示。

表１　１９２份标本两方法结果对比（狀）

化学发光法
ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性
合计

阳性 ５４ ４２ ９６

阴性 ２０ ７６ ９６

合计 ７４ １１８ １９２

２．４　ＲＯＣ分析结果　将Ｓ／ＣＯ值及化学发光法结果（金标

准）导入ＳＰＳＳ１２．０，进行ＲＯＣ曲线分析，结果见图１。

图１　　ＲＯＣ曲线

２．４．１　灰区上限分析　部分模拟灰区上限值及其相应灵敏

度、假阳性率如表２所示，当灰区上限值分别为０．８１７及０．８２８

时，相应的假阳性率分别为０．０４０及０．０５１。若设定假阳性率

为０．０５时，则其相应的灰区上限值应介于０．８１７～０．８２８。根

据线性内插法公式计算其灰区上限值为０．８２７。

表２　　模拟灰区上限值及其相应灵敏度、假阳性率、

　　　　　特异性及假阴性率

模拟灰区

上限值
灵敏度 假阳性率 特异性 假阴性率

０．８１０ ０．４１９ ０．０３０ ０．９７０ ０．５８１

０．８１１ ０．４１９ ０．０４０ ０．９６０ ０．５８１

０．８１７ ０．４３０ ０．０４０ ０．９６０ ０．５７０

０．８２８ ０．４４１ ０．０５１ ０．９４９ ０．５５９

０．８３７ ０．４５２ ０．０５１ ０．９４９ ０．５４８

２．４．２　灰区下限分析　部分模拟灰区下限值及其相应特异

性、假阴性率如表３所示，当灰区下限值分别为１．５７１及１．５８４

时，相应的假阴性率分别为０．０５４及０．０４３。若设定假阴性率

为０．０５时，则其相应的灰区上限值应介于１．５７１～１．５８４。同

样，根据线性内插法公式，可计算出灰区下限值为１．５７６。

表３　　模拟灰区下限值及其相应灵敏度、假阳性率、

　　　　　特异性及假阴性率

模拟灰区

下限值
灵敏度 假阳性率 特异性 假阴性率

１．５６１ ０．９４６ ０．７２７ ０．２７３ ０．０５４

１．５７１ ０．９４６ ０．７３７ ０．２６３ ０．０５４

１．５８４ ０．９５７ ０．７３７ ０．２６３ ０．０４３

１．５９０ ０．９５７ ０．７４７ ０．２５３ ０．０４３

１．５９４ ０．９５７ ０．７５８ ０．２４２ ０．０４３

３　讨　　论

抗ＨＢｅ对疾病诊断及预后判断均有较大意义
［３］。但近年

来的研究表明，在 ＨＢＶ感染的人群中，有相当比例的患者其

血清中抗ＨＢｅ的含量呈低水平状态，ＥＬＩＳＡ难以判断其阴阳

性［３４］。而本研究最后确定的灰区较大（０．８２７～１．５７６），与文

献报道相符［５］，这与ＥＬＩＳＡ方法学缺陷有很大关系。

ＥＬＩＳＡ中对标记、包被的抗原要求纯度高，抗原性完整。

而 ＨＢｅＡｇ和 ＨＢｃＡｇ均由病毒的 Ｃ基因编码。ＨＢｅＡｇ和

ＨＢｃＡｇ在一级结构上有很大的相似性，只是由于二级结构的

差异分别诱导了抗ＨＢｅ和抗ＨＢｃ，这样就给分离 ＨＢｅＡｇ带

来很高的难度。如在固相直接包被 ＨＢｅＡｇ，则会因为 ＨＢｅＡｇ

向 ＨＢｃＡｇ的易转变性，易导致测定误差。所以在试剂生产

中，当抗原材料中的干扰物质不易除去，或不易得到足够的纯

化抗原时，一般采用竞争法检测。

抗体的竞争法测定不同于只有单个抗原决定簇的小分子

抗原的竞争法测定，其测定的可靠性在很大程度上受竞争抗体

的特异性和亲和力大小的影响，竞争抗体与待测抗体在结合的

特异性及亲和力越接近一致，则测定的可靠性越强，但竞争用

抗体均为相应抗原免疫动物所得，与机体感染病毒后所产生的

抗体肯定会有所差异。因而，在目前抗ＨＢｅ的临床检测中，常

有难以解释的测定结果出现，这与其在方法学上的固有缺陷是

分不开的。

而另一方面，ＥＬＩＳＡ 结果的影响因素有很多。由于

ＥＬＩＳＡ常用手工操作，其加样、温浴温度及反应时间等试验步

骤难以标准化，导致其可重复性差；标本性质和试验条件对试

验结果也有很大的影响。本研究在各试验步骤中均考虑到相

关的影响因素，予以排除。

抗ＨＢｅ弱阳性有两种可能：一种是患者处于急性乙肝恢

复期，血清中抗ＨＢｅ开始上升，而尚未达到阳性，另一种可能

是已从阳性回落到低水平。目前对于这样的情况一种建议是

间隔采样，检测再确定。另外一种是采用灵敏与特异性高的检

测方法。ＭＥＩＡ具备高的灵敏度和特异性，在国外其已经取代

ＥＬＩＳＡ成为常规检测的方法。然而，ＭＥＩＡ方法价格昂贵，不

适合大批量的筛查工作。综合文献报道，结合 ＭＥＩＡ的高特

异性、灵敏度和 ＥＬＩＳＡ 的普遍性特点，最有效的方法是对

ＥＬＩＳＡ检测处于灰区的标本再用发光方法予以确定
［４，６］。因

此，确定实验室的ＥＬＩＳＡ检测灰区范围，对提高ＥＬＩＳＡ的诊

断效率有十分重要的意义。

ＲＯＣ曲线能较准确地确定方法学的临界点，是十分实用、

便捷的统计方法，其关键在于必须有金指标确定检测指标的灵

敏度与特异性等指标。本研究引入的 ＭＥＩＡ尽管具备较佳的

可重复性和准确性，在国际上已被公认为乙肝血清学标志物检

测的参考方法，ＲＯＣ曲线分析方法中，根据不同的需要，最佳

诊断点的分析方法有好几种，包括了固定假（下转第２４２９页）
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恢复期为（０．２４±０．１６）μｇ／Ｌ，败血症初期ＰＣＴ水平明显高于

健康对照组健康新生儿组和败血症组治疗后恢复期水平（犘＜

０．０１）。

ＣＲＰ是机体处于应激状态时由肝脏大量合成的急性时相

反应蛋白之一。生理状态下含量甚微，其迅速升高与参与炎性

反应和组织损伤修复过程有关［６］。在炎症或急性组织损伤后，

ＣＲＰ的合成则在４～６ｈ内迅速增加，３６～５０ｈ达高峰，经积极

合理治疗后，３～７ｄ降至正常
［７］。但ＣＲＰ增高还常见于围生

期窘迫、脑室内出血、胎粪吸入综合征等非感染性疾病，特异性

和敏感性不高［８９］，它可作为一个非特异性的细菌感染指标。

本组研究也证实败血症组新生儿血清中ＣＲＰ水平明显高于健

康对照组，经过治疗后恢复期ＣＲＰ迅速下降。

ＩＬ６是机体受炎症刺激后由Ｔ细胞、Ｂ细胞、单核巨噬细

胞及内皮细胞等分泌的细胞因子，升高的ＩＬ６可能具有双重

效应：作为一个信号调动机体防御反应，对肿瘤坏死因子等引

起的前炎性反应有分化和低调作用，诱导中性粒细胞的细胞凋

亡，使炎性反应得以消散；导致免疫功能失调，引起损伤后免疫

功能抑制［１０］。新生儿败血症早期（１～２ｄ）ＩＬ６即显著升高，

并且感染１周后基本恢复正常。ＩＬ６作为早期判断新生儿细

菌感染的指标，其水平的升高和疾病的严重程度有关。Ｋａｓｈ

ｌａｎ等
［１１］研究证明，在临床症状出现前２ｄ，血中ＩＬ６已明显升

高，特明是极低出生体质量儿败血症灵敏而可靠的指标。

总之，ＩＬ６、ＰＣＴ、ＣＲＰ３个指标由于在败血症感染时出现

的早晚不同，３个项目的联合检测能够避免漏检，故ＩＬ６联合

ＣＲＰ、ＰＣＴ检测更有助于新生儿细菌感染的诊断。
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阳性率（假阴性率）法、Ｙｏｕｄｅｎ指数最大法、交叉图法等
［７８］。

本研究的目的是划出ＥＬＩＳＡ检测抗ＨＢｅ的灰区，需要保证非

灰区部分的假阳性率及假阴性率达到较低水平，故采用固定假

阳性率及固定假阴性率的方法，并通过计算确定灰区的准确

取值。

灰区上限值为０．８２７时，相应的假阳性率为０．０５，其意义

为：若检测Ｓ／ＣＯ值小于０．８２７，则将其判为阳性所需冒的假阳

性风险为５％。同理，当检测Ｓ／ＣＯ值大于灰区下限值１．５７６

时，将其判为阴性所需冒的风险为５％。尽管仍有误判可能，

但５％为统计学上可接受范围，对检验人员及临床医师均具有

较强的指导意义。

ＲＯＣ曲线法是设定灰区的较理想方法，非灰区部分具有

较低的假阳性率和假阴性率。该方法得出的灰区范围０．８２７

～１．５７６符合本实验室实际工作要求，具有较佳的参考意义。

抗ＨＢｅ的 ＥＬＩＳＡ 检测存在的方法学的限制，为使抗

ＨＢｅ的结果报告更加科学、准确，增加不同医院间检测抗ＨＢｅ

结果的可比性，各实验室均应根据实际情况对抗ＨＢｅ的

ＥＬＩＳＡ检测结果设定灰区。对于落入灰区的标本，应客观报

告“灰区”，由临床医务人员根据患者实际情况综合判断，给出

相应的处理。
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