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自建检测系统定性检测乙型肝炎病毒表面抗原的重复性研究

徐全中，熊继红，张秀明（广东省中山市人民医院检验医学中心　５２８４０３）

　　【摘要】　目的　通过在自建检测系统上对乙型肝炎病毒表面抗原的测定，评估自建检测系统定性检测乙型肝

炎病毒表面抗原的重复性，并为其标准化提供参考依据。方法　参照ＮＣＣＬＳ《ＥＰ１２Ａ文件》，用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）在自建检测系统上对－２０％临界值浓度和＋２０％临界值浓度的样本分别测定２０次，然后对检测结果进行

统计学分析。结果　－２０％临界值浓度的样本阴性率为１０５％，＋２０％临界值浓度的样本阳性率为１００％。

结论　自建检测系统对±２０％临界值浓度范围以外样本的检测可以得到稳定的结果，可以满足《ＥＰ１２１２Ａ文件》对

定性试验重复性的要求。
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　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）标志物检测是临床

判断有无 ＨＢＶ感染最常用的指标，但其测定方法却多种多

样；虽然目前主要以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）定性检测为

主，但一直以来难以完全标准化，不同实验室间的测定难以得

到理想的一致结果，即使同一实验室的测定也难以得到一致的

检测结果。各个实验室有其各自不同的检测系统，而不同检测

系统间的不可比性是造成不同实验室结果不可比的重要原因。

同一份样本在同一检测系统上检测，理论上应该能够得到一致

的测定结果，但事实上并非如此，由于检测系统不稳定性的存

在，使得在同一检测系统上检测也难以得到理想的测定结

果［１２］。如何分析和评估定性检测系统的不稳定性是否在可接

受范围之内是检验工作者关心的问题。ＨＢＶ表面抗原（ＨＢ

ｓＡｇ）是 ＨＢＶ感染后最早出现的血清标志物之一，在 ＨＢＶ定

性检测中占有重要的地位。作者选取对 ＨＢｓＡｇ的检测来评

估本实验室检测系统定性检测 ＨＢｓＡｇ的重复性是否在可接

受范围之内。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　检测系统的组成　仪器：瑞士产Ｘｉｒｉｌ智能液体处理工

作站，德国ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ公司产ＢＥＰⅢ全自动酶联分析仪；试

剂：中山生物工程有限公司生产，批号为２０１１１１２６２，临界值为

２．１Ｎ（Ｎ为阴性对照均值，Ｎ＜０．０５时，按０．０５计算），阴阳对

照采用试剂配套阴阳品；质控品：来自卫生部临床检验中心

ＨＢｓＡｇ质控品（批号为２０１１０９００３，浓度为１ＩＵ／ｍＬ）。

１．１．２　样本的选用　样本选用卫生部临床检验中心 ＨＢｓＡｇ

质控品［批号为ＧＢＷ（Ｅ）０９００４１，浓度为２ＩＵ／ｍＬ］。

１．２　方法

１．２．１　临界值浓度样本的制备　对卫生部临床检验中心

ＨＢｓＡｇ质控品（批号为ＧＢＷ（Ｅ）０９００４１，浓度为２ＩＵ／ｍＬ）进

行连续的五点倍比稀释，制成不同浓度的样本，每一稀释倍数

的样本每天上午、下午各测定一批，每批测定２份，共检测５ｄ。

以每一稀释倍数样本的浓度值为横坐标，以每一稀释倍数样本

２０次测定的均值（Ｓ／ＣＯ）为纵坐标，进行曲线拟合计算出Ｓ／

ＣＯ为１时的稀释倍数。对此稀释倍数的样本每天上午、下午

各测定一批，每批测定４份，共检测５ｄ。

１．２．２　±２０％临界值浓度样本的检测　对根据拟合曲线计算

得到的±２０％浓度的样本进行检测，每天测定２批，每批测定

２份，共检测５ｄ。

１．２．３　每一批同时进行检测的阴阳对照和批号为２０１１０９００３

的卫生部临床检验中心 ＨＢｓＡｇ质控品均要求在控。否则应

弃掉此批检测结果。

１．３　性能验证标准

１．３．１　临界值样本验证标准　制备的临界值样本进行无限次

测定，检测结果其中５０％为阴性，５０％为阳性，说明制备的临

界值血清符合要求。

１．３．２　检测系统验证标准　在临界值基础上制备的－２０％浓

度的样本检测结果大于或等于９５％结果为阴性，＋２０％浓度

的样本检测结果大于或等于９５％为阳性，那么此检测系统测

定±２０％浓度范围以外的样本可以给出稳定的结果。

１．４　统计学分析　对进行拟合的数据进行直线相关和回归的
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离群值的检验，不采用有明显人为误差的结果，要求狉≥０．９７５

或狉２≥０．９５。

２　结　　果

２．１　进行直线相关和回归的离群值检验后的拟合曲线　见

图１。

图１　　样本浓度与２０次测定均值（Ｓ／ＣＯ）的关系

２．２　临界值浓度样本和±２０％临界值浓度样本的测定结果　

见表１。

表１　　临界值浓度样本和±２０％临界值浓度

　　　　样本的测定结果

项目 临界值浓度样本
－２０％临界值

浓度样本

＋２０％临界值

浓度样本

阴性（次） ２１ １９ ０

阳性（次） １９ １ ２０

合计 ４０ ２０ ２０

３　讨　　论

ＨＢｓＡｇ作为 ＨＢＶ感染机体的重要检测指标，对诊断是

否患有乙型肝炎具有重要的意义。但由于定性检测的特殊性

（影响因素众多）［２］和操作程序的难以完全标准化，致使其定性

检测的实验室间、实验室内批间的可比性差。浓度为１ｎｇ／ｍＬ

的 ＨＢｓＡｇ室间质评物不同实验室检出符合率甚至不到

７０％
［３］，这给临床判断带来了困难。

为实现 ＨＢＶ标志物检测的标准化，厂家作出了一定的说

明，各个实验室也建立了针对自己实验室的标准化操作程序，

但面对定性检测的极不稳定性，如何实现同一检测系统不同测

定批次间的可比性，即定性检测的良好重复性，是一个迫切的

现实问题。

ＮＣＣＬＳ的《ＥＰ１２１２Ａ文件》对实验室如何对定性试验进

行重复性评估给出了说明，本实验室选取具有重要意义的 Ｈｂ

ｓＡｇ进行重复性试验的探讨，用以评估本实验室检测系统定性

检测 ＨＢｓＡｇ的重复性。

临界值作为定性试验的重要判断依据，在定性试验中扮演

着重要的角色。对于试剂生产商提供的临界值可以通过一定

的方法加以评估［４］，本文不再另外说明。本试验直接采用试剂

生产商提供的临界值作为判断标准。在定性试验重复性的评

估中，对临界值样本的验证是至关重要的。在室内质控稳定，

批间变异（ＣＶ％）在１５％左右的情况下根据拟合曲线得出的

临界值是可信的［４］，即此临界值样本的无限次测定应该有

５０％为阴性、５０％为阳性
［５］；但对其验证仍是不可忽略的，测定

的总次数不应少于２０次，测定次数越多所得的结果越具代表

性。考虑到试验的可操作性，本试验对临界值样本验证的次数

设定为４０次。在临界值样本测定中有２１次被判断为阴性，而

阴性结果中最大Ｓ／ＣＯ为０．９９，出现阴性与阳性不完全相等的

情况可能与检测次数不够多有关。

表１表明本实验室在检测±２０％临界值浓度以外的样本

时，可以得到９５％的可信度
［５］，满足ＥＰ１２１２Ａ文件

［６］对实验

室定性检测重复性的要求。而±２０％临界值浓度范围之内的

标本可以通过间隔一定时间后重新采集患者标本复查的办法

或多种方法联合检测加以确认［７］。

由于定性检测影响因素较多，如人员、试剂、样本、加样、温

育、洗板、显色和比色等，这些均可影响检测的准确性。因此，

实验室在加强对实验室环境、设施和设备监测的同时，还应建

立针对本实验室的标准化操作程序，强化对人员的培训，摸索

出不同检测系统常规室内质控的监测方法。积极参加卫生部

和省临床检验中心的室间质评，以确保本实验室检测结果的可

靠性，为临床判断提供更具可信度的依据。
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［６］ 刘海英，姜林芳，郝风珍．慢性肾病血栓前状态的临床研

究状况［Ｊ］．中国中医药科技，２００６，１３（３）：２０８２０９．

［７］ ＮａｋａｍｕｒａＡ，ＳｕｚｕｋｉＴ，ＫｏｈｓａｋａＴ．Ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｍｏｄｕｌａｔｅｓｕｒｉｎａｒｙｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６［Ｊ］．Ｎｅｐｈ

ｒｏｎ，１９９５，７０：４１６４２１．

［８］ 梁永正，史伟，刘双信，等．肾小管功能检测在Ｉｇ肾病中

的临床意义［Ｊ］．黑龙江医学，２００４，２４（１）：１５１７．

（收稿日期：２０１２０３０６）
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