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　　质量控制是运用现代科学管理技术和数据统计学的方法，

使实验室的检验结果控制在允许的范围内所采取的一系列有

效措施。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）具有操作简单、灵敏度

高、特异性强、快速稳定及不需要特殊设备等优点。ＥＬＩＳＡ已

广泛应用于各种抗原和抗体测定，但其影响因素较多，其中任

何因素控制不当都会对检测结果产生严重影响。因此，必须加

强ＥＬＩＳＡ检测的全面质量控制，才能保证实验室检测结果的

准确可靠。综合目前国内外总结资料，结合作者工作经验，现

将ＥＬＩＳＡ使用过程中需要加以控制的关键因素综述如下。

１　人员素质

实验室检验人员必须熟练掌握ＥＬＩＳＡ的原理、检测试剂

和检测仪器的性能、操作方法、实验室质量控制及生物安全等

方面的知识，有较丰富的免疫血清学理论知识和操作经验，具

有独立分析判断与处理检测结果异常值的思维能力。人员素

质的高低将直接影响检测结果及影响有关数据的处理能力。

２　实验环境

２．１　室内温度对检测结果的影响非常大，特别是试剂的室温

平衡，因此实验室应安装冷暖空调，使环境温度控制在２０～

２５℃。

２．２　实验室环境中氯离子对ＴＭＢ显色也有很大影响，当氯

离子浓度增高时，可使ＴＭＢ显色，从而造成假阳性，这就要求

实验室不能用含氯离子的消毒剂［１］。

３　仪　　器

３．１　移液器　移液器应送计量检定校准部门检定或校准。同

时实验室也应不定期的使用万分之一的电子天平进行蒸馏水

称量法校准，误差控制在０．１０以内。

３．２　水浴箱　水浴箱应送计量检定校准部门校准。温度的高

低将直接影响试剂和样品的反应速度，应严格控制水浴箱内的

温度，注意水浴箱盖的密闭性，往往水浴箱温度计所指示的温

度与箱内的实际温度有一定的误差，必要时水浴箱内应放置温

度计加以核准。

３．３　洗板机　根据各种洗板机要求不同进行必要的调试，包

括洗板机的针头吸水高度、放水高度、泵的压力、加液量、浸泡

时间、洗涤次数及检测试剂对洗板机的其他要求。同时，洗板

时应注意管道的气泡及针头的通畅情况，最好进行预洗。

３．４　酶标仪　酶标仪应定期送计量检定校准部门校准，同时

加强对光学部分的维护，如用无水乙醇擦拭滤光片，防止

发霉［２］。

４　标　　本

患者标本中可能会含有干扰ＥＬＩＳＡ测定导致假阳性和假

阴性结果的干扰因素，可分为两大类，即内源性和外源性干扰

因素。

４．１　内源性干扰因素

４．１．１　类风湿因子（ＲＦ）　患者体内的 ＲＦ能显著干扰

ＥＬＩＳＡ检测，其中ＩｇＭ和ＩｇＧ型ＲＦ可以与ＥＬＩＳＡ检测中的

捕获抗体及标记二抗的Ｆｃ段直接结合，从而导致假阳性或假

阴性结果。解决办法：（１）在使用ＲＦ吸附剂后再检测，可有效

纠正错误结果；（２）稀释标本后再检测这对 ＨＡＶＩｇＭ、ＨＢＶ

ＩｇＭ和ＴＯＲＣＨ的ＩｇＭ抗体尤为有用。

４．１．２　补体　ＥＬＩＳＡ试验固相抗体和酶二抗可因其在固相

吸附及标记过程中抗体分子发生变构，其Ｆｃ段的补体Ｃ１ｑ分

子结合位点被暴露出来，使Ｃ１ｑ可以将二者连接起来，从而造

成假阳性；另一方面，固相抗体也会因为活化补体的结合，封闭

抗体的抗原表位结合能力，从而引起假阴性结果或使定量测定

结果偏低。解决方法：（１）用终浓度１０～４０ｍｍｏｌ／Ｌ处理标

本，灭活补体；（２）５６℃加热血清３０ｍｉｎ使Ｃ１ｑ灭活
［３］。

４．１．３　异嗜性抗体　人血中含有抗啮齿类动物（如鼠、马、羊

等）Ｉｇ抗体，即天然的异嗜性抗体，其通过非竞争机制干扰

ＥＬＩＳＡ检测，造成检测的假阴性或假阳性。解决办法：可在标

本稀释液或待检标本中加入过量的动物Ｉｇ，封闭可能存在的

异嗜性抗体。

４．１．４　人体动物抗体（ＨＡＡＡｓ）　ＨＡＡＡｓ是当机体受到外

源异种蛋白（如鼠、牛马、羊等）抗原刺激，激发机体免疫应答，

导致人体产生 ＨＡＡＡｓ。标本内的 ＨＡＡＡｓ结合了试剂中所

用动物源抗体形成复合物阻断了标本中分析物与之的特异性

结合，导致检测结果异常增高或降低，甚至出现假阳性或假阴

性，使实验检测结果与临床诊断不相符［４］。

４．１．５　交叉反应物质　待测标本中存在的类地高辛、甲胎蛋

白（ＡＦＰ）样物质等，是一些与检测的靶抗原有交叉反应的物

质，容易造成假阳性结果［５］。

４．２　外源性干扰因素

４．２．１　标本溶血　要注意避免出现严重溶血，如标本溶血，标

本中血红蛋白释放出来，血红蛋白含有血红素基团，其有类似

过氧化物的活性，因此在经辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）为标记酶

的ＥＬＩＳＡ测定中，吸附于固相，从而与后面加入 ＨＲＰ底物显

色反应，呈假阳性［６］。

４．２．２　细菌污染　样本的采集及血清分离中要注意尽量避免

细菌的污染，因为一是细菌生长分泌一些酶可能对抗原抗体等

蛋白产生分解作用；二是一些细菌的内源性酶（如大肠杆菌的

β半乳糖苷酶）本身会对相应酶作标记的测定方法产生特导性

干扰。

４．２．３　标本保存不当　标本在２～８℃下保存时间过长，ＩｇＧ

可聚合成多聚体，在间接ＥＬＩＳＡ测定中会导致本底过深，造成

假阳性结果。血清标本如是以无菌操作分离，则可以在２～

８℃下保存１周，样本长时间保存，应在－７０℃以下保存。冷

冻保存的血清标本必须注意避免因停电造成的反复冻融，标本

的反复冻融所产生的机械剪切力将对标本中的蛋白等分子产

生破坏作用，使抗体效价下降，从而引起假阴性结果。

４．２．４　标本凝固不全　标本采集后应使其充分凝固后再分离

血清，或标本采集时用带有分离胶的采集管或于采集管中加入

适当的促凝剂，这样有利于血清完全分离，否则血清中有纤维

蛋白原非特异性吸附于微孔而造成假阳性结果。标本在保存
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中如出现非细菌污染所致的混浊或絮状物时，应离心沉淀后取

上清液检测。

５　试剂使用和保管

优质的试剂是保证检验质量的基础。虽然国家采用批检

的形式对ＥＬＩＳＡ试剂严格把关，但不同厂家的试剂在性能上

仍存在较大差异，试剂的质量在很大程度上决定了检测水平，

因此，在使用之前必须对试剂进行严格把关。

５．１　选择灵敏度高，特异性强，精密度好，稳定性和安全性能

好且经济实惠的试剂。

５．２　保存试剂的冰箱应经常检查储存温度并做好记录，冰箱

应避免频繁开关，在试验开始前，将试剂盒先从冰箱中拿出来，

在室温放置２０～３０ｍｉｎ，否则水化层的形成可能影响试剂的原

始浓度及试剂中溶质分子的均匀分布。

５．３　配试剂所使用的蒸馏水或去离子水应保证质量。

５．４　当试剂盒以邻苯二胺（ＯＰＤ）为底物时，则底物溶液应在

反应显色前临时配制，显色反应过程需避光。

５．５　根据蛋白质在冷冻过程中出现蛋白分子分布改变的特

点，试剂在使用前要充分混匀。未用完的试剂和质控品要密封

并及时放回冰箱保存。

５．６　不同批次的试剂在制作过程中很难保证质量完全一致，

因此必须选择和订购长批号的试剂，这样才能避免试剂批号改

变而重新建立质量体系及重新评估试剂的复杂过程，并能保证

结果的稳定性［７］。

６　加血清样本及反应试剂

６．１　加样时应将标本加在微孔反应板底部，同时吸头不要接

触微孔反应板底部，每次加不同的标本均需更换吸头，以免发

生交叉污染。

６．２　加样速度不能太快，速度要均匀，角度要垂直，力度要一

致，避免加在孔壁上部和２个孔之间，防止溅出或产生气泡，造

成结果偏移。

７　温　　育

温育是ＥＬＩＳＡ测定中影响测定成败最为关键的因素，因

此在操作过程中一定要注意如下几点。

７．１　测量温育的温度要用水银温度计　温箱内的温度应恒定

在（３７±１）℃，尽量少开温箱门，温育时微孔反应板不要叠加，

严格按试剂盒说明书控制温育时间，不能人为延长或缩短温育

时间；微孔反应板温育时要加贴封片，这样可以防止孔内液体

成分蒸发或水珠等杂质滴入孔内影响检测结果。封片不能重

复使用，避免交叉污染。

７．２　要保证在设定的温度下有足够的反应时间　一般来说，

加完样品和反应试剂后，将微孔板从室温拿至水浴箱时，孔内

温度从室温升至所需温度需要一定时间，尤其是室温较低以及

非水浴的状态下，这段升温过程可能还比较长，要等到微孔板

的孔内温度升至所需温度时才开始计时，否则容易造成实际测

定中温育时间不够，弱阳性样本假阴性出现。

７．３　边缘效应的排除　为了保证好的测定效果，避免“边缘效

应”，可采用水浴的温育方式，让微孔板浮于水面上。或将浸透

水的纱布放入一大饭盒或一湿盒中，放入温箱，这样就会因为

板条孔底部直接与３７℃水或湿布接触，以及水溶箱或温盒内

的高温度而使反应溶液的温度迅速升至３７℃。

８　洗　　板

８．１　洗涤是ＥＬＩＳＡ不同于均相免疫学检测技术的一大特征，

洗涤在整个ＥＬＩＳＡ反应过程中虽不是一个反应步骤却非常关

键。其目的是将特异结合于固相的抗原或抗体与反应温育过

程中吸附的非特异成分分离开来，以保证ＥＬＩＳＡ测定的特异

性。用 ＨＲＰ为标记酶的ＥＬＩＳＡ试剂盒中使用的洗板液一般

为含０．０５％山梨醇２０的中性磷酸盐缓冲液，山梨醇２０为一

种非离子去垢剂，既含亲水基团，也含疏水基团，其在洗涤中的

作用机制是借助其疏水基团与经疏水性相互作用，被动吸附于

聚苯乙烯固相上蛋白的疏水基团形成疏水键，从而削弱蛋白与

固相的吸附。同时在其亲水基团与液相中水分子的结合作用

下，促使蛋白质脱离固相而进入液相，这样就可以达到去除掉

非特异吸附成分的目的。由于抗体或抗原的包被通常也是在

碱性条件下与固相的疏水基相互作用而被动吸附于固相，因此

要注意非离子去垢剂的使用浓度，如果山梨醇２０浓度高于

０．２％，可使包被于固相上的抗原或抗体解吸附而影响试验的

测定下限。

８．２　配制洗涤液需要用新鲜、干净、无菌、无污染的蒸馏水或

去离子水配制，洗涤液应现用现配，盛放洗涤液的塑料容器应

经常用清洗剂彻底清洗干净后方可使用，洗板时应保证洗涤液

注满微孔反应板各孔。洗完板后微孔反应板在吸水纸上轻轻

拍干［５］。

８．３　ＥＬＩＳＡ测定的洗板一般有两种方式，即手工和洗板机洗

板，无论何种洗板方式都应该严格控制洗板次数，增加洗板次

数会造成部分与固相结合的抗原抗体脱离，从而影响检测的灵

敏度，使样本检测的吸光度值偏低，造成假阴性［８］。减少洗板

次数会造成未与固相结合的抗原抗体未能完全被洗掉，从而引

起假阳性。在向板内注液时应避免气泡残留孔内，否则会因为

洗涤液难以进入孔中而影响洗涤效果。在采用洗板机洗板时，

要保证洗板机上的每个吸液针都能一致地插入板孔底部将洗

液完全吸净，要求洗板后残液小于２μＬ，即人工扣板垫纸不

湿，要注意加注洗液的探针孔的堵塞问题以及液体吸加的有效

性，假阳性往往与洗板不彻底有很大关系。

９　显　　色

９．１　大多数ＥＬＩＳＡ商品试剂盒选用 ＨＲＰ作为标记酶，ＨＲＰ

可催化的底物为过氧化氢，参加反应的显色供氢体有ＯＰＤ、邻

联甲苯胺及四甲基联苯胺（ＴＭＢ）等。操作时应注意各试剂盒

显色剂不能混用，添加顺序不能颠倒，不能溅出孔外［９］。在以

ＨＲＰ作为标记酶的ＥＬＩＳＡ试剂盒中，如以ＴＭＢ为底物，则是

提供的底物为Ａ和Ｂ２瓶应用液，Ａ液为Ｈ２Ｏ２，Ｂ液为ＴＭＢ。

ＴＭＢ是一种供氢体的染料，在 ＨＲＰ催化下，提供氢给 Ｈ２Ｏ２，

自身被氧化成蓝绿色，加入含有硫酸的终止剂，降低ｐＨ，即可

使蓝色的阳离子根转变为黄色的联苯醌，产物可稳定９０ｍｉｎ，

在波长为４５０ｎｍ处有最大消光系数。

９．２　在加入底物开始显色反应前，最好先检查一下底物溶液

的有效性，即可将Ａ和Ｂ两种液体各加１滴于清洁孔或试管

中，观察是否有显色出现，如有，则说明底物已变质，不能使用，

在以ＴＭＢ为底物的整个显色反应过程无需避光。

９．３　酶结合物不耐干燥，特别是在较高的温度下更易失活，加

入底物前，甩干的反应板在空气中暴露的时间长短会影响时间

结果，时间越长，则 Ａ值越低，因此甩干后的反应板应尽快滴

加底物［１０］。

１０　比　　色

ＥＬＩＳＡ比色结果必须通过酶标仪进行检测，不可用肉眼

判断结果，因为不同个体色觉存在差异，难以保证检测结果。

正确使用酶标仪应注意下面２点。

１０．１　在实验室进行 ＥＬＩＳＡ 测定时，以 ＴＭＢ为底物和以

ＯＰＤ为底物的试剂盒均有使用，由于所使用的波长不同，前者
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４５０ｎｍ，后者４９２ｎｍ，因此一定注意酶标仪的波长是否调至合

适和使用滤光片是否正确。

１０．２　酶标仪最好使用双波长进行测定，一般不必设空白孔，

在敏感波长４５０ｎｍ和非敏感波长６３０ｎｍ下各测定一项，敏感

波长的吸光度测定值为样本酶反应特异显色的吸光度及板孔

上指纹、刮痕、灰尘等脏物所致的吸光度之和，非敏感波长下测

定即改变波长至一定值，使样本测定酶反应特异显色的吸光度

值为零，此时测定的吸光度即为脏物的吸光度值，最后酶标仪

给出的数值为敏感波长的吸光度值与非敏感波长下的吸光度

值差。因此，双波长比色测定具有能排出由微孔板本身，板孔

内标本的非特异吸收，指纹、刮痕、灰尘等对特异显色测定吸光

度的影响的优点。

１１　结果的判定与报告

１１．１　结果判定　ＥＬＩＳＡ测定按其表示结果的方式分为定性

和定量测定，定性测定只是对标本是否含有待测抗原或抗体作

出“有”或“无”的结论，分别用“阳性”和“阴性”来表示，结果的

判定要严格依据试剂盒本身提供的临界值ｃｕｔｏｆｆ值进行结果

判断。定量测定需要制备标准曲线，根据标准曲线计算结果。

１１．２　注意钩状（ＨＯＯＫ）效应　ＨＯＯＫ效应是指免疫检测中

抗原抗体浓度比例不合适而致检测结果呈阴性的现象［１１１２］。

即被检物质浓度过高，过量的未被捕获的抗原与检测抗体发生

结合，阻断了捕获抗原抗体检测抗原抗体复合物的形成，从

而产生假阴性结果。对待 ＨＯＯＫ效应要注意几点：（１）关注患

者的临床诊断和其他实验室检查；（２）警惕任何异常的测定值

或模式；（３）使用免疫渗透层析法快速验证；（４）尽可能使用二

步法进行检测；（５）用健康人血清或生理盐水１０倍系列稀释再

检测［１３１４］；（６）另外有文献报道ＥＬＩＳＡ孵育过程中适当振荡也

可消除 ＨＯＯＫ效应
［１５］。

１１．３　灰区的问题　通常情况下ＥＬＩＳＡ结果报告方式为“阴

性”或“阳性”，在二者之间有一条明确的分界线，也就是阳性判

定临界值ｃｕｔｏｆｆ值，对于样本吸光度值（Ａ）高于ｃｕｔｏｆｆ值判

断为阳性，相反则判断为阴性，然而在实际工作中经常会出现

样本Ａ值位为ｃｕｔｏｆｆ值附近的数值，即 ＥＬＩＳＡ检测的 “灰

区”。目前市场上抗原抗体检测的ＥＬＩＳＡ试剂盒中均未涉及

到“灰区”的设置，仅仅依靠ｃｕｔｏｆｆ值来决定感染的有无，作者

在实际工作中发现，处于ｃｕｔｏｆｆ值附近的标本重复性很差，很

容易引起医疗纠纷。因此对于检测结果处于“灰区”的人员要

采取复查制度或用确认试验来加以确证［１６］。

１２　质量控制图

目前在临床检验实验室中，ＥＬＩＳＡ检测多采用ＬｅｖｅｒＪｅｎ

ｎｉｎｇｓ质控图法进行质控，但是由于某些实验室检测的样本量

较少而且频次较低，常常采用“即刻法”结合ＬｅｖｅｒＪｅｎｎｉｎｇｓ质

控图的方法进行质控［１７］。在每项试验中除了试剂盒附带的阴

阳性对照外，还要选择至少２个室内质控品，一个为弱阳性的

质控品的吸光度接近ｃｕｔｏｆｆ值，Ｓ／ｃｕｔｏｆｆ值应在２～４，另一个

为阴性质控品。认真分析每次失控的原因，定期对各项检测的

均值和变异系数等进行比对分析，及时发现检测过程的偏离情

况，采取适当的措施来提高检测的可靠性。

综上所述，尽管ＥＬＩＳＡ操作简单，但可影响ＥＬＩＳＡ检测

的因素很多，分布在整个检测过程。世界卫生组织专家曾对

ＥＬＩＳＡ的评价认为“ＥＬＩＳＡ作为免疫诊断应用是一个好方法，

但要做好它不容易”［１８２０］。因此必须不折不扣地全面加强各

环节的质量控制，当出现实验室检测结果与临床诊断不相吻合

时要及时进行沟通，共同查找其中的原因，判断是否存在某些

干扰因素，并采取适当方案重新检测，才能得到准确可靠且满

意的检测结果。
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