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酶联免疫试验两步法检测乙型肝炎病毒表面抗原的

影响因素分析

叶　炼，赵　政，王　芳，杨　平（四川省科学城医院，四川绵阳　６２１９００）

　　【摘要】　目的　探讨酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）两步法检测乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的影响因素。

方法　分别在稀释液的量、洗板时机、孵育时间、显色时间等不同条件下对阳性混合血清、阴性混合血清和弱阳性对

照血清进行检测。结果　使用滴瓶滴加１滴稀释液、不加入稀释液、加入血清后温育时间缩短为４５ｍｉｎ、加入酶结

合物后孵育时间缩短为１５ｍｉｎ、加入显色剂后显色时间缩短为１５ｍｉｎ，弱阳性结果较标准方法差异有统计学意义；

加入样本孵育１ｈ后洗板，阳性、弱阳性和阴性结果均较标准方法差异有统计学意义。结论　ＥＬＩＳＡ条件的改变，

就强阳性标本而言或许影响不大，但弱阳性标本的结果会被显著影响，尤其是处于临界值（灰区）的标本所受影响可

能就更为明显。
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　　血筛４项［乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、丙型肝炎病

毒抗体（抗ＨＣＶ）、人免疫缺陷病毒抗体（抗ＨＩＶ）、梅毒］两步

法纳入２０１０年４月颁布的新药典，自２０１０年１０月１日起上

市的试剂全部采用两步法，同时废除其他方法。本室于２０１１

年３月开始采用两步法对血筛４项进行检测。为了了解两步

法的影响因素，以 ＨＢｓＡｇ为例，在不同条件下进行检测，现报

道如下。

１　材料与方法

１．１　标本　来源于本院住院和门诊乙型肝炎患者标本，用酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）筛选出ＨＢｓＡｇＳ／ＣＯ≥１０的阳性标

本分离血清混合，作为阳性对照血清；ＨＢｓＡｇＳ／ＣＯ＜１阴性

标本分离血清混合，作为阴性对照血清。并使用由北京康彻思

坦生物技术有限公司所提供的 ＨＢｓＡｇ标准物质（１Ｕ／ｍＬ）作

为弱阳性对照血清。

１．２　仪器与试剂　美国宝特公司ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ８００全自动酶

标仪；美国宝特公司ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ５０／１２全自动洗板机；北京万

泰生物药业股份有限公司乙型肝炎病毒表面抗原诊断试剂盒

（酶联免疫法，两步法）。

１．３　方法　分别使用阳性、弱阳性和阴性对照血清按以下方

式进行检测，每种血清重复加入１０次，取其Ｓ／ＣＯ值的均值进

行比较。

１．３．１　标准方法　严格按试剂盒说明书进行操作：（１）稀释，

除空白孔外每孔加入样品稀释液２０μＬ；（２）加样，分别在相应

孔中加入阳性、弱阳性和阴性对照血清１００μＬ，轻轻振荡混

匀；（３）温育，封板后置（３７±１）℃温育（６０±２）ｍｉｎ；（４）加酶，除

空白孔外每孔加入酶标试剂５０μＬ，轻轻振荡混匀；（５）温育，

封板后置（３７±１）℃温育（３０±１）ｍｉｎ；（６）洗板，洗板机洗涤５

遍，扣干；（７）显色，每孔加入显色剂Ａ、Ｂ液各５０μＬ，轻轻振荡

混匀，（３７±１）℃避光显色（３０±１）ｍｉｎ；（８）测定，每孔加入终止

液５０μＬ，轻轻振荡混匀，１０ｍｉｎ内测定结果。

１．３．２　滴加１滴稀释液　除“（１）稀释”一步中稀释液改为直

接用滴瓶滴加１滴外，其余步骤同标准方法。

１．３．３　无稀释液　 除“（１）稀释”一步中不加入稀释液外，其

余步骤同标准方法。

１．３．４　加血清后温育时间的改变　除“（３）温育”一步中温育

时间由６０ｍｉｎ改为４５ｍｉｎ外，其余步骤同标准方法。

１．３．５　洗板　加入血清孵育后洗板这一步骤，其余步骤同标

准方法。

１．３．６　加酶后孵育时间的改变　除“（５）温育”一步中温育时

间由３０ｍｉｎ改为１５ｍｉｎ外，其余步骤同标准方法。

１．３．７　显色时间的改变　除“（７）显色”一步中显色时间由３０

ｍｉｎ改为１５ｍｉｎ外，其余步骤同标准方法。

１．４　统计学处理　所有数据资料采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统

计学分析。

２　结　　果

２．１　滴加１滴稀释液　使用２０μＬ稀释液的阳性标本Ｓ／ＣＯ

值为（１４．９９７±０．１４３），１滴稀释液的值为（１５．２４８±０．２３５），

差异无统计学意义（犘＝０．２００）；弱阳性标本为（１０．４９５±

０．２８３），１滴稀释液的值有所降低，为（８．３１７±０．２２７），差异有

统计学意义（犘＝０．００８）；阴性标本为（０．０７９±０．０２０），１滴稀
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释液的值为（０．２７０±０．１２７），差异无统计学意义（犘＝０．１１０）。

见表１。

２．２　无稀释液　使用２０μＬ稀释液的阳性标本Ｓ／ＣＯ值为

（１４．９９７±０．１４３），无稀释液的为（１５．３０２±０．０５４），结果差异

无统计学意义（犘＝０．０６０）；弱阳性标本为（１０．４９５±０．２８３），无

稀释液的为（１１．９２１±０．７００），结果差异无统计学意义（犘＝

０．０８３）；阴性标本为（０．０７９±０．０２０），无稀释液的值有所升高，

为（０．４２５±０．０６３），差异有统计学意义（犘＝０．００６）。见表１。

２．３　加血清后温育时间的改变　温育６０ｍｉｎ的阳性标本Ｓ／

ＣＯ值为（１４．９９７±０．１４３），４５ｍｉｎ的为（１４．５６２±０．１２６），差异

无统计学意义（犘＝０．０５２）；温育６０ｍｉｎ的弱阳性标本为

（１０．４９５±０．２８３），４５ｍｉｎ的为（９．５５６±０．８００），差异无统计学意

义（犘＝０．０９７）；温育６０ｍｉｎ的阴性标本为（０．０７９±０．０２０），４５

ｍｉｎ的为（０．２５４±０．１４３），差异无统计学意义（犘＝０．１４４）。见

表１。

２．４　加入血清孵育后洗板　标准方法的阳性标本Ｓ／ＣＯ值为

（１４．９９７±０．１４３），洗板后的值明显降低，为（５．９４６±０．４６７），

差异有统计学意义（犘＝０．００１）；标准方法的弱阳性标本为

（１０．４９５±０．２８３），洗板后的值明显降低，为（５．２３５±１．３２７），

差异有统计学意义（犘＝０．０２９）；标准方法的阴性标本为

（０．０７９±０．０２０），洗板后为（４．０１１±０．２８７），差异有统计学意

义（犘＝０．００２）。见表１。

２．５　加酶后孵育时间的改变　温育３０ｍｉｎ的阳性标本Ｓ／ＣＯ

值为（１４．９９７±０．１４３），１５ｍｉｎ为（１５．０６３±０．１４８），差异无统

计学意义（犘＝０．１４５）；温育３０ｍｉｎ的弱阳性标本为（１０．４９５±

０．２８３），１５ｍｉｎ的值明显降低，为（５．５７５±０．７７３），差异有统计

学意义（犘＝０．００７）；温育３０ｍｉｎ的阴性标本为（０．０７９±

０．０２０），１５ｍｉｎ为（０．８７３±０．１３０），差异有统计学意义（犘＝

０．０１０）。见表１。

２．６　显色时间的改变　显色３０ｍｉｎ的阳性标本Ｓ／ＣＯ值为

（１４．９９７±０．１４３），１５ｍｉｎ的值为（１５．００６±０．０７４），差异无统

计学意义（犘＝０．０５７）；显色３０ｍｉｎ的弱阳性标本为（１０．４９５±

０．２８３），１５ｍｉｎ的值明显降低，为（８．７９０±１．１０８），差异有统计

学意义（犘＝０．０３３）；显色３０ｍｉｎ的阴性标本为（０．０７９±

０．０２０），１５ｍｉｎ的值为（０．１７３±０．１６６），差异无统计学意义

（犘＝０．１０４）。见表１。

表１　ＥＬＩＳＡ一步法和两步法ＣＶ值比较（狓±狊，狀＝１０）

项目 标准方法 １滴稀释液 无稀释液 温育４５ｍｉｎ 洗板 孵育１５ｍｉｎ 显色１５ｍｉｎ

阳性 １４．９９７±０．１４３ １５．２４８±０．２３５ １５．３０２±０．０５４ １４．５６２±０．１２６ ５．９４６±０．４６７ １５．０６３±０．１４８ １５．００６±０．０７４

弱阳性 １０．４９５±０．２８３ ８．３１７±０．２２７ １１．９２１±０．７００ ９．５５６±０．８００ ５．２３５±１．３２７ ５．５７５±０．７７３ ８．７９０±１．１０８

阴性 ０．０７９±０．０２０ ０．２７０±０．１２７ ０．４２５±０．０６３ ０．２５４±０．１４３ ４．０１１±０．２８７ ０．８７３±０．１３０ ０．１７３±０．１６６

３　讨　　论

乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染是一个全球性的健康问题，目

前，全世界有２０亿的人感染 ＨＢＶ，３．５亿人为慢性乙型肝炎

患者［１２］。目前我国的 ＨＢＶ感染的形式依旧很严峻，ＨＢｓＡｇ

总流行率为９．７５％
［３４］；ＨＢｓＡｇ阳性患者大约有１．２亿

［５］。

现有慢性 ＨＢＶ感染者约９３００万人，占全世界的１／４；其中慢

性乙型病毒性肝炎患者超过２０００万例，占全世界慢性乙型肝

炎患者的１／３。２０１０年６～１１月，本科参与国家科技重大专项

“四川省绵阳市乙型肝炎与结核规模化现场流调及分级协同综

合防治一体化示范研究”，集中检测了７５０９例，其中１５岁以

下儿童１７８２例，１５岁以上成人８２９６例，阳性率为７．６３％，其

中儿童为２．０２％，成人８．９６％。所以国家强制要求使用特异

性和灵敏度更高的两步法替代一步法。

ＥＬＩＳＡ有９９．９％的准确率，被常用于筛检相应的血清标

志物［６９］。目前使用的两步法北京万泰乙型肝炎病毒表面抗原

诊断试剂盒较一步法有如下变化，究其原理解释如下：（１）加入

的样品稀释液可以中和样品中的非特异性干扰组分，有利于特

异性的提高。（２）样品的加样量增加，由原来的５０μＬ增加至

１００μＬ，提高了阳性标本的检出率。（３）孵育时间延长。标本

中的抗原与固相载体上的抗体开始反应结合形成第一步抗体

抗原，耗时１ｈ。ＥＬＩＳＡ作为一种固相免疫测定，抗原抗体的

结合反应在固相上进行，要使液相中的抗原或抗体与固相上的

特异抗体或抗原完全结合，必须在一定的温度条件下反应一定

的时间［１０］。（４）减少一次洗板。两步法酶标板包被的抗体以

及酶的浓度有所提高，但同时增加了酶与板的非特异性结合。

因此，必须借助样品在反应中起的阻断性作用，抑制酶标试剂

与板的非特异性结合。

以上的改变使得检测的灵敏度和特异性有明显提高，同时

检测步骤较以往的一步法明显复杂，所耗工时至少延长了９０

ｍｉｎ，给临床工作带来了极大的不便。为此，本实验室反复进行

了相关步骤的试验，以期改良工作程序，达到又快又好的完成

检测的目的。

虽然按试剂盒的要求，稀释液的量为２０μＬ，但临床大批

量操作时，不加稀释液或是只滴加１滴稀释液更为方便。但经

试验可以发现，阳性、弱阳性和阴性的结果差异有统计学意义，

特别是滴加１滴稀释液的弱阳性结果较标准方法的值偏低，可

能是稀释液量过多对样本稀释的原因造成的。而不加入稀释

液会使结果明显偏高，尤其是弱阳性和阴性标本受影响非常明

显。酶联免疫两步法于加酶前无需洗板，经试验验证，如果洗

板会花板，导致阴性血清和阴性对照的Ａ值升高，阳性血清和

阳性对照的Ａ值降低。为什么不能洗板，作者认为加样温育

之后直接加酶，加到孔里的酶相当于被稀释了，最终在孔里起

作用酶的浓度是被２０μＬ稀释液和１００μＬ样品稀释之后的浓

度。如果中间洗了板，再加入酶之后，那起作用的酶的浓度就

大大升高。

酶联免疫一步法将血清和酶标志物同时加入，温育时间为

３０ｍｉｎ，而两步法加入血清后温育时间延长至６０ｍｉｎ。温育时

间是酶联免疫试验中很关键的步骤。就阳性标本而言，缩短少

量时间也许影响不大，毕竟抗原量较大，抗原抗体可以特异性

反应；但弱阳性标本的结果就会被显著影响。本次试验选用的

弱阳性标本为１ＩＵ／ｍＬ的标准物质，若是处于临界值（灰区）

的标本所受影响可能就更为明显。这一特点通过１．３．６加酶

后孵育时间的改变也可得到印证，弱阳性标本的Ｓ／ＣＯ值为仅

为标准方法的一半左右。　　　 　　　　（下转第２５４９页）
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多使用口服药物治疗，普遍认为医院感染发生率不高，受重视

程度较低。

本院对２００８年１月至２０１１年１２月精神科医院感染进行

回顾分析，发现出现感染１４１例，感染率高达１０．４％，说明精神

科医院感染率极高，应予以重视。有研究认为，精神病患者兴

奋、躁动、违拗等情绪导致其用药较为困难，时常接受强制性治

疗，再加上其行为及自我控制能力较低，时而暴饮暴食，时而乱

食异物，增加了呼吸道及胃肠道的感染风险［４５］。而本组１４１

例感染患者中，呼吸道及胃肠道感染共出现９７例，占６８．８％，

是精神科医院感染的主要感染类型。作者发现，原发疾病、住

院时间及封闭式管理是影响精神科患者医院感染的独立危险

因素。精神分裂症及器质性精神障碍患者发病后患者自控能

力大幅降低，易受情绪暴躁等因素出现躯体受伤，从而导致感

染。本组１４１例感染患者中，精神分裂症及器质性精神障碍感

染率最高，分别为１３．０％及１４．９％，说明在精神科患者的护理

中应加大精神分裂症及器质性精神障碍患者的抗感染干预，降

低感染风险。还有研究认为，住院时间与医院感染发生率呈正

相关，精神科患者住院时间越长，感染发生率越高，住院时间超

过３０ｄ的患者，其感染风险上升５０％以上
［６］；而由于集中、封

闭式治疗导致的病房环境较差、空气不流通、飞沫传播等因素

为病原菌的传播提供了便利的条件，加上患者神志不清，生活

用品及床铺混用，为感染的互相传播提供了基础。因此，应改

善住院条件、加强患者生活护理、实行每日开窗通风２次，每次

不少于３０ｍｉｎ，严格消毒并密切观察患者病情变化，将精神科

院内感染发生风险降至最低。

综上所述，原发疾病、住院时间及封闭式管理是影响精神

科患者医院感染的独立危险因素，患有精神分裂症或器质性精

神障碍、住院时间较长且长期接受封闭式管理患者感染率最

高，因此，应加强精神科病房管理，采取积极有效的干预措施，

控制医院感染的发生。
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酶联免疫两步法将显色时间由１５ｍｉｎ延长为３０ｍｉｎ。就

阳性和阴性标本而言，缩短显色时间对影响不算太大；但弱阳

性标本的结果就很受影响，其Ｓ／ＣＯ 值为仅为标准方法的

８０％左右。

综上所述，酶联免疫试验条件的改变，就强阳性标本而言

或许影响不大，毕竟抗原量较大，抗原抗体可以特异性反应；但

弱阳性标本的结果就会被显著影响，尤其是处于临界值（灰区）

的标本所受影响可能就更为明显。所以，日常工作中应严格按

照试剂盒说明书进行操作。但在此也希望试剂盒研发厂商能

在保证试验质量的同时，关注测试的方便与人性化。比如，稀

释液滴瓶的设计上，能否将滴瓶的刻度直接设计为准确滴加

２０μＬ。
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