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单采血小板乙型肝炎病毒表面抗原快速检测的漏检分析

杨俊鸿，彭　楷，刘加伟，杨　培△，骆展鹏，邹晓萍，王娟娟（重庆市血液中心　４０００１５）

　　【摘要】　目的　通过比较胶体金法和酶联免疫法检测前端漏检单采血小板献血员标本结果，分析快速检测筛

查漏检原因。方法　采用金标法和酶联免疫法再次检测乙型肝炎病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）前端筛查阴性、采集后酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测呈反应性的３１例单采血小板献血员标本，对结果进行对比分析。结果　３１例前端

漏检标本ＥＬＩＳＡ检测结果均为阳性，再次用胶体金法检测有１６例阴性，１５例阳性，总的一致性为４８．４％。ＥＬＩＳＡ

阳性标本中Ｓ／ＣＯ值小于１０前端筛查漏检再次用胶体金法检测为阳性结果的有３例，阴性１４例，一致性为９．７％；

Ｓ／ＣＯ值在１０～３０时用胶体金法检测为阳性的标本总共有１４例，阴性为２例，一致性为４５．２％；Ｓ／ＣＯ值大于３０

的９例标本再次用胶体金法检测全部检出，一致性为１００．０％。结论　试剂检测方法不同所致的分析灵敏度差异

和检测过程中操作不当是 ＨＢｓＡｇ漏检的主要原因，胶体金试剂与ＥＬＩＳＡ试剂包被片段不同以及观察时间不够也

是单采血小板 ＨＢｓＡｇ漏检的常见原因。
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　　我国是乙型肝炎的高流行区，约有１０％人群为乙型肝炎

病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）携带者。为了最大限度保障献血者的

健康和降低经血传播疾病的风险，以及减少血液报废，血液采

集前采用快速、高效的方法对献血者进行筛查是十分必要的。

由于采集单采血小板的耗材成本较全血高，以及献血者血液中

血小板达到单采血小板要求的献血员相对较少，而临床需求量

大、输入受血者体内的血液体积较多，因此单采血小板在采集

前的筛查工作质量更显重要。但在实际工作中前端筛查与血

液最终检测结果的符合性仍然存在一定的差距。为了分析并

减小这种差距，作者针对 ＨＢｓＡｇ这个项目收集到了本中心

２０１２年３月至２０１３年１０月 ＨＢｓＡｇ前端胶体金法筛查阴性、

采集后酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测呈反应性的３１例单采

血小板献血员标本再次采用两种方法检测，分析快速检测漏检

的原因。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１～２０１３年本中心 ＨＢｓＡｇ实验室ＥＬＩＳＡ

检测呈反应性的３１例单采血小板献血员血浆标本，标本收集

后置于－３０℃以下冷冻保存。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　Ｘｉｒｉｌ全自动加样仪、ＢＥＰⅢ全自动酶联免疫后

处理系统、２００ｍＬ移液器、秒表。

１．２．２　试剂　ＥＬＩＳＡ 检测 ＨＢｓＡｇ抗原诊断试剂盒、胶体金

法 ＨＢｓＡｇ诊断试剂盒。

１．３　方法

１．３．１　标本准备　标本从冷冻冰箱取出后在３７℃孵育箱内

复融，并平衡４０ｍｉｎ，平衡后将标本充分混匀待测。

１．３．２　胶体金法　采用胶体金试纸条，按 ＨＢｓＡｇ诊断试剂

盒（胶体金法）试剂说明书要求检测标本，用移液器加样８０μＬ

后开始计时，３０ｍｉｎ内观察结果，只出现质控线为阴性结果，

质控线和检测线同时出现为阳性结果。记录标本检测结果以

及阳性标本检测线出现时间。

１．３．３　ＥＬＩＳＡ　按 ＨＢｓＡｇ诊断试剂盒（ＥＬＩＳＡ）试剂说明书

要求检测标本，采用Ｘｉｒｌ全自动加样仪加样，用ＢＥＰⅢ全自动

ＥＬＩＳＡ后处理系统进行试验及结果判读，Ａ 值大于或等于

ＣＵＴＯＦＦ值为阳性。设置室内质控，并且结果受控。

１．４　统计学方法　使用一般统计学方法计算前端漏检标本中

胶体金法检测结果与ＥＬＩＳＡ结果总的一致性，ＥＬＩＳＡ阳性结

果Ｓ／ＣＯ值小于１０时结果的一致性、Ｓ／ＣＯ值在１０～３０时结

果的一致性以及Ｓ／ＣＯ值大于３０时的一致性。

２　结　　果

２．１　３１例标本ＥＬＩＳＡ检测结果均为阳性，再次用胶体金法

检测有１６例阴性，１５例阳性，总的一致性为４８．４％。

２．２　ＥＬＩＳＡ阳性标本胶体金法检测结果　Ｓ／ＣＯ值小于１０

前端筛查漏检再次用胶体金法检测为阳性结果的有３例，检测

线出现时间为８～１２ｍｉｎ，阴性１４例，一致性为９．７％；Ｓ／ＣＯ

值在１０～３０时用胶体金法检测为阳性的标本总共有１４例，检

测线出现时间为２～８ｍｉｎ，阴性２例，一致性为４５．２％；Ｓ／ＣＯ

值大于３０的９例标本再次用胶体金法检测，在２～５ｍｉｎ内全

部检出，一致性为１００．０％。

３　讨　　论

胶体金法是２０世纪９０年代初在免疫渗滤技术基础上建

立起来的一种免疫学快速检测技术，ＨＢｓＡｇ胶体金试剂采用

双抗体夹心法，在硝酸纤维素膜上的检测区包被抗ＨＢｓ，在对

照区包被羊抗鼠ＩｇＧ。检测时，阳性标本中的 ＨＢｓＡｇ与试纸

条前端的胶体金抗体结合形成免疫复合物，在层析作用下，复

合物沿膜带移动，在检测区形成紫红色条带。胶体金法检测

ＨＢｓＡｇ因为其具有快速、操作简单、准确率高、无需特殊设备

等优点，被广泛应用于血液采集前端筛查，但是由于方法的局

限性，其检测灵敏度较ＥＬＩＳＡ低。

胶体金法试剂灵敏度较ＥＬＩＳＡ低是引起漏检的主要原因

之一，胶体金法检测灵敏度低于ＥＬＩＳＡ检测灵敏度
［１］。文献

［１］报道采用胶体金法检测ＥＬＩＳＡ结果全阴性１００例，ＨＢｓＡｇ

阳性、乙型肝炎病毒ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）阳性和乙型肝炎病毒核心

抗原（抗ＨＢｃ）阳性１００例，ＨＢｓＡｇ阳性、乙型肝炎病毒ｅ抗体

（抗ＨＢｅ）阳性、抗ＨＢｃ阳性１００例和抗ＨＢｓ阳性１００例，共

４００份新鲜血清。检测这些血清中 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、ＨＢｅＡｇ、

抗ＨＢｅ以及抗ＨＢｃ，同时采用ＥＬＩＳＡ检测相同的标本、相同

的项目，ＥＬＩＳＡ严格按试剂盒说明书要求进行操作检测。用

ＥＬＩＳＡ检测完成后，立即再用胶体金试剂进行检测，将检测试

纸条的加样区直接浸入待测血清中１０ｓ，取出后平放静置，在

５～３０ｍｉｎ内观察检测结果。胶体金免疫层析法和ＥＬＩＳＡ均

采用原卫生部的乙型肝炎病毒质控样品作为室内质控。以此
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评价胶体金法检测血清乙肝免疫标志物的特异性和灵敏度。

应用胶体金免疫层析法对各个浓度的质控样品进行重复性测

定，每个标本分别重复检测２０次。结果显示１μｇ／ＬＨＢｓＡｇ

和３０Ｕ／Ｌ抗ＨＢｓ的２０次结果均为阴性，其余各个浓度的质

控样品２０次均为阳性。ＨＢｓＡｇ项目与ＥＬＩＳＡ相比，胶体金

法灵敏度为９６．０％，特异性为１００．０％，其灵敏度相对较低。

更有资料报 道 Ｓ／ＣＯ 值 低 于 １０ 时，胶 体 金 法 检 出 率 为

０．０％
［２］。文献［２］报道采用２个厂家提供的ＨＢｓＡｇ胶体金免

疫层析法试纸条以及１个厂家提供的ＥＬＩＳＡ 试剂共检测６００

份血清标本的 ＨＢｓＡｇ，室内质控标本由康彻思坦公司提供，定

值为２Ｕ／ｍＬ。方法严格按照３个试剂厂家的说明书规定以

及试验要求的环境条件下进行检测。ＥＬＩＳＡ检测时，每天用

室内质控物进行质控，并确保在控。对检测结果进行了统计分

析，结果显示２个厂家提供的胶体金法试剂检测的阴、阳性结

果与ＥＬＩＳＡ法检测结果总的一致性分别为９６．５％和９７．３％，

阳性标本检测结果的一致性分别为８６．７％和８９．４％。阳性标

本的Ｓ／ＣＯ值在１０以下时，两种国产试纸条的检测结果与

ＥＬＩＳＡ一致性均为０．０％，阴性标本的检测结果的一致性均大

于１００．０％。表２数据表明Ｓ／ＣＯ值低于１０的弱阳性标本总

数为１７例，胶体金法检测阴性结果为１４例，占弱阳性标本的

８２．４％，占总漏检标本的４５．２％；这是由于其检测方法所决定

的，对于此类漏检不再继续查找原因［３］。文献［３］报道采用

ＨＢｓＡｇ胶体金试剂检测 ＨＢｓＡｇ定值血清１ｎｇ／ｍＬ（２Ｕ／

ｍＬ）、２ｎｇ／ｍＬ（４Ｕ／ｍＬ）、５ｎｇ／ｍＬ（１０Ｕ／ｍＬ），ＨＢｓＡｇ标准

物质４Ｕ／ｍＬ和阴性质控血清，检测ＨＢｓＡｇ强阳性血清６份、

４Ｕ／ｍＬ阳性质控血清２份和阴性质控血清２份，同时记录检

测对照线和检测线出现的时间，同时采用ＥＬＩＳＡ检测这些标

本，结果Ｓ／ＣＯ值低于１０的标本胶体金法未能检出。但是作

为一种病原体标志物的快速检测试验，应该是在确保特异性的

前提下，选择灵敏度较高的试剂。

检测方法原因引起的单采血小板 ＨＢｓＡｇ快速检测漏检

还包括试剂包被片段不同或者少数标本可能存在 ＨＢＶ变异

或者亚型导致阳性标本漏检［４］。如本次分析中有２例ＥＬＩＳＡ

检测Ｓ／ＣＯ值在１０～２０的阳性标本，再次用金标法检测均为

阴性结果，可能属于此种情况。

检测过程导致单采血小板 ＨＢｓＡｇ快速检测漏检的主要

原因是工作人员操作不当所致。本次分析中５例Ｓ／ＣＯ值在

１０～２０的阳性标本，再次用胶体金法检测３例检测结果为阳

性，阳性结果检测线出现时间在２～８ｍｉｎ；同时有９例Ｓ／ＣＯ

值大于３０的强阳性标本，再次用检测胶体金法检测在５ｍｉｎ

内全部出现阳性结果。此类前端检测漏检再次用胶体金法检

测为阳性的标本总共有１４例，占总漏检标本的４５．２％。检测

操作中如加样量不足、稀释液滴加时间或位置不正确、检测试

剂保存条件不符合说明书要求以及未及时将没用完的试剂条

密封保存等不规范的操作均可能导致高浓度的阳性 ＨＢｓＡｇ

献血员筛查时漏检。与文献［５］报道的胶体金法漏检分析一

致，该报道分析了２００３年４～６月４９５９份街头献血 ＨＢｓＡｇ

胶体金法快速检测的阴性标本，用两种 ＨＢｓＡｇＥＬＩＳＡ试剂严

格按照说明书要求及步骤进行初复检，两种试剂检测结果

Ｓ／ＣＯ值均大于或等于１．０阳性者或其中一种试剂Ｓ／ＣＯ值大

于或等于１．０，经同一试剂双孔复查后任一孔结果Ｓ／ＣＯ大于

或等于１．０为阳性。结果显示有２２例标本ＥＬＩＳＡ检测 ＨＢ

ｓＡｇ结果为阳性，漏检率为０．４４％，将２２份胶体金法漏检标本

再次用胶体金试剂检测，有１８例仍为阴性，４例为阳性。结果

显示的４例漏检标本为人为原因引起，占１８．１８％。

检测过程引起的另一个比较重要的漏检原因为观察时间

不够。本次分析中有３例弱阳性的标本检测结果为阳性，但是

阳性结果检测线出现时间相对较长，在８～１２ｍｉｎ。在献血员

较多的情况下，前端快速检测筛查判读结果的时间有缩短的情

况，也是造成部分弱阳性标本漏检的原因。文献［６］报道，观察

结果的时间延长至１０～１５ｍｉｎ为宜。该文献针对１２９２３份经

胶体金法初筛合格的血液标本采用ＥＬＩＳＡ进行复检，复检阳

性的标本再用胶体金法进行检测，对其检测结果进行分析。严

格按照试剂说明书进行检测。结果有２１３份标本ＥＬＩＳＡ结果

为阳性，表明漏检率为１．６５％（２１３／１２９２３）；ＥＬＩＳＡ结果Ｓ／

ＣＯ值大于２５．０的６９份强阳性标本，胶体金法检测５ｍｉｎ内

全部出现阳性结果；ＥＬＩＳＡ结果Ｓ／ＣＯ值为９．１～２５．０的６５

份较强阳性血液标本，胶体金试纸条在５～１０ｍｉｎ内先后出现

比较清晰的紫红色条带检测线；ＥＬＩＳＡ 结果 Ｓ／ＣＯ 值位于

４．１～９．０的４２份较弱阳性标本，１０～１５ｍｉｎ内出现阳性结

果，只是部分检测线显色过于浅淡；ＥＬＩＳＡ结果Ｓ／ＣＯ值介于

１．０～４．０的３７份弱阳性标本，超过１５ｍｉｎ后检测线尚未显

色，按要求不再继续观察，按阴性结果处理。因此做采血前端

快速检测筛查的工作人员应摸索出最佳检出效率与工作效率

相匹配的判读时间，以减少观察时间不够所引起的漏检。

另外，文献［７］报道，季节变化对胶体金法检测结果也有影

响，在温度低、湿度高的季节，ＨＢｓＡｇ胶体金法漏检率较高。

该报道将胶体金法对 ＨＢｓＡｇ检测漏检率与一年四季温湿度

的关系进行分析，统计了２００８～２０１２年街头采血车内温度、湿

度变化对胶体金法筛查 ＨＢｓＡｇ的影响，结果显示，２００８～

２０１２年这５年间１～３月和１０～１２月这２个温度低、湿度高的

季节 ＨＢｓＡｇ平均漏检率分别为０．７３％和０．８０％，高于其他２

个季节（０．６９％和０．６８％）。由于无偿献血工作主要是在街头

采血车上进行，环境条件不易控制，在因此工作人员应该注意

试剂使用的环境条件，尽可能在其适宜的温度、湿度条件下进

行检测，降低漏检率。

单采血小板前端筛查 ＨＢｓＡｇ是减少血小板报废和预防

输血性感染乙型肝炎的一道重要防线，首先应选择灵敏度和特

异性都较好的试剂用于前端筛查，以减少试剂原因引起的漏

检。但是更重要的是要避免人为因素引起的漏检，因此要加强

快速检测工作人员的素质培养，规范工作人员的操作步骤，保

证检测结果的真实性，减少经济损失，减少宝贵的血小板资源

浪费。
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