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ＨＩＶ初筛实验不同策略的选择及其在临床应用中的评价
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　　【摘要】　目的　回顾分析南京医科大学第一附属医院近５年３３２例初筛阳性标本使用的多种血清学方法的检

测结果，为临床实验室推荐人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）初筛实验的优选方案。方法　对２０１０年１月至２０１４年４月

在南京医科大学第一附属医院就诊者的３３１９６８份样本进行 ＨＩＶ抗体初筛，３３２例初筛阳性样本用第四代酶联免

疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂复检，以蛋白印迹试验（ＷＢ）结果为金标准，比较分析第三代ＥＬＩＳＡ试剂、第四代ＥＬＩＳＡ

试剂以及分别与胶体金组合检测的结果。结果　３３２例 ＨＩＶ抗体筛查阳性样本，经 ＷＢ试验确证阳性１８９例。第

三代ＥＬＩＳＡ试剂检测确证阳性符合率为５７．２７％，第四代ＥＬＩＳＡ试剂检测确证阳性符合率为８９．１５％，两者比较，

差异有统计学意义（犘＝０．００）。第三代ＥＬＩＳＡ试剂检测漏检１例确证阳性标本和１例确证不确定标本；第四代

ＥＬＩＳＡ试剂检测未发现漏检阳性标本，并检出１例窗口期标本。第四代ＥＬＩＳＡ与胶体金组合后，确证阳性符合率

较第三代ＥＬＩＳＡ与胶体金组合提高了３．９１％。结论　第四代ＥＬＩＳＡ试剂用于 ＨＩＶ抗体筛查优于第三代ＥＬＩＳＡ

试剂，尤其是与胶体金的组合，明显提高了 ＨＩＶ检测的确证阳性符合率，并有利于 ＨＩＶ感染窗口期的检测，推荐作

为临床实验室 ＨＩＶ优选筛查方案。
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　　艾滋病是由人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染引起的一种全

球性传染病。目前尚无有效的预防性疫苗，早期诊断对于控制

艾滋病疫情就显得尤为重要。ＨＩＶ的实验室诊断主要依靠血

清学检测，适用于 ＨＩＶ感染窗口期后至艾滋病患者死亡的整

个过程。ＨＩＶ抗体检测是 ＨＩＶ血清学检测的常规方法，是艾

滋病诊断的一项重要指标，分为筛查试验和确证试验［１］。目前

临床 ＨＩＶ抗体筛查试验常用的方法是酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）和快速检测试验。ＥＬＩＳＡ是最早应用在 ＨＩＶ抗体初

筛实验中血清学检测技术，其检测试剂已经历经了第一代、第

二代、第三代和第四代产品。目前国内的医院大多使用的是第

三代ＥＬＩＳＡ检测试剂，其敏感性和特异性较前两代检测试剂

有了很大的提高，但还是有假阳性和假阴性结果报道，尤其是
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在感染窗口期［２］。第四代ＥＬＩＳＡ试剂是在第三代ＥＬＩＳＡ试

剂的基础上，加入了ｐ２４抗原的检测。Ｐ２４是 ＨＩＶ病毒的主

要核蛋白，形成病毒核心颗粒的外层。Ｐ２４抗原是人感染 ＨＩＶ

时血液中最早出现的抗原，在抗体产生前数周出现。Ｐ２４抗原

检测的加入使得第四代ＥＬＩＳＡ试剂能够更早期地发现 ＨＩＶ

的感染，提高 ＨＩＶ感染窗口期的检出率，减少 ＨＩＶ在人群中

传播的危险［３４］。目前，第四代ＥＬＩＳＡ检测试剂已经开始应用

于临床，但实际临床应用效果还有待评估。本文就２０１０年１

月至２０１４年４月在南京医科大学第一附属医院就诊患者的

３３１９６８份 ＨＩＶ筛查样本做回顾性分析研究，对 ＨＩＶ第三代

ＥＬＩＳＡ、第四代ＥＬＩＳＡ、或（和）胶体金免疫层析法与 ＨＩＶ检测

确证试验蛋白印迹试验（ＷＢ）进行了比较分析，现将结果报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　检测者来自２０１０年１月至２０１４年４月在南

京医科大学第一附属医院门诊及住院的就诊者，共计３３１９６８

份血清样本。通过第三代ＥＬＩＳＡ试剂对 ＨＩＶ抗体进行筛查，

胶体金进行复检。３３２例初筛阳性（反应性）样本送南京市疾

病预防控制中心使用第四代ＥＬＩＳＡ试剂进行复检及 ＷＢ确

证。１８９例 ＨＩＶ抗体确证阳性，年龄５～７９岁，男女比例为

１５５∶３４。

１．２　仪器与试剂　ＭＩＣＲＯＬＡＢＳＴＡＲＶＥＮＵＳ加样系统，

ＭＩＣＲＯＬＡＢＦＡＭＥ分析系统，试剂由上海科华生物工程股份

有限公司提供。ＢＩＯＢｅｎｃｈｍａｒｋＰｌｕｓ酶标仪，试剂由生物梅里

埃公司提供。

１．３　方法　ＥＬＩＳＡ方法根据ｓ／ｃｏ值判断结果。ｓ／ｃｏ≥１为阳

性（反应性），ｓ／ｃｏ＜１为阴性（无反应性）。胶体金免疫层析法，

在３０ｍｉｎ内出现两条带为阳性（反应性）。ＷＢ蛋白印迹试验

严格按照说明书的要求操作。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析，计数资

料组间比较采用四格表χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ第三代、第四代试剂检测结果比较　通过比较可

以看出，第三代ＥＬＩＳＡ试剂与第四代ＥＬＩＳＡ试剂的差异有统

计学意义。第四代ＥＬＩＳＡ与胶体金组合后，确证阳性符合率

较第三代ＥＬＩＳＡ与胶体金组合提高了３．９１％。见表１。

表１　ＥＬＩＳＡ第三代第四代试剂检测结果比较

方法
阳性数

（狀）

假阳

性数（狀）

假阴

性数（狀）

确证阳性

符合率（％）
χ
２ 犘

第三代ＥＬＩＳＡ ３３０ １４１ １ ５７．２７ － －

第四代ＥＬＩＳＡ ２１２ ２３ ０ ８９．１５ ９５．７００．００ａ

第三代ＥＬＩＳＡ＋胶体金 ２１３ ２４ ０ ８８．７３ ０．０２０．９０ｂ

第四代ＥＬＩＳＡ＋胶体金 ２０４ １５ ０ ９２．６４ １．５６０．２１ｃ

　　注：ａ第四代ＥＬＩＳＡ与第三代ＥＬＩＳＡ比较；ｂ第三代ＥＬＩＳＡ＋胶体

金与第四代ＥＬＩＳＡ比较；ｃ第四代ＥＬＩＳＡ＋胶体金与第三代ＥＬＩＳＡ＋

胶体金比较。－表示无数据。

２．２　筛查阳性样本ｓ／ｃｏ值的分布情况　从３３２例两代试剂

检测ｓ／ｃｏ值的分布情况中可以看出，第四代ＥＬＩＳＡ试剂 ＨＩＶ

抗体阳性的ｓ／ｃｏ值集中分布在较高的数值，更易于判断，并且

没有漏检。见表２。

２．３　ＥＬＩＳＡ＋胶体金试验复检与确证结果比较　从表３中可

以看出，联合胶体金检测，避免了第三代ＥＬＩＳＡ试剂的漏检。

表２　筛查阳性样本ｓ／ｃｏ值的分布情况（狀）

ｓ／ｃｏ范围
第三代确证结果

样本数 阳性 阴性 不确定

第四代确证结果

样本数 阳性 阴性 不确定

≥６ １６２ １４８ ７ ７ ２０２ １８８ ５ ９

１～５．９９ １６８ ４０ １２２ ６ １０ １ ４ ５

＜１ ２ １ ０ １ １２０ ０ １２０ ０

总计 ３３２ １８９ １２９ １４ ３３２ １８９ １２９ １４

表３　ＥＬＩＳＡ＋胶体金试验复检与确证结果比较（狀）

ｓ／ｃｏ

胶体金

第三代确证结果

样本数 阳性 阴性 不确定

第四代确证结果

样本数 阳性 阴性 不确定

≥６ ＋ １５８ １４８ ３ ７ １９９ １８８ ３ ８

－ ４ ０ ４ ０ ３ ０ ２ １

１～５．９９ ＋ ５３ ４０ ９ ４ ４ １ ０ ３

－ １１５ ０ １１３ ２ ６ ０ ４ ２

＜１ ＋ ２ １ ０ １ ９ ０ ９ ０

－ ０ ０ ０ ０ １１１ ０ １１１ ０

总计 ３３２ １８９ １２９ １４ ３３２ １８９ １２９ １４

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

２．４　ＷＢ条带结果　３３２例初筛阳性标本中，第三代ＥＬＩＳＡ

试剂筛查漏检１例阳性和１例不确定标本。第四代ＥＬＩＳＡ试

剂检测该２例标本的ｓ／ｃｏ值分别为１７．６５和１．８１。ＷＢ确证

结果表明该２例标本均包含ｐ２４条带。见表４。

表４　两代试剂筛查不一致 ＷＢ条带结果

患者
第三代

（ｓ／ｃｏ）

第四代

（ｓ／ｃｏ）
ＷＢ抗体条带

１ ０．２５ １７．６５
ｇｐ１６０、ｇｐ１２０、ｐ６６、ｐ５５、ｐ５１、ｇｐ４１、ｐ３９、

ｐ３１、ｐ２４、ｐ１７

２ ０．９４ １．８１ ｇｐ１６０、ｐ２４（±）

３　讨　　论

　　检测所用试剂是影响ＥＬＩＳＡ检测结果的关键因素。随着

科技的发展，ＨＩＶＥＬＩＳＡ检测试剂包被的抗原已从第一代的

全病毒裂解物，发展为目前的以基因重组和多肽抗原包被和标

记的第三代 ＥＬＩＳＡ双抗原夹心法试剂，可检测的亚型包括

ＨＩＶ１、ＨＩＶ２和 ＨＩＶ１型的Ｏ亚型
［１］。第四代ＥＬＩＳＡ检测

试剂则在此基础上增加了ｐ２４抗原检测系统，可同时检测

ＨＩＶｐ２４抗原和 ＨＩＶ１／２抗体。与第三代试剂相比，可缩短

窗口期４～５ｄ
［３］。从表１中可以看出，第四代ＥＬＩＳＡ试剂的

假阳性样本数明显低于第三代ＥＬＩＳＡ试剂，阳性样本的确证

阳性符合率也明显高于第三代ＥＬＩＳＡ试剂，两者比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。当第三代ＥＬＩＳＡ检测试剂与胶体金

联合使用后，确证阳性符合率由５７．２７％提高到８８．７３％，与第

四代ＥＬＩＳＡ试剂比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。１８９例

确证阳性标本中，第三代ＥＬＩＳＡ试剂检测漏检１例阳性标本，

与梁启忠等［５］报道的第三代ＥＬＩＳＡ试剂有漏检现象相符。从
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表２和表３的ｓ／ｃｏ值的分布可以看出，第三代ＥＬＩＳＡ试剂与

第四代ＥＬＩＳＡ试剂的差别明显。胶体金的加入，避免了第三

代ＥＬＩＳＡ试剂的漏检。

ＨＩＶ初次感染人体后，产生短暂的病毒血症，血液中先出

现的是 ｐ２４抗原，数周内产生 ｐ２４抗体，随后出现 ｇｐ１６０、

ｇｐ１２０、ｇｐ４１抗体
［６］。抗体出现后在体内形成抗原抗体复合

物，ｐ２４抗原浓度降低，所以血液中可以先检测到抗原，之后检

测到抗体。ＨＩＶ阳转期间，ＷＢ能检测到ｐ２４和ｇｐ１６０这两条

带。如果 ＷＢ出现ｐ２４和ｇｐ１６０条带，可以作为判断 ＨＩＶ初

期感染的重要依据［７］。从表４中可以看出，患者２检测结果显

示，第三代ＥＬＩＳＡ试剂为ｓ／ｃｏ高值阴性，第四代ＥＬＩＳＡ试剂

为ｓ／ｃｏ低值阳性，ＷＢ条带显示为ｇｐ１６０、ｐ２４（±），提示 ＨＩＶ

特异性抗体滴度低，由于第三代ＥＬＩＳＡ只能检测抗体，所以显

示ｓ／ｃｏ＜１。而第四代ＥＬＩＳＡ试剂增加了ｐ２４抗原检测，提高

了检测灵敏度，显示ｓ／ｃｏ＞１，判断为阳性，可以为临床诊断提

供帮助。该患者为年轻男性，因为不明原因发热而收治于感染

科，ＣＤ４＋的Ｔ淋巴细胞为每微升４３４个。新报告ＨＩＶ感染者

中，有半数是来源于早期感染阶段的传播［８］。欧美等发达国家

利用第四代产品进行 ＨＩＶ抗体与ｐ２４抗原的检测。通过ｐ２４

抗原的检测，进一步提高了 ＨＩＶ检测的灵敏度和特异度，并用

于对新生儿 ＨＩＶ的初筛
［９］。患者１为中年男性，因发热，肺部

感染收治于感染科，有活动性肺结核，为男男性接触人群

（ＭＳＭ）。检测结果显示，第三代ＥＬＩＳＡ试剂为ｓ／ｃｏ低值阴

性，期间另外再抽血复查，且重复多次检测，排除人为因素及偶

然误差的影响。第四代ＥＬＩＳＡ试剂为ｓ／ｃｏ高值阳性，ＷＢ条

带显示为 ｇｐ１６０、ｇｐ１２０、ｐ６６、ｐ５５、ｐ５１、ｇｐ４１、ｐ３９、ｐ３１、ｐ２４、

ｐ１７。出现第三代ＥＬＩＳＡ试剂检测结果为阴性，原因为何，需

要进一步的探讨和研究。

目前希望能找到一种灵敏度特异度都达到最佳的试剂或

是组合，然而各种试验方法都有着不同的优缺点和特性。因

此，如何科学合理地使用规则判定结果，既避免假阳性的产生，

又防止真阳性的漏检，就显得极为重要了。根据不同的样本类

型，不同的筛查人群选择适宜的试验方法是这次研究分析的

目的。

ＥＬＩＳＡ作为筛查试剂，价格便宜，性能稳定，适合大样本

量的检测，又以数值来判断结果，有利于实现检测的自动化。

因其较高的灵敏度和特异度，为 ＨＩＶ检测筛查的首选方法
［７］。

第四代ＥＬＩＳＡ诊断试剂是在第三代 ＥＬＩＳＡ试剂“双抗原夹

心”，可同时检测 ＨＩＶ特异性ＩｇＧ和ＩｇＭ抗体的基础上，增加

了对ｐ２４抗原的检测，对 ＨＩＶ感染窗口期的检测强于第三代

ＥＬＩＳＡ试剂
［１０］。

胶体金免疫层析试验是应用于 ＨＩＶ抗体筛查中的快速检

测试验。该方法检测的灵敏度和特异度都较高，检测结果易于

判断，试剂便于携带和保存。因此胶体金法比较适合性病门诊

等一些有检测需求但检测样本量少的地方，可以实现随到随

测；因其方法简单，便于掌握，在条件允许的情况下，建议个人

在有了高危行为后，也可尝试着进行自我检测；同时也可以作

为大样本量实验室初筛阳性后的复检试验，依据ＥＬＩＳＡ所得

ｓ／ｃｏ值结合胶体金结果判断是否进行 ＷＢ确证。

通过本次分析和比较，ＥＬＩＳＡ＋胶体金的组合是目前条件

下优先的初筛复检方案。第三代ＥＬＩＳＡ＋胶体金组合虽可以

在减少假阳性的同时避免假阴性的产生，但在检验流程上容易

出现偏差，需要在临床样本的检测中格外小心，遇到可疑样本

时多与临床医生沟通交流，以免造成不必要的漏检。第四代

ＥＬＩＳＡ＋胶体金的组合，即可以明显提高确证阳性符合率，又

有利于 ＨＩＶ感染窗口期的检测，可推荐作为临床实验室 ＨＩＶ

优选筛查方案。

在本次回顾性分析总结所讨论的问题中，存在着一些不

足，在今后的工作中需要进一步研究探讨，尤其是结果出现特

殊情况的样本，对统计结果进行分析补充，以期发现和制订出

更为合理的 ＨＩＶ筛查检测方案，为艾滋病的诊断提供科学

依据。
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