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时间分辨荧光法检测乙型肝炎病毒血清标志物的检出限探讨

秦　雯，胡大春，肖利华（昆明市第一人民医院检验科　６５００１１）

　　【摘要】　目的　确立时间分辨荧光方法检测血清乙型肝炎病毒（乙肝）表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙肝表面抗体（ＨＢ

ｓＡｂ）、乙肝ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、乙肝ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）以及乙肝核心抗体（ＨＢｃＡｂ）（俗称乙肝两对半）的检出限（ＬＯＤ），

以指导其检测结果的合理解释与应用。方法　参考美国临床检验标准化委员会（ＣＬＳＩ）ＥＰ１７Ａ文件提供的方案和

相关文献，建立实验室时间分辨荧光分析仪检测血清乙肝两对半的空白限（ＬＯＢ）及ＬＯＤ。结果　时间分辨荧光分

析仪检测血清乙肝两对半中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的ＬＯＢ分别为０．０４２５ｎｇ／ｍＬ、０．５００５

ｍＩＵ／ｍＬ、０．０００ＰＥＩＵ／ｍＬ、０．９９７ＤＲＵ／ｍＬ、０．０９１ＤＲＵ／ｍＬ；ＬＯＤ分别为０．１６３ｎｇ／ｍＬ、１．２０３ｍＩＵ／ｍＬ、０．４０１

ＰＥＩＵ／ｍＬ、１．７５６ＤＲＵ／ｍＬ、０．３５０ＤＲＵ／ｍＬ。结论　时间分辨荧光方法检测血清乙肝两对半，均有较低的检出限，

可较敏感地检出血清乙肝两对半中的各项抗原及抗体，早期指导临床对乙型肝炎病毒感染的诊断、疗效的观察及预

后的判断。
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　　乙型肝炎（乙肝）病毒（ＨＢＶ）感染是全球的公共卫生问

题，估计全世界 ＨＢＶ携带者达３．５亿人之多，我国人口携带

率约为１．２亿。乙肝的诊断依赖于对其标志物的检测，血清乙

肝两对半［乙肝病毒表面抗原（ＨＢｓＡｇ）、乙肝表面抗体（ＨＢ

ｓＡｂ）、乙肝ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）、乙肝ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）以及乙肝核

心抗体（ＨＢｃＡｂ）］传统的筛查方法是酶联免疫吸附法，该方法

对血清 ＨＢｓＡｇ的检测灵敏度为２ｎｇ／ｍＬ
［１］，低于２ｎｇ／ｍＬ的

低浓度标本检测结果表观表现为阴性。慢性乙型肝炎患者中

由于抗体缺乏对 ＨＢＶ包膜蛋白的免疫应答使得 ＨＢＶ相应标

志物浓度较低，ＨＢＶ感染早期等病毒含量较低，酶联免疫吸附

法有可能检测不到，表观表现为乙肝两对半阴性。文献报道时

间分辨荧光免疫技术检测 ＨＢｓＡｇ灵敏度可达０．２ｎｇ／ｍＬ，能

提高 ＨＢＶ感染的诊断率并缩短检测窗口期
［２］。近年来美国

临床检验标准化委员会（ＣＬＳＩ）对检测方法的灵敏度提出了新

的概念［３］，分别采用空白限（ＬＯＢ）、检出限（ＬＯＤ）、测定限

（ＬＯＱ）从不同的层面表述方法的检测灵敏度，对于定性报告

的检测方法，ＬＯＤ的确定尤其重要。本文对时间分辨荧光法

检测血清乙肝两对半的检出限进行探讨，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与设备　时间分辨荧光法乙肝两对半诊断试剂盒由

中山大学达安基因股份有限公司提供，为同一批号试剂。Ｕｒａ

ｎｕｓＡＥ１００全自动酶联免疫检测仪为爱康公司产品、时间分辨

荧光免疫分析仪 Ｍ６６０１为达瑞公司产品。

１．２　标本处理　空白样品：用未感染乙型肝炎的患者的阴性

血清（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ均为阴性）作

为空白样品，共６份，用于时间分辨荧光方法检测 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的ＬＯＢ。低浓度样品：将时

间分辨荧光方法检测出 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、

ＨＢｃＡｂ各项已知浓度的标本，用试剂盒中的分析缓冲液稀释

为６个低浓度的标本，用于时间分辨荧光方法检测 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的ＬＯＤ。

１．３　方法　由于试剂生产厂商对 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、
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ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的ＬＯＢ未提供申明，因此本实验室选择６０个

数据建立ＬＯＢ、６０个数据建立ＬＯＤ。检测时仪器状态良好，

操作人员固定，熟练掌握仪器的各项操作规程，使用自制质控

品，犆犞为１７％，室内质量控制在控，按时间分辨荧光方法检测

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的操作说明书检测

空白标本及低浓度标本，试剂批号为２０１１０１０１Ｃ。

１．３．１　ＬＯＢ的确定　对６个空白标本用时间分辨荧光法乙

肝两对半定量检测试剂在ＵｒａｎｕｓＡＥ１００全自动酶联免疫检测

仪上完成加样、孵育、洗板等步骤，在时间分辨荧光免疫分析仪

Ｍ６６０１上测定荧光强度，通过标准曲线得到标本中 ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的浓度。每天检测２次，重

复５ｄ检测，共得６０个空白标本数据。对这６０个空白标本数

据进行分布检验，并根据数据分布情况选用参数或非参数方法

计算ＬＯＢ。空白值呈非正态分布则用非参数方法估计第９５

百分位数（ＰｃｔＢ）的值
［４］，即ＬＯＢ＝ＰｃｔＢ１００α，即ＬＯＢ＝在［ＮＢ

（ρ／１００）＋０．５］位置的结果（ＮＢ是重复检测的次数，ρ是百分

位数）。

１．３．２　ＬＯＤ的确定　每天按照理论浓度稀释为６个低浓度

的稀释标本，稀释后用与空白标本检测相同的程序对这６个低

浓度标本进行检测，每个浓度重复２次检测，共检测５ｄ，共得

６０个低浓度标本数据。对这６０个数据进行分布检验，并根据

分布情况选用参数或非参数方法计算ＬＯＤ。检测过程中，为

使检测标本的基质相同，在对 ＨＢｓＡｇ低浓度标本进行稀释时

使用相同的分析缓冲液，且不选用有溶血、脂血、黄疸或含有某

些特定药物的标本，以便排除可能的干扰。

低浓度样品检测结果呈正态分布［５］，ＬＯＤ＝ＬＯＢ＋Ｃβ狊Ｓ。

计算多个低浓度样品的综合标准差（狊ｓ）：狊ｓ
２＝（ｎ１狊１

２＋ｎ２狊２
２＋

ｎ３狊３
２……＋ｎｍ狊ｍ

２）／（ｎ１＋ｎ２＋ｎ３＋……＋ｎｍ）式中ｎ１ｎ２……

ｎｍ 代表不同低浓度样品的自由度。Ｃβ 是标准正态分布第９５

百分位数值的校正因子，Ｃβ＝１．６４５／（１－１／４∫），∫是狊ｓ 的自

由度。

２　结　　果

２．１　ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ空白标本检测

结果　分别检测 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ６０

个空白标本，对检测得到的６０个空白标本数据作升序排列，显

示空白标本检测数据结果呈偏态分布，故使用公式 ＬＯＢ＝

ＰｃｔＢ１００α，ＬＯＢ在［ＮＢ（ρ／１００）＋０．５］位置的结果。其中 ＮＢ

为６０，ρ为９５％，ＬＯＢ＝［６０（９５／１００）＋０．５］＝５７．５，即第５７、

５８位数的中间值。故 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢ

ｃＡｂ使用上述公式计算的ＬＯＢ结果分别为０．０４２５ｎｇ／ｍＬ、

０．５００５ｍＩＵ／ｍＬ、０．０００ＰＥＩＵ／ｍＬ、０．９９７ＤＲＵ／ｍＬ、０．０９１

ＤＲＵ／ｍＬ。

表１　乙肝两对半的理想稀释浓度（ｎｇ／ｍＬ）

项目 浓度１ 浓度２ 浓度３ 浓度４ 浓度５ 浓度６

ＨＢｓＡｇ ０．０５ ０．１５ ０．２５ ０．３５ ０．４５ ０．５５

ＨＢｓＡｂ １．００ ２．００ ３．００ ４．００ ５．００ ６．００

ＨＢｅＡｇ ０．１０ ０．２０ ０．３０ ０．４０ ０．５０ ０．６０

ＨＢｅＡｂ １．００ １．５０ ２．００ ２．５０ ３．００ ３．５０

ＨＢｃＡｂ ０．１０ ０．１５ ０．２０ ０．２５ ０．３０ ０．３５

２．２　ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ低浓度标本检

测数据结果见表１。ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ

乙肝两对半各组稀释浓度标本标准差及ＬＯＤ如表２所示。

表２　乙肝两对半各组稀释浓度标本标准差及ＬＯＤ（ｎｇ／ｍＬ）

项目 浓度１狊 浓度２狊 浓度３狊 浓度４狊 浓度５狊 浓度６狊 狊ｓ２ 狊ｓ ＬＯＤ

ＨＢｓＡｇ ０．０２９５ ０．０３０７ ０．０７５４ ０．０６４６ ０．０６９９ ０．１２４３ ０．００５３ ０．０７３ ０．１６３

ＨＢｓＡｂ ０．３３９６ ０．３０７５ ０．３９９３ ０．６７１７ ０．３５７６ ０．３６７３ ０．１８０６ ０．４２４９ １．２０３

ＨＢｅＡｇ ０．０５３３ ０．１３９８ ０．１４４８ ０．３１４５ ０．２４９０ ０．３８５０ ０．０５８７ ０．２４２４ ０．４０１

ＨＢｅＡｂ ０．３０３４ ０．４５０１ ０．３０１６ ０．４３１７ ０．４５０９ ０．７０１０ ０．２１１１ ０．４５９５ １．７５６

ＨＢｃＡｂ ０．０６６６ ０．０８１４ ０．１２３６ ０．２２０６ ０．１２８２ ０．２３７２ ０．０２４６ ０．１５６９ ０．３５０

３　讨　　论

时间分辨荧光方法采用镧系元素作为标记物，镧系元素螯

合物的荧光寿命较长（１０～１０００μｓ），背景荧光寿命较短，可有

效地降低本底荧光的干扰；镧系元素的荧光ｓｔｏｋｅｓ位移较大，

可使激发光与发射光分开，消除激发光的散射干扰；镧系元素

发射光谱较窄，多在（６１３±１０）ｎｍ，（６１５±５）ｎｍ的滤光片只允

许此波段荧光通过，减少了来自生物样品荧光的干扰，有效降

低了本底荧光，激发光谱较宽有利于增加激发能，故检测灵敏

度较高［６］。建立时间分辨荧光方法检测乙肝两对半的检测灵

敏度对指导其结果的合理解释及应用有重要意义，有关文献报

道时间分辨荧光方法检测乙肝两对半的灵敏度为０．２ｎｇ／ｍＬ，

但具体的检测灵敏度方法不明确［１］。２００４年美国临床检验标

准化协会发布了ＥＰ１７Ａ文件，即“检出限和定量检出限确定

方案批准指南”
［５］，该方案推荐使用ＬＯＢ、ＬＯＤ和ＬＯＱ来表

示检测系统或方法的灵敏度性能。可直接把分析仪输出的浓

度或质量单位结果用于估计限值，不以数据是否为正态分布为

前提，以检验的允许误差来估计定量限值，充分保证了检测结

果即使在低值条件下也能符合临床需求的质量管理要求［６］。

参照ＥＰ１７Ａ文件提供的方案及ＣＮＡＳＣ１３０的要求，本

文对时间分辨荧光方法检测乙肝两对半的ＬＯＢ和ＬＯＤ进行

检测。ＬＯＢ是指在规定的可能性条件下，空白样品被观察到

的最大检测结果。ＬＯＢ不是检测到的实际浓度，是确保在实

际浓度处的阳性信号成为检出限，是含有分析物等于ＬＯＤ水

平的样品预期得到的最低值；这和“检测下限”相同，由规定的

测量程序得到，可以给出一定测量不确定度的最低检测结果，

也称为“临界值”［７］。本文参照该方案确立的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、
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ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的 ＬＯＢ 分别为 ０．０４２５ｎｇ／ｍＬ、

０．５００５ｍＩＵ／ｍＬ、０．０００ＰＥＩＵ／ｍＬ、０．９９７ＤＲＵ／ｍＬ和０．０９１

ＤＲＵ／ｍＬ，与黄永富等
［８］的检测结果基本一致，说明并不是所

有的空白标本都没有信号输出，可能会有很少许本底荧光的干

扰或其他因素的影响。

ＬＯＤ是指标本中分析物的最小量，可以在规定的可能性

条件下予以检出，但也许还不能量化为一个确切的值。也被称

为“检测下限”、“最小的可检测浓度”，有时也用于指示“灵敏

度”。ＬＯＤ是这个样品的实际浓度，它是可靠检测到的最低实

际浓度。本文参照该方案确立的 ＨＢｓＡｇ最低ＬＯＤ为０．１６３

ｎｇ／ｍＬ，较上述文献报道的检测灵敏度为０．２ｎｇ／ｍＬ低，较试

剂说明书给出的 ＨＢｓＡｇ最低检出量ａｄｒ亚型为０．２ｎｇ／ｍＬ、

ａｄｗ亚型为０．５ｎｇ／ｍＬ；ａｙ亚型为０．５ｎｇ／ｍＬ均低，证实时间

分辨荧光方法能较为敏感的检出血清中的 ＨＢｓＡｇ，只要在此

检出限以上的结果均说明血清中的 ＨＢｓＡｇ是有一定含量的，

能较好地检测出灰区标本，可在一定程度上减少漏诊率，避免

误诊。ＨＢｓＡｂ最低ＬＯＤ为１．２０３ｍＩＵ／ｍＬ，较试剂说明书给

出的 ＨＢｓＡｂ最低检出量应不高于５ｍＩＵ／ｍＬ为低，ＨＢｅＡｇ、

ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ最低 ＬＯＤ 分别为０．４０１ＰＥＩＵ／ｍＬ、１．７５６

ＤＲＵ／ｍＬ、０．３５０ＤＲＵ／ｍＬ，均较试剂说明书给出的最低检出

量为低，可能因不同的ＴＲＦＩＡ检测系统所用设备、标记物、分

析原理等均不相同，且缺乏参考方法，以及工作人员对仪器的

操作、试验标本存在差异的原因。由此可见乙肝两对半定量检

测较定性检测更敏感，在 ＨＢＶ标志物处于低浓度时，定性检

测可表现为阴性，而定量检测仍可检出，检测到的最低实际浓

度即检测限则能较好地帮助临床诊断是否感染了乙肝，决定治

疗方案，因此确定检测限就显得尤为重要。同时可提高乙肝诊

断率并缩短检测窗口期，合理指导时间分辨荧光方法检测乙肝

两对半结果的解释，真正指导临床对乙肝的诊断、疗效的观察

及预后的判断，对乙肝的早期诊断、预防接种方面有重要的临

床意义。但如果要为临床诊断乙肝提供更为准确、完整的报

告，还必须确立 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的

定量ＬＯＱ，这将在下一步的工作中完成。

参考文献

［１］ 宋海容．乙肝五项定量在乙型肝炎检测中的应用［Ｊ］．中

国实用医刊，２００９，３６（２１）：５７５８．

［２］ 谭玉华，陈鲜美，卢顺舵，等．时间分辨荧光免疫分析法乙

型肝炎血清学标志物分析灵敏度的建立与分析［Ｊ］．中国

医学检验杂志，２００６，７（４）：２２８２３０．

［３］ ＮＣＣＬＳ．ＥＰ１７Ａ．Ｐｒｏｌｃｏｌｓｆｏｒｄｅｒｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｅｌｅｃｔｉｏｎ

ａｎｄｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ；ａｐｐｒｏｖｅｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅ［Ｓ］．Ｗａｙｎｅ，

ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２００４：１３９．

［４］ 温冬梅，张秀明，王伟佳，等．化学发光免疫法检测 ＡＦＰ

的空白限、检出限和定量检测限的建立与评价［Ｊ］．临床

检验杂志，２０１０，２８（６）：４６９４７１．

［５］ 冯仁丰．临床检验质量管理技术基础［Ｍ］．２版．上海：上

海科学技术文献出版社，２００７：１１９１３８．

［６］ 王兰兰，吴建民．临床免疫学与检验［Ｍ］．４版．北京：人民

卫生出版社，２００７：８８８９．

［７］ ＮＣＣＬＳ．ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＬｉｎｅａｒｉｔｙｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａ

ｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｃｄｓａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｐｐｐｒｏａｃｈ．ａｐｐｒｏｖｅｄＧｕｉｄｅ

ｌｉｎｅ，ＥＰ６Ａ［Ｍ］．Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２００３：１４６．

［８］ 黄永富，黄介飞，丛飞，等．时间分辨荧光免疫分析法检测

乙型肝炎血清标志物的分析方法性能验证［Ｊ］．国际检验

医学杂志，２０１１，３２（５）：５４３５４７．

（收稿日期：２０１４０３２２　　修回日期：２０１４０８１５）

（上接第３３页）

　　１４（４）：２１２２１３．

［２］ 陈庆良，郭志刚，王联群，等．６５岁以上患者非体外循环

下冠状动脉搭桥术围术期肾损伤的危险因素及预后关系

［Ｊ］．中华医学杂志，２０１０，９０（４８）：３４０７３４１０．

［３］ ＴａｋａｇｉＨ，ＭａｎａｂｅＨ，ＵｍｅｍｏｔｏＴ．Ｌａｔｅｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎｏｆｆ

ｐｕｍｐｖｅｒｓｕｓｏｎｐｕｍｐｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｂｙｐａｓｓｇｒａｆｔｉｎｇ：ａ

ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｐｅｎｓｉｔｙｓｃｏｒｅａｄｊｕｓｔｅｄｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｊ

ＴｈｏｒａｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃＳｕｒｇ，２０１１，１４２（２）：４７５４７７．

［４］ 王明岩，高长青，王刚，等．非体外循环冠状动脉旁路移植

术后大隐静脉序贯桥与单支桥中期通畅率的比较［Ｊ］．中

国胸心血管外科临床杂志，２０１１，１８（５）：３９９４０３．

［５］ 汪慧．高危冠心病非体外循环冠状动脉旁路移植术１２０

例术后护理［Ｊ］．齐鲁护理杂志：中旬刊，２０１１，１７（７）：２４

２５．

［６］ＰｕｓｋａｓＪＤ，ＳｔｒｉｎｇｅｒＡ，ＨｗａｎｇＳＮ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｃｏｇｎｉｔｉｖｅ

ａｎｄｎｅｕｒｏａｎａｔｏｍｉｃｃｈａｎｇｅｓａｆｔｅｒｏｆｆｐｕｍｐｖｅｒｓｕｓｏｎ

ｐｕｍｐｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｂｙｐａｓｓｇｒａｆｔｉｎｇ：ｌｏｎｇｔｅｒｍｆｏｌｌｏｗ

ｕｐｏｆａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＪＴｈｏｒａｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃＳｕｒｇ，

２０１１，１４１（５）：１１１６１１２７．

［７］ 庄兰．体外与非体外循环冠状动脉搭桥术临床效果及成

本对比［Ｊ］．现代预防医学，２０１０，３７（２０）：３９６１３９６２，

３９６５．

［８］ 赵岩，潘军，王东进．体外与非体外循环下冠状动脉旁路

移植术对照研究的 Ｍｅｔａ分析［Ｊ］．中国组织工程研究与

临床康复，２０１０，１４（３１）：５７７３５７７７．

［９］ 朱宇翔，王凯，孔祥荣．非体外循环下冠状动脉搭桥术对

冠心病的临床疗效［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１２，３２（１８）：

４０７７４０７８．

［１０］车建波．非体外循环冠状动脉搭桥术的临床疗效观察

［Ｊ］．中国医学工程，２０１３，２１（１１）：１１８．

（收稿日期：２０１４０４２５　　修回日期：２０１４０９１６）

·６３· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１




