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酶联免疫吸附试验检测乙型肝炎病毒血清学标志物

的性能评价

卢　婷，李发科，罗　杰，杨邵俊，潘　锋，章明徐，陈　鸣△（第三军医大学大坪医院野战外科研究

所检验科，重庆　４０００４２）

　　【摘要】　目的　通过检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）血清学标志物，对ＡＤＤＣＡＥＲ１１００全自动酶免工作站进行定性

试验的性能评价。方法　根据美国临床实验室标准化协会（ＮＣＣＬＳ）颁布的ＥＰ１２Ａ文件，以 ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００全自

动化学发光免疫分析仪（简称 ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００）为参考方法，对 ＡＤＤＣＡＥＲ１１００全自动酶免工作站（简称

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００）进行 ＨＢＶ血清学标志物检测的方法学对比及重复性试验，完成其定性试验的性能评价。结果　

方法学比较显示，ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的总符合率分别为９９．０％、９９．５％、９９．５％、９８．０％、

１００．０％；阳性符合率分别为９８．０％、１００．０％、９９．０％、９７．０％、１００．０％，阴性符合率分别为１００．０％、９９．０％、

１００．０％、９９．０％、１００．０％，Ｋａｐｐａ系数分别为０．９８、０．９９、０．９９、０．９６，１．００。重复性试验显示，ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、

ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ±２０％浓度的临界值样本阳（阴）性率均不小于９５％，９５％置信区间分别为：９６．６％～

９９．５％、９７．６％～９９．５％、９７．６％～９９．５％、９４．７％～９９．５％、９８．６％～９９．５％。结论　ＡＤＤＣＡＥＲ１１００与Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ

Ｉ２０００检测 ＨＢＶ血清学标志物的结果一致性较强，ＡＤＤＣＡＥＲ１１００检测 ＨＢＶ血清学标志物在临界值±２０％的浓

度内能得到稳定结果。该仪器的性能可靠，可用于标本的检测。
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ｖｉｒｕｓ；　ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｍａｒｋｅｒｓ

　　我国是乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染的高发国家，现有慢性

ＨＢＶ感染者约９３００万人，其中慢性乙型肝炎患者约２０００万

人［１］。临床试验室已开展了多种 ＨＢＶ血清学标志物的检测

方法，其中化学发光法是定量检测 ＨＢＶ血清学标志物的高灵

敏度和高特异性的方法。以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）为代

表的定性方法因具有灵敏度和特异性高、操作简便、经济等优

点，也一直是临床试验室检测 ＨＢＶ抗原、抗体的常用方法，同

时是各级医院检验科的必备方法。ＡＤＤＣＡＥＲ１１００全自动酶
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免工作站是一种基于ＥＬＩＳＡ的全自动血清标志物定性检测平

台，其 ＨＢＶ血清学标志物检测性能未知。本研究根据美国临

床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）文件ＥＰ１２Ａ，结合临床试验

室实际情况，以 ＨＢＶ血清学标志物乙型肝炎表面抗原（ＨＢ

ｓＡｇ）、乙 型 肝 炎 表 面 抗 体 （ＨＢｓＡｂ）、乙 型 肝 炎 ｅ 抗 原

（ＨＢｅＡｇ）、乙型肝炎ｅ抗体（ＨＢｅＡｂ）、乙型肝炎核心抗体（ＨＢ

ｃＡｂ）测定为例，以 ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００全自动化学发光免疫分析

仪为参考方法，对 ＡＤＤＣＡＥＲ１１００全自动酶免工作站进行性

能评价，通过重复性试验和方法学对比评价该系统的检测性

能［２］，以保证临床标本检测的准确性和可靠性。

１　资料与方法

１．１　标本来源　收集２０１２年１２月至２０１３年５月本院门诊、

病房和体检检测 ＨＢＶ血清学标志物的血清标本１０００例，包

括５种 ＨＢＶ血清学标志物（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅ

Ａｂ、ＨＢｃＡｂ）的阳性和阴性标本各１００例。

１．２　试剂和仪器　采用仪器为烟台艾德康 ＡＤＤＣＡＥＲ１１００

全自动酶免工作站，配套试剂为北京万泰生产的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢ

ｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的ＥＬＩＳＡ试剂盒；美国雅培Ａｒ

ｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００全自动化学发光免疫分析仪及其配套试剂、定标

品。质控品为卫生部临检中心提供的０．２ＩＵ／ｍＬＨＢｓＡｇ、３０

ＩＵ／ｍＬ ＨＢｓＡｂ、２ ＮＣＵ／ｍＬ ＨＢｅＡｇ、４ ＮＣＵ／ｍＬ ＨＢｅＡｂ、

４ＮＣＵ／ｍＬＨＢｃＡｂ的质控血清。

１．３　方法

１．３．１　方法学的对比　参考ＥＰ１２Ａ文件设计试验方案，以

ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００为参考方法，ＡＤＤＣＡＥＲ１１００为对比方法。分

别选取 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ阳性和阴性

标本各１００份，用以上两台设备进行检测，方法学比较在１０ｄ

内完成，按照受试者血清标本进行检测。每次试验低值质控品

重复检测２次，总共检测２０次，任何一次低值质控品失控，立

即停止试验，该批标本检测数据视为无效，应在当天或第２天

重新测量，最后比较两套检测方法结果的一致性。

１．３．２　重复性试验　参考ＥＰ１２Ａ文件设计试验方案，每次

试验均设立阴阳性对照（试剂盒内自带），试验在１０ｄ完成，有

双份阴阳性对照，共计２０份阴阳性对照结果。将已知浓度的

５种 ＨＢＶ血清学标志物低值质控血清进行系列稀释，每项稀

释结果在ＡＤＤＣＡＥＲ１１００上检测２０次，找到阴阳性结果各占

５０％的标本，可确定该标本浓度为临界值（ｃｕｔｏｆｆ值）浓度。配

置５种 ＨＢＶ血清学标志物浓度为临界值±２０％的分析物，分

别在ＡＤＤＣＡＥＲ１１００上测定２０次，记录结果。临界值９５％置

信区间（犆犐）的结果判定以样本／临床值比值（Ｓ／ＣＯ值）表示：

ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ的Ｓ／ＣＯ≥１为阳性，Ｓ／ＣＯ＜１为阴

性；ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ 的 Ｓ／ＣＯ＜１ 为 阳 性，Ｓ／ＣＯ≥１ 为 阴

性。＋２０％浓度临界值的分析物检测阳性率不小于９５％，同

时－２０％浓度临界值的分析物检测阴性率不小于９５％，说明

临界值±２０％的浓度位于该检测方法的９５％犆犐内
［２］。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理

与统计学分析，采用２×２表格计算两套检测系统的阴阳性符

合率，用 Ｋａｐｐａ检验判断两套检测系统一致性的强弱
［３］。

Ｋａｐｐａ系数在（－１，１）为有意义，Ｋａｐｐａ≥０．７５两者一致性较

好；０．７５＞Ｋａｐｐａ≥０．４两者的一致性一般；Ｋａｐｐａ＜０．４两者

一 致性较差［３］。９５％置信区间计算公式
［２］：［１００％（Ｑ１－

Ｑ２）／Ｑ３，１００％（Ｑ１＋Ｑ２）／Ｑ３］；Ｑ１＝２（ａ＋ｄ）＋１．９６
２；Ｑ３＝２ｎ

＋７．６８Ｑ２＝１．９６ ３．８４＋４（ａ＋ｃ）（ｂ＋ｄ）／槡 ｎ。ＥＬＩＳＡ批内和

批间变异：批内变异系数（犆犞批内）小于１０％，批间变异系数

（犆犞批间）小于１５％满足要求。

２　结　　果

２．１　方法学比较　两套检测系统的一致性结果显示：ＨＢ

ｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的总符合率分别为

９９．０％、９９．５％、９９．５％、９８．０％、１００．０％，阳性符合率分别为

９８．０％、１００．０％、９９．０％、９７．０％、１００．０％，阴性符合率分别为

１００．０％、９９．０％、１００．０％、９９．０％、１００．０％，Ｋａｐｐａ系数分别

为０．９８、０．９９、０．９９、０．９６、１．００。见表１～５。

表１　ＨＢｓＡｇ检测 的方法学对比

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００

阳性 阴性
合计

阳性 ９８ ０ ９８

阴性 ２ １００ １０２

合计 １００ １００ ２００

表２　ＨＢｓＡｂ检测的方法学对比

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００

阳性 阴性
合计

阳性 １００ １ １０１

阴性 ０ ９９ ９９

合计 １００ １００ ２００

表３　ＨＢｅＡｇ检测的方法学对比

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００

阳性 阴性
合计

阳性 ９９ ０ ９９

阴性 １ １００ １０１

合计 １００ １００ ２００

表４　ＨＢｅＡｂ检测的方法学对比

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００

阳性 阴性
合计

阳性 ９７ １ ９８

阴性 ３ ９９ １０２

合计 １００ １００ ２００

表５　ＨＢｃＡｂ检测的方法学对比

ＡＤＤＣＡＥＲ１１００
ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００

阳性 阴性
合计

阳性 １００ ０ １００

阴性 ０ １００ １００

合计 １００ １００ ２００

２．２　重复性试验　ＡＤＤＣＡＥＲ１１００检测设备重复性试验显

示：ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ低值质控品分别

稀释４、３、３．４、１．６、１．７倍的浓度为其临界值浓度，±２０％浓度
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临界值标本阳（阴）性率均不小于 ９５％，９５％犆犐 分别为：

９６．６％～９９．５％、９７．６％～９９．５％、９７．６％～９９．５％、９４．７％～

９９．５％、９８．６％～９９．５％。犆犞批内均在１０％左右，犆犞批间 均小于

１５％。见表６。

表６　ＡＤＤＣＡＥＲ１１００检测仪 ＨＢＶ血清学标志物

　　　重复性试验结果

检测指标

临界值

Ｓ／ＣＯ

（狓±狊）

犆犞

（％）

－２０％

Ｓ／ＣＯ

（狓±狊）

犆犞

（％）

＋２０％

Ｓ／ＣＯ

（狓±狊）

犆犞

（％）

ＨＢｓＡｇ ０．９９±０．１０ ９．５９ ０．８４±０．０８ ９．８７ １．１５±０．０９ ７．９７

ＨＢｓＡｂ ０．９７±０．１３ １２．９１ ０．８０±０．０８ ９．９２ １．４５±０．１１ ７．８７

ＨＢｅＡｇ ０．９９±０．０９ ９．０５ ０．８８±０．０８ ９．４３ １．２４±０．１０ ８．２５

ＨＢｅＡｂ ０．９４±０．１０ ９．４６ １．２３±０．１１ ９．０１ ０．６６±０．０６ ８．７１

ＨＢｃＡｂ ０．９９±０．１０ ９．６７ １．１６±０．０９ ７．６２ ０．３９±０．０４ ９．７４

　　注：－２０％为临界值－２０％ 分析物浓度；＋２０％为临界值＋２０％

分析物浓度。

３　讨　　论

本研究以 ＨＢＶ血清学标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、

ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ为例，进行方法学对比和重复性试验，用于

ＥＬＩＳＡ的方法学评价，结果显示：在方法学对比中，以化学发

光法为原理的 ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００和 ＥＬＩＳＡ 为原理的 ＡＤＤ

ＣＡＥＲ１１００同时检测 ＨＢＶ血清学标志物的结果一致性较强；

在重复性试验中 ＨＢＶ血清学标志物标本浓度在±２０％临界

值标本位于９５％犆犐内，对于临界浓度不小于２０％的标本也能

得到稳定的结果。

在临床试验室使用新的试剂、系统或更换试剂、系统时，为

了保证标本检测结果的准确性和可靠性，在开展检测项目前需

要进行性能评价。在性能评价的方法学对比中，定性试验通常

运用２种或２种以上的检测方法（仪器）。由于最终的诊断结

果未知，或无诊断的金标准，定性方法又分为已知诊断的定性

试验和未知诊断的定性试验，未知诊断的定性试验往往对比几

种检测方法的一致性，采用几种检测方法的阴性和阳性符合率

表示［２４］。本试验以 ＨＢＶ血清学标志物检测为例，以化学发

光法为原理的ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＩ２０００作为参考仪器，以新引入科室的

以ＥＬＩＳＡ为原理的 ＡＤＤＣＡＲＥ１１００为试验仪器。两种方法

学对比时，需注意标本的选择应具有代表性，阳性标本应该随

机选择，用Ｋａｐｐａ检验判断两套检测系统一致性的强弱
［３５］。

定性试验的重复性研究是检验测量临界值精密度的方法。

检测高值的阳性标本或阴性低值是不合适的，因为它们的结果

明显超出了医学决定值。而在临界值附近同一份标本常出现

不一样的结果［６］，本试验根据 ＥＰ１２Ａ文件的重复性试验方

法，评估浓度在临界值附近的标本的精密度，通过重复测量±

２０％临界值的标本是否在该检测方法的临界值９５％犆犐（重复

测定临界值附近的标本，得到９５％阳性并且９５％阴性的结果

的浓度范围，称为该检测方法的临界值的９５％犆犐）来评价该试

验方法的精密度［２］。

本研究在方法学对比中显示两套系统同时检测ＨＢＶ的５项

血清学标志物的结果一致性较强。在重复性试验中，±２０％临界

值的标本均在９５％犆犐内，对于临界浓度不小于２０％的标本能够

得到稳定的结果。临界值的ＣＶ批内 值均在１０％左右，ＣＶ批间 ＜

１５％，说明ＡＤＤＣＡＥＲ１１００全自动酶免工作站的稳定性和准确性

符合临床标本检测要求，可运用于临床ＨＢＶ的检测。
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