
!论
!

著!

酶联免疫分析检测乙型肝炎
4

抗原的空白限'检出限及

定量限的建立与评价"

胡
!

敏!杨泽华!赵克斌#

"山西医科大学第一医院医学检验科!太原
!

&#&&&!

$

!!

"摘要#
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目的
!

建立并评价酶联免疫分析手工操作检测
HO4.

E

的空白限"

Q1O

$&检出限"

Q1M

$及定量限

"

Q1f

$%方法
!

参照美国临床实验室标准化协会
RZ/!%.

文件和有关文献!结合工作实际!将
HO4.

E

的空白样品

及系列低浓度样品进行酶联免疫分析手工操作的检测!根据数据的分布规律!采用相应的统计学方法!建立酶联免

疫分析手工操作检测
HO4.

E

的
Q1O

&

Q1M

及
Q1f

并进行评价%结果
!

HO4.

E

的
Q1O

为
&$!#!ZRUL

(

>Q

!

Q1M

为

&$#+&ZRUL

(

>Q

!

Q1f

为
&$)+&ZRUL

(

>Q

%结论
!

厂商声明的
Q1O

得到验证!同时建立了实验室检测
HO4.

E

的

Q1O

&

Q1M

和
Q1f

!为临床诊断和治疗提供更有价值的信息%

"关键词#
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乙型肝炎
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酶联免疫吸附试验#
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乙型肝炎
4

抗原$

HO4.

E

&是乙型肝炎病毒$

HOT

&

W

基因

转录生成的循环蛋白#与乙型肝炎表面抗原一样#是乙型肝炎

$简称乙肝&的直接指征#它的持续阳性提示疾病慢性化#可能

会进展为慢性活动性肝炎)肝硬化/

!

0

*慢性乙肝患者接受干扰

素或核苷酸类药物治疗时#血清
HO4.

E

水平的高低直接反映

患者的预后情况#因此
HO4.

E

常用于评估乙肝抗病毒疗效及

传染性强弱/

"/#

0

*当今国内
HO4.

E

检测方法和仪器种类繁

多#如何确保检测系统间结果的可靠性成为当务之急/

)

0

*本研

究主要参照美国临床实验室标准化协会发布的1确定检出限值

和定量限值方案2#对酶联免疫分析检测
HO4.

E

的空白限

$

Q1O

&)检出限$

Q1M

&和定量限$

Q1f

&进行建立和评价#旨在为

临床提供更可靠的诊断信息/

+

0

*

$

!

材料与方法

$$$

!

仪器与试剂
!

酶联免疫分析手工操作#试剂$批号

"&!)&'!&!

&由上海科华生物工程股份有限公司提供%美国

Z45P<3R=>45a8==8;!"#+

全自动时间分辨荧光免疫分析仪#试

剂$批号
('&&&"!%'*

&由苏州新波生物技术有限公司提供%美

国雷勃
a4==6;83YV#

酶标仪*

$$/

!

样品制备
!

收集
ZR

公司
!"#+

全自动时间分辨荧光免

疫分析仪检测
HO4.

E

水平为
&ZRUL

"

>Q

的健康人新鲜血清

+&

例混匀作为空白样品#并检测证实此混合血清
HO4.

E

水平

为
&ZRUL

"

>Q

%用空白样品对原始
HO4.

E

样品作系列稀释#

配置成系列低浓度
HO4.

E

样品#其理论水平分别为
&$!+

)

&$"+

)

&$#+

)

&$)+

)

&$++ZRUL

"

>Q

#介于
Q1O

水平的
!

!

)

倍*

所有样品均无溶血)无黄疸)无脂浊#分装于
RZ

管中置
_"&g

冰箱保存*

$$'

!

方法

$$'$$

!

试验基本要求
!

试验前严格按照厂商操作规程对仪器

进行维护)校准和质量控制#确认质量控制结果在控的前提下

方可检测样品*

$$'$/

!

Q1O

的确定/

'

0

!

对空白样品进行
'&

次测定#每日
!

批#每批重复检测
!"

次#共
+-

#记录吸光度值
.

*按国际标准

化组织#设定
(

类错误与
&

类错误水平均为
+,

#即
!

]

"

]

+,

#

+,

的
!

值相当于使用空白值分布的
*+,

百分位数#作为

显著高于空白的检测值的限值*若空白值呈正态分布#按以下

公式计算
Q1O

!

Q1O]

#

Q

b!$')+

$

Q

#其中
#

Q

和
$

Q

分别是空白

-

'+'"
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检验医学与临床
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作者简介!胡敏#女#硕士#初级检验师#主要从事检验方法学方面的研究*
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检测的均值和标准差*若空白值呈非正态分布#则用非参数方

法估计第
*+,

百分位数*将检测值依据大小排列#求相应的

百分位数
%

]

$

!&&_

!

&

]*+

#

Q1O]

/

%

O

$

*+

"

!&&

&

b&$+

0位置的

结果#式中
%

Q

为空白样品的重复检测次数#即
%

Q

]'&

*

$$'$'

!

Q1M

的确定/

'

0

!

+

个水平的低浓度样品作日间重复测

定#每日上)下午各检测
!

批#连续检测
'-

#共获得
'&

个测量

结果#记录吸光度值
.

*若检测结果呈正态分布#计算多个低

浓度样品的综合标准差#

B

"

综合
]
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#式中
%

!
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%

"
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%

>

为各个样品

的重复检测数#

:

为样品数*

Q1M]Q1Ob;

"

B

综合#其中
>

"

是标

准正态分布的第
*+

百分位数值#

>

"

]!$')+

"$

!_!

"

)

;

&#

;

是

B

综合的自由度*若低浓度样品不呈正态分布#则使用非参数估

计
Q1M] Q1ObM

6

)

"

#其中
M

6

)

"

是低浓度样品测定值中位数的

值和第
+

个百分位数值的间距*

$$'$1

!

Q1f

的确定/

'

0

!

依据临床要求和室间质量评价的允

许误差#设定本实验室
HO4.

E

的总误差目标为
"&,

#在不考

虑分析偏差的条件下#总误差
]"<U

#若低浓度样本的
<U

&

!

"

"T27

#则
Q1f]Q1M

%若
T27

大于实验室制订的质量目标

"&,

#则需要选择更高浓度的定值样品重复检测*

/

!

结
!!

果

/$$

!

标准曲线的建立
!

浓度为
&

)

&$*%&

)

"$"'&

)

'$+*&

)

%$)*&

)

!)$*(&ZRUL

"

>Q

的各样品其吸光度值分别为!

&$&&+

)

&$!'*

)

&$')#

)

!$+!"

)

!$(**

)

"$++"

*将以上数据通过
W25A4/

RC

@

457!$)

进行曲线拟合#结果显示二次多项式拟合法的拟合

程度最高#标准曲线见图
!

*

/$/

!

Q1O

的建立
!

空白样品的检测结果经正态性检验#呈非

正态分布#因此用非参数方法估计
Q1O

#即估计第
*+,

百分位

数#将
'&

个空白值由小到大排序后第
+!

!

'&

位数值见表
!

#

Q1O

在/

'&̂

$

*+

"

!&&

&

b&$+

0

]+%$+

位置的值#即
Q1O]

$

+%

号结果
b+(

号 结 果&"

"

#第
+%$+

位 结 果 为 $

&$!#!b

&$!#!

&"

"]&$!#!ZRUL

"

>Q

#即
Q1O

为
&$!#!ZRUL

"

>Q

*

图
!

!

HO4.

E

浓度
/

吸光度曲线

表
!

!

空白样品第
+!

!

'&

位数值%

ZRUL

(

>Q

&

秩号 空白值 秩号 空白值

+! &$!"( +' &$!"(

+" &$!"( +% &$!#!

+# &$!"( +( &$!#!

+) &$!"( +* &$!#!

++ &$!"( '& &$!#(

/$'

!

Q1M

的建立
!

系列低浓度样品测定结果见表
"

*

'&

个低

浓度样品检测结果呈非正态分布#使用非参数程序估计
Q1M

#

即
Q1M] Q1ObM

6

)

$

#其中
M

6

)

$

是低浓度样品测定值中位数的

值和第
+

个百分位数值的间距*运用
[Z[[!*$&

计算#中位数

为
&$#*"ZRUL

"

>Q

#第
+

百分位数的值为
&$!%#ZRUL

"

>Q

#

M

6

)

$

]&$#*"_&$!%#]&$"!*ZRUL

"

>Q

*

Q1M]Q1ObM

6

)

$

]

&$!#!b&$"!*]&$#+&ZRUL

"

>Q

*

表
"

!

系列低浓度样品测定结果

时间$

-

&

&$!+&ZRUL

"

>Q

J

<!

J

<"

&$"+&ZRUL

"

>Q

J

<!

J

<"

&$#+&ZRUL

"

>Q

J

<!

J

<"

&$)+&ZRUL

"

>Q

J

<!

J

<"

&$++&ZRUL

"

>Q

J

<!

J

<"

! &$!)) &$!"( &$"+! &$")" &$#&) &$#&& &$#** &$#'* &$)*( &$+&%

" &$!#! &$!#! &$"&' &$"#+ &$#(' &$)&+ &$)"" &$)'+ &$+"( &$+)%

# &$!"( &$!"+ &$"#" &$"!" &$#&% &$### &$)!+ &$)'! &$+#) &$+#!

) &$!*& &$"&! &$#"# &$##& &$#*" &$)#" &$)*( &$+&) &$+*& &$+*)

+ &$!+! &$!)) &$"'( &$"+( &$)&" &$#'* &$)#+ &$)'( &$+*& &$+#(

' &$!%& &$!') &$")" &$"&* &$#(& &$#'" &$)++ &$)%! &$+') &$'&%

!!

注!

J

<!

和
J

<"

为同一天内的
"

批测定结果*

表
#

!!

酶联免疫分析手工操作检测
HO4.

E

低浓度样品的日间
<U

项目
&$!+&ZRUL

"

>Q &$"+&ZRUL

"

>Q &$#+&ZRUL

"

>Q &$)+&ZRUL

"

>Q &$++&ZRUL

"

>Q

J

$

ZRUL

"

>Q

&

&$!+! &$")* &$#') &$))% &$++"

B

$

ZRUL

"

>Q

&

&$&"+ &$&)& &$&)) &$&)& &$&#'

<U

$

,

&

!'$+' !'$!# !"$&* ($*+ '$+"

/$1

!

Q1f

的建立
!

本实验室依据临床需求及权威机构规定

的分析质量要求设定酶联免疫分析手工操作检测
HO4.

E

的

总误差目标为
"&,

#在不考虑分析偏差的情况下#

T27]"<U

#

即
<U]!

"

"T27

*

HO4.

E

浓度在
&$)+&ZRUL

"

>Q

时检测的

日间变异为
($*+,

#接近
!&$&&,

#符合质量目标要求#因此

Q1f]&$)+&ZRUL

"

>Q

*见表
#

*

'

!

讨
!!

论

HO4.

E

"

HO4.:

血清学转换是
HOT

复制下降的可靠标

志#

HO4.

E

阳性与否使慢性乙肝患者的临床经过和治疗应答

效果有很大差别*但是任何定量试验均存在可接受的偏差#定

-

%+'"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(



性试验也必然存在一定的漏检率/

%

0

*为了防止弱阳性标本的

漏检#有效地提高检出率#各临床实验室可以科学地建立满足

各实验室自己质量要求的检测限#将更准确的检测结果反馈给

临床/

(

0

*

Q1O

)

Q1M

和
Q1f

是评价检测方法或检测系统灵敏性的

重要参数#因此
Q1M

与
Q1f

的设定是至关重要的#因为确定

极微量的待测物质对于疾病的确定#尤其是传染性疾病的确诊

具有很大意义/

*

0

*

RZ!%/.

文件就如何确定临床检验方法的

检测低限#如何基于实验室在低水平浓度处的性能目标确定定

量检测限提出了建议*本研究严格按照
RZ!%/.

方案#建立了

酶联免疫分析手工操作检测
HO4.

E

的
Q1O

为
&$!#!ZRUL

"

>Q

#低于厂商说明书声明的灵敏度
&$!+)ZRUL

"

>Q

#

Q1M

为

&$#+&ZRUL

"

>Q

#

Q1f

为
&$)+&ZRUL

"

>Q

*使用酶联免疫分

析手工操作检测
HO4.

E

结果报告时#若
HO4.

E

结果低于

&$!#!ZRUL

"

>Q

#则报告+分析物未检出#浓度低于
&$!#!ZRU

L

"

>Q

,%若
HO4.

E

结果高于
&$!#!ZRUL

"

>Q

#低于
&$#+&

ZRUL

"

>Q

#则报告+有分析物检出#但不能准确定量#浓度小

于
&$#+&ZRUL

"

>Q

,%若
HO4.

E

结果高于
&$)+&ZRUL

"

>Q

#

则直接报告检测结果*

已有研究证实#全自动酶免检测设备在过程处理的速度)

灵敏度和精密度方面均优于手工操作#因其试验的全过程加

样)加试剂)孵育)洗板)结果判读等均由电脑控制#消除了手工

操作的人为误差#使得加样)加试剂准确#孵育时间严格控制#

检测的灵敏度相应提高/

!&

0

*本科室已引入
.--;854RQU[.

!!&&
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