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  摘 要:目的 对进口酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂检测乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)的应用效果

进行评价,探究减少1次ELISA检测的可行性。方法 将2019年9月至2020年7月105
 

737份无偿献血标

本用国产和进口ELISA试剂进行HBsAg平行检测,对结果为单试剂有反应性的标本做核酸检测,以国产试剂

作为比较试剂,核酸检测作为确认方法,利用统计学方法分析进口ELISA试剂的复检符合率、阳性率和单试剂

阳性标本的阳性预测值。结果 国产试剂和进口试剂的复检符合率分别为27.42%和51.79%,阳性率分别为

0.30%和0.46%,差异均有统计学意义(χ2=12.597,P<0.05;χ2=36.921,P<0.05);国产试剂和进口试剂

的阳性预测值分别为5.88%和4.26%,差异无统计学意义(χ2=0.098,P>0.05)。结论 进口试剂的假阳性

率和国产试剂相当,但其稳定性和灵敏度明显优于国产试剂;国产试剂和进口试剂仍具有一定程度的互补性,
如血清学检测只用进口试剂做1次ELISA检测,存在漏检的可能。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

application
 

effect
 

of
 

imported
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

reagent
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

hepatitis
 

B
 

surface
 

antigen
 

(HBsAg),and
 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

reduc-
ing

 

one
 

time
  

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.Methods From
 

September
 

2019
 

to
 

July
 

2020,105
 

737
 

sam-
ples

 

of
 

unpaid
 

blood
 

donors
 

were
 

used
 

for
 

HBsAg
 

parallel
 

detection
 

with
 

domestic
 

and
 

imported
 

ELISA
 

rea-
gent,and

 

the
 

single
 

reagent
 

reactive
 

samples
 

were
 

tested
 

for
 

nucleic
 

acid.Domestic
 

reagent
 

was
 

used
 

as
 

com-
parison

 

reagent
 

and
 

nucleic
 

acid
 

test
 

was
 

used
 

as
 

confirmation
 

method,statistical
 

methods
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

coincidence
 

rate,positive
 

detection
 

rate
 

and
 

positive
 

predictive
 

value
 

of
 

single
 

reagent
 

positive
 

samples.
Results The

 

retest
 

coincidence
 

rates
 

of
 

domestic
 

and
 

imported
 

reagent
 

were
 

27.42%
 

and
 

51.79%
 

respective-
ly,and

 

the
 

positive
 

detection
 

rates
 

were
 

0.30%
 

and
 

0.46%
 

respectively,with
 

statistically
 

significant
 

differ-
ences

  

(χ2=12.597,P<0.05;χ2=36.921,P<0.05).The
 

positive
 

predictive
 

values
 

were
 

5.88%
 

and
 

4.26%
 

respectively,with
 

no
 

significant
 

difference
 

(χ2=0.098,P>0.05).Conclusion The
 

false
 

positive
 

rate
 

of
 

the
 

imported
 

reagent
 

is
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

the
 

domestic
 

reagent,but
 

the
 

stability
 

and
 

sensitivity
 

of
 

the
 

imported
 

re-
agent

 

are
 

obviously
 

better
 

than
 

those
 

of
 

the
 

domestic
 

reagent.Domestic
 

reagent
 

and
 

imported
 

reagent
 

are
 

still
 

complementary
 

to
 

a
 

certain
 

extent,if
 

the
 

serological
 

test
 

only
 

used
 

imported
 

reagent
 

to
 

do
 

one
 

time
 

ELISA
 

test,there
 

is
 

the
 

possibility
 

of
 

missed
 

detection.
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  乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)是乙型肝炎病

毒(HBV)感染最重要的血清标志物,其检测结果受试

剂质量和检测方法的影响[1]。目前,检测 HBsAg的

最常用血清学方法是酶联免疫吸附试验(ELISA)法,
全国大部分血站是采用2次血清学检测和1次核酸

检测进行HBV、丙型肝炎病毒(HCV)、人类免疫缺陷

病毒(HIV)、梅毒螺旋体(TP)4
 

项血液感染标志物筛

查,根据《血站技术操作规程(2015版)》所述,实施核

酸检测试剂批检签发之后,允许对 HBV、HCV、HIV
感染标志物采用血清学检测和核酸检测各1次的血
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液筛查策略,然而减去1次血清学检测是否会影响血

液筛查的效果、增加残余风险等都需要进行科学合理

的评估和确认[2]。为提高检测效能,本中心检验科自

2019年9月开始把 HBsAg的血清学检测由原来的

两种国产试剂变更为1种国产和1种进口试剂的检

测模式,现将进口试剂的检测效果进行评价,旨在探

讨只做1次 HBsAg血清学检测的可行性和安全性,
为本中心检验科制订合理的HBsAg血清学筛查模式

提供依据。
1 材料与方法

1.1 标本来源 2019年9月至2020年7月本中心

无偿献血者标本105
 

737份,采用乙二胺四乙酸二钾

(EDTA-K2)抗凝管(江苏康健医疗公司)和EDTA-
K2 分离胶抗凝管(美国BD公司)留取ELISA法检测

和核酸检测标本各1支,离心后保存于2~8
 

℃冰箱,
48

 

h内进行检测。
1.2 仪 器 与 试 剂 血 清 学 检 测:全 自 动 加 样 仪

FREEDOM
 

EVO-2
 

200
 

Base(瑞士 TECAN公司),
全自动ELISA后处理仪BEP-Ⅲ(德国SIEMENS公

司),ELISA法HBsAg诊断试剂盒(美国伯乐和英科

新创),室内质控品(北京康彻思坦生物技术有限公

司);核酸检测:Roche全自动核酸检测系统(美国罗

氏公司)及其检测试剂,室内质控品(北京康彻思坦生

物技术有限公司)。以上所有仪器都经过校准并在正

常状态下使用,试剂均经中国生物制品研究所检测合

格,不同批号试剂和质控品均在有效期内使用。
1.3 方法 (1)血清学检测采用国产和进口ELISA
诊断试剂进行HBsAg平行初检,当0.9≤S/CO<1.0
(即灰区)和S/CO值≥1.0时判为反应性,当S/CO
值<0.9

 

时判为非反应性,如双试剂检测均有反应性

则判为阳性,如双试剂检测均无反应性则判为阴性,
如单试剂有反应性则进行复检。(2)血清学初检单试

剂有反应性标本的复检采用单试剂(初检哪家试剂有

反应性用哪家)双孔进行2次检测,结果至少有1孔

为反应性判为单试剂阳性,双孔均无反应性判为阴

性。(3)对血清学检测结果为单试剂阳性的标本与其

他ELISA法检测阴性的标本一起进行核酸6人份混

检,若混检结果为有反应性则进行拆分试验,拆分结

果为有反应性判为阳性,反之判为阴性。以上过程均

严格按照试剂盒的说明书和本中心检验科标准操作

规程进行操作,实验操作人员均经过上岗培训且考核

合格。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示,
组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。复检符合率=单试剂阳性数/初检单试剂有反

应性数×100%;阳性率=(双试剂阳性数+单试剂阳

性数)/标本总数×100%;阳性预测值=核酸检测阳

性数/单试剂阳性数×100%。

2 结  果

2.1 血清学检测初检单试剂有反应性标本复检结

果 两种试剂初检有反应性的临界值都设为S/CO=
0.9,105

 

737份标本经ELISA法检测得到初检单试

剂有反应性标本国产试剂62份,进口试剂363份,进
一步进行双孔复检得到单试剂阳性数分别为17份和

188份,复检符合率分别为27.42%、51.79%,差异有

统计学意义(χ2=12.597,P<0.05)。
2.2 两种ELISA试剂检测105

 

737份标本 HBsAg
的血清学结果 根据血清学检测判定规则,得到国产

试剂和进口试剂检测 HBsAg的双试剂阳性数为295
份,双试剂阴性数为105

 

237份,国产试剂和进口试剂

单试剂阳性数分别为17、188份。最终进口试剂和国

产试剂的阳性率分别为0.46%和0.30%,差异有统

计学意义(χ2=36.921,P<0.05)。
2.3 血清学检测 HBsAg单试剂阳性标本的核酸检

测结果 对国产试剂(17份)和进口试剂(188份)的
单试剂阳性标本进行核酸检测,得到核酸阳性标本数

分别为1、8份,阳性预测值分别为5.88%和4.26%,
差异无统计学意义(χ2=0.098,P>0.05)。
2.4 9份核酸检测阳性的标本对应的血清学检测结

果及其献血者特征 将这9份核酸检测阳性的标本

编号为①~⑨,追溯其对应的国产和进口ELISA试

剂检测的S/CO值,并溯源到献血者是否为初次献

血,见表1。
表1  核酸检测阳性标本对应的血清学检测S/CO值

   及献血者特征

试剂类型 编号 S/CO值 是否为初次献血

国产试剂 ① 2.66 是

进口试剂 ② 1.22 是

③ 1.29 是

④ 1.59 是

⑤ 2.90 是

⑥ 2.48 是

⑦ 1.05 是

⑧ 2.53 是

⑨ 1.55 是

3 讨  论

  我国是HBV感染的高发区,7.18%的人口感染

HBV[3],经血液传播是 HBV感染的主要途径之一。
报道中的血站筛查项 目 中 以 HBsAg的 阳 性 率 最

高[4],而血站实验室进行血液筛查的目的是为了防止

通过输血感染病原体而非以诊断为目的,为保障输血

治疗安全,减少漏检率,故对检测试剂灵敏度的要求

高于特异度,即使ELISA法检测单试剂阳性的血液

也要进行报废处理。因此,首先要确保试剂对阳性标

本的检出能力,其次应考虑兼顾其他性 能 及 成 本
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效益。
本研究中,进口试剂的复检符合率明显高于国产

试剂(χ2=12.597,P<0.05),反映出进口试剂的重复

性和稳定性较好,主要是因为不同厂家试剂盒包被抗

体成分纯度、生产工艺等不同[5]。进口试剂的阳性率

明显高于国产试剂(χ2=36.921,P<0.05),可间接反

映出进口试剂的灵敏度高于国产试剂。HBsAg的

ELISA试剂经过从“一步法”
 

到“两步法”的发展,其
检测效能得到很大的提高,但不同生产厂家使用的包

被单克隆抗体不同,对不同亚型的亲和力不同,导致

检测
 

HBsAg的能力也有所不同,通常认为灵敏度高

带来的是特异度的下降,假阳性率升高,而阳性预测

值是反映筛检试验结果阳性患者目标疾病可能性的

一项指标,可间接反映假阳性率的高低。本研究进一

步分析发现,单试剂阳性标本中,国产试剂和进口试

剂之间阳性预测值比较,差异无统计学意义(χ2=
0.098,P>0.05),说明进口试剂除了灵敏度高于国产

试剂,其假阳性率和国产试剂相当,灵敏度提高的同

时并没有带来假阳性率的同步升高,同时也说明了国

产试剂的性能在某方面达到进口试剂的水平,这与国

内杨丽华等[6]报道的结果一致。但国产试剂和进口

试剂 的 阳 性 预 测 值 都 比 较 低,分 别 为 5.88% 和

4.26%,高于国内马晓军等[7]报道的1.05%,低于张

秀慧等[8]报道的9.83%,可见国产试剂和进口试剂单

试剂的阳性结果中都有着较高的假阳性率,需要注意

的是导致假阳性率高的原因除试剂本身的因素外,仪
器、人员、环境等也是很重要的因素。

另外,本研究9份核酸检测阳性标本的S/CO值

都偏小,集中于1~3,其中最小值为1.05,很接近临

界值,所以设置灰区很有必要。不同的实验室灰区的

设置不同,目前国内没有统一的标准。王庆敏等[9]、
陈善华等[10]也对灰区的设置进行了相应的研究,但仍

未达成共识,本中心检验科ELISA法检测 HBsAg的

灰区设置为0.9≤S/CO值<1.0,此范围内未检测出

核酸阳性的标本,符合本中心检验科的要求。曾婀娜

等[11]探讨了ELISA
 

法检测结果的
 

S/CO
 

值和假阳性

的关系,本研究还发现S/CO值不在1~3的单试剂

阳性标本假阳性率较高,此数据可为制订献血者归队

策略提供参考。另外,本研究溯源到这9份标本对应

的献血者都为初次献血,国内有报道初次献血者的不

合格率明显高于重复献血者[12],可见检测同样数量的

标本,进口试剂在拦截 HBsAg阳性的初次献血者中

优于国产试剂,保障了血液安全。
从进口ELISA 试剂在本中心检验科筛查血液

HBsAg中的应用效果来看,其假阳性率和国产试剂

相差不大,但稳定性和灵敏度均明显优于国产试剂。

减去1次ELISA法检测的初衷是希望其中1种试剂

的性能完全能取代另1种试剂而不出现漏检,本研究

中的国产单试剂阳性虽仅检出1例 HBsAg阳性,但
其正是进口试剂漏检的,国产试剂和进口试剂仍具有

一定程度的互补性。因此,减去1次ELISA法检测

应该慎重,存在造成输血感染事件的可能性,建议结

合其他辅助试验,如化学发光法试验、乙肝两对半试

验等或者进行一段时间的跟踪检测来辅助确认核酸

检测结果,以此就是否调整 HBsAg的筛查策略进行

风险和效益的综合评估。
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