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!检验技术与方法!

自制乙型肝炎病毒表面抗原中和抗体的临床应用

曹树正!范庆坤#

!王文武!张真路

"湖北省武汉市亚洲心脏病医院检验中心
"

$#))""

%

""

摘
"

要"目的
"

通过自制乙型肝炎病毒表面抗原"

QY2+

:

%中和抗体!评价其在临床检验中的应用'方法
"

选取
QY2+

:

经微

粒子酶免疫分析技术"

.L/+

%初筛标本速率值(临界值"

[

(

-S

%在
)&5)

"

!)&)

之间的血清标本
!$*

例!使用自制
QY2+

:

中和抗体

进行验证'结果
"

!$*

例标本经自制
QY2+

:

中和抗体验证后!

!!"

例"

(%&"Z

%结果确认为阳性!

%

例"

#&#Z

%为阴性!

"'

例

"

!(&%Z

%为假阳性!

'

例"

$&)Z

%为不确定'自制
QY2+

:

中和抗体与罗氏确证试剂对
#)

例标本进行比对验证!总符合率
*'&(Z

"

"*

(

#)

%'结论
"

自制
QY2+

:

中和抗体验证试验可提高
QY2+

:

检测准确性!处于灰区水平的检测结果应采用更灵敏的方法进

行验证'

关键词"肝炎表面抗原!乙型$

"

中和抗体$

"

验证试验

!"#

!

!)&#*'*

"

0

&1223&!'(#4$!#)&")!"&!!&)#!

文献标识码"

+

文章编号"

!'(#4$!#)

"

")!"

%

!!4!#$*4)"

""

乙型肝炎病毒$

QYO

&感染呈世界性流行#但不同地区

QYO

感染的流行强度差异很大*中国属
QYO

感染高流行

区(

!

)

*乙型肝炎的筛查和诊断常用血清学指标中以乙型肝炎

病毒表面抗原$

QY2+

:

&最为重要(

"

)

*因此#对于
QY2+

:

检测

的准确度就显得尤为重要*目前#检测方法主要有
LN/[+

法'

微粒子酶免疫分析$

.L/+

&法'电化学发光分析$

L-N/+

&法

等*由于各种方法均设定阳性判断值$

>G96AA

&#处于
>G96AA

周

围的弱反应性的标本则可能影响较大(

#

)

*因此#国内外报道均

提出如
QY2+

:

检测结果呈有反应性则需进一步验证(

$4'

)

*目

前#国内外
QY2+

:

确认试剂价格昂贵#未能广泛应用于常规

检测*基于现状#本院自制
QY2+

:

中和抗体#针对弱反应性

标本做验证试验#对其临床应用进行初步分析*

?

"

资料与方法

?&?

"

一般资料
"

本院
"))*

年
!

"

!)

月血清标本
!#(("

例#

选择
QY2+

:

经
.L/+

法检测标本速率值"临界值$

[

"

-S

&在

)&5)

"

!)&)

之间的标本做验证试验#最终入选
!$*

例*并从

!$*

例标本中随机选取
#)

例标本#以德国罗氏公司
QY2+

:

确

证试剂作为标准#与自制
QY2+

:

中和抗体验证试验结果进行

比对*

?&@

"

仪器与试剂
"

美国雅培公司
+I2

C

D

免疫分析系统#德国

罗氏公司
L')!

免疫检测系统#芬兰
N;=2

C

298D2T?;

:

63.G@914

2J;3

*

酶标仪*美国雅培公司
+I2

C

D

配套
QY2+

:

$

O"

&试剂

盒#批号!

(5"'$NV)#

%德国罗氏公司
L')!

配套
QY2+

:'

'乙

型肝炎病毒表面抗体$

QY2+=

&试剂盒#批号分别为!

!%"5#'

'

!%")55

%罗氏公司
QY2+

:

中和试剂盒#批号!

!%"$$#4)!

*上海

科华生物工程股份有限公司乙型肝炎两项$

QY2+

:

'

QY2+=

&

LN/[+

法诊断试剂盒*

?&A

"

方法

?&A&?

"

原理
"

自制
QY2+

:

中和抗体验证试验反应原理参照

美国雅培公司
+\-Q/,L-, QY2+

:

O&!

确证试剂说明书*

QY2+

:

.L/+

法检测灵敏度为
)&!

"

)&'3

:

"

DN

#

L-N/+

法检

测灵敏度为
)&)%

"

)&!3

:

"

DN

*所有操作及结果判定严格按

照试剂说明书进行*

?&A&@

"

自制含
QY2+

:

中和抗体血清及对照血清的筛选与制

备
"

所选血清标本均要求无溶血'黄疸'脂血#甲型肝炎病毒

/

:

.

抗体'丙型肝炎病毒抗体'艾滋病毒抗体'梅毒抗体检测均

为阴性*其中#选择数例$

%

%

#)

&经
LN/[+

法检测
QY2+

:

阴

性'

QY2+=[

"

-S

%

")&)

的血清混合制备
QY2+

:

中和抗体血

清%选择数例$

%

%

#)

&经
LN[/+

法检测
QY2+

:

'

QY2+=

均阴

性的血清混合制备对照血清*经
%'R

水浴灭活
!)<

#最终分

别经
L-N/+

法 检 测#含
QY2+

:

中 和 抗 体 血 清!

QY2+

:

[

"

-S

'

)&%))

#

QY2+=

%

#)))/a

"

N

%对照血清!

QY2+=

'

"&))

/a

"

N

#

QY2+

:

[

"

-S

'

)&%))

*分装并放置
h5) R

冰箱中保

存'备用*

?&A&A

"

验证试验
"

取
%)

!

N

含
QY2+

:

中和抗体血清及对照

血清分别与
"))

!

N

被检血清混合#并分别标记为中和管'对照

管#同时加做阳性'阴性质控*放置
#(R

水浴
!<

#采用
.L/+

法检测各管
QY2+

:

#经
.L/+

法初筛标本
QY2+

:

[

"

-S

'

!&))

时#则延长反应时间#另用
L-N/+

法检测
QY2+

:

#以

L-N/+

法作为结果判断标准#所测得
[

"

-S

值计算
QY2+

:

的

抑制率#计算公式为!

+

*$#!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!



抑制率
W

对照管
[

"

-S

值
h

中和管
[

"

-S

值

对照管
[

"

-S

值 U!))Z

?&B

"

验证试验结果判读

?&B&?

"

阴'阳性质控标本被检测出#同时对照管
QY2+

:

检测

[

"

-S

(

!&))

#判断为有效%反之#判断为验证试验无效#需重新

检测被检血清或重做验证试验*

?&B&@

"

QY2+

:

阳性判定试验有效后#若被检标本的抑制率大

于或等于
%)Z

#则判读被检标本
QY2+

:

阳性%若抑制率小于

%)Z

#且中和管
[

"

-S

%

!&)

#需将被检标本稀释
%))

'

"))))

倍

后#再做中和试验#若抑制率大于或等于
%)Z

#则判读
QY2+

:

阳性%如标本稀释至
"))))

倍时抑制率小于
%)Z

#则判读为

QY2+

:

阴性或不确定*若对照管的
[

"

-S

高于原始
QY2+

:

结果#则怀疑该标本存在钩状效应*则需提高标本稀释倍数*

@

"

结
""

果

@&?

"

自制
QY2+

:

中和抗体验证试验弱反应性标本检测结果

"

!$*

例标本经自制
QY2+

:

中和抗体验证后#

!!"

例$

(%&"Z

&

结果确诊为阳性#

%

例$

#&#Z

&为阴性#

"'

例$

!(&%Z

&为假阳

性#

'

例$

$&)Z

&为不确定#见表
!

*

表
!

""

自制
QY2+

:

中和抗体验证试验结果

QY2+

:

[

"

-S

值 检测方法
%

阳性率

(

%

$

Z

&)

假阳性率

(

%

$

Z

&)

不确定率

(

%

$

Z

&)

)&5)

'

[

"

-S

$

)&** L./+ *

!

)

$

)&)

&

h )

$

)&)

&

L-N/+ *

!

$

$

$$&$

&

&

h )

$

)&)

&

)&**

'

[

"

-S

$

"&)) L./+ %) "%

$

%)&)

&

"!

$

$"&)

&

$

$

5&)

&

"&))

'

[

"

-S

$

%&)) L./+ %" $'

$

55&%

&

$

$

(&(

&

"

$

#&5

&

%&))

'

[

"

-S

$

!)&) L./+ #5 #(

$

*(&$

&

#

!

$

"&'

&

)

$

)&)

&

""

!

!相同标本%

&

!另有
%

例$

#&#Z

&确认为阴性%

#

!

!

例标本经稀释

%))

倍后检测为阳性%

h

!无数据*

@&@

"

自制
QY2+

:

中和抗体确认试验与罗氏
QY2+

:

确证试

验结果比对
"

见表
"

*

表
"

""

自制
QY2+

:

中和抗体验证试验与

罗氏
QY2+

:

确认试验结果比对

QY2+

:

[

"

-S

值
%

自制验证试验

阳性"阴性$

%

"

%

&

罗氏确证试验

阳性"阴性$

%

"

%

&

)&5)

'

[

"

-S

$

)&** % #

"

" #

"

"

!&))

$

[

"

-S

$

"&)) 5 5

"

) 5

"

)

"&))

'

[

"

-S

$

%&)) !! !!

"

) !)

"

)

!

%&))

'

[

"

-S

$

!)&) ' '

"

) '

"

)

合计
#) "5

"

" "(

"

"

!

""

!

!

!

例结果为不确定*

A

"

讨
""

论

在中国#流行的
QYO

血清型主要是
;E?

^

X

和
;EF"

#少数

为
;

C

F#

$主要见于新疆'西藏和内蒙古自治区&#基因型主要为

-

型和
Y

型(

(

)

*

QY2+

:

是感染
QYO

的临床判断的重要指标

之一*目前#由于
QY2+

:

的检测影响因素很多#包括试剂对

突变株的检测能力(

5

)

*

>G96AA

值的设定'患者标本的内源性及

外源性干扰因素*其中内源性干扰因素包括类风湿因子'补

体'高浓度的非特异免疫球蛋白'异嗜性抗体'某些自身抗体'

交叉反应物质等#外源性干扰因素包括标本溶血'细菌污染'贮

存时间过长'凝固不全等(

%

)

*并且有报道低水平血清
QY2+

:

阳性人群占有一定的比例(

*

)

*实验室对于
QY2+

:

检测呈反

应性的标本有必要采取进一步的验证措施*

笔者选择
QY2+

:

经
.L/+

法检测呈低反应性标本#选用

自制
QY2+

:

中和抗体进行验证试验#同时随机选择部分标本

与罗氏中和抗体验证试验进行比对*研究结果提示#自制

QY2+

:

中和抗体验证试验可提高
QY2+

:

检测准确性#自制中

和抗体与罗氏中和抗体试剂有很好的相关性*自制中和抗体

是选择多例高
QY2+=

浓度的血清标本制备而成#与检测标本

一起孵育#若标本中含有
QY2+

:

#会被
QY2+=

中和掉#通过测

定标本中
QY2+

:

[

"

-S

值变化来判断
QY2+

:

的抑制率*

研究数据显示#对
L./+

法
QY2+

:

初筛结果处于灰区低

水平$

)&5)

'

[

"

-S

$

)&**

&的标本中通过验证发现
$

例标本阳

性#因此
QY2+

:

处于灰区水平时应尽可能选择更灵敏的方法

$如
L-N/+

法&进行验证*其中#出现
!

例标本需稀释
%))

倍

后#做验证试验为阳性#这可能是由于
QY2+

:

浓度过高所

致(

#

)

*

%)

例
QY2+

:

[

"

-S

值在
!&))

"

"&))

之间的标本#假阳

性率达到
$"Z

$

"!

"

%)

&#这应引起研究者的注意*通过与罗氏

确认试验结果的比对#两种试验总体符合率很高#达到
*'&(Z

#

但仍存在
!

例不确定的结果#具体原因有待进一步跟踪研究*

自制
QY2+

:

中和抗体制作简便#成本低廉*但是#由于

QYO

基因型和突变株存在着地区'种族差异以及乙型肝炎患

者受药物治疗而导致基因位点突变(

!)

)

#

QY2+

:

中和抗体血清

受筛选血清的影响#并不能适合所有人群*此次研究入选的标

本量有限#自制中和抗体验证不能完全代替
QY2+

:

确证试

验#其临床应用价值有待进一步证实*

综上所述#自制
QY2+

:

中和抗体验证试验可提高
QY2+

:

检测准确性#处于灰区水平的检测结果应采用更灵敏的方法进

行验证*

QY2+

:

初筛结果
[

"

-S

值越低#假阳性率越高#必须

对结果进行验证*

参考文献

(

!

) 中华医学会肝病学分会#中华医学会感染病学分会
&

慢性乙型肝

炎防治指南(

P

)

&

中华肝脏病杂志#

")!!

#

!'

$

!

&!

"4!'&

(

"

) 李金明
&

乙型肝炎病毒血清标志物测定及结果解释的若干问题

(

P

)

&

中华检验医学杂志#

"))'

#

"*

$

%

&!

#5%4#5*&

(

#

) 方筠#韩晓辉#张晓航#等
&

一种国产
QY2+

:

确认试剂的临床应用

评价(

P

)

&

中华检验医学杂志#

"))*

#

#"

$

'

&!

'*'4'**&

(

$

) 叶应妩#王毓三#申子瑜
&

全国临床检验操作规程(

.

)

&#

版
&

南京!

东南大学出版社#

"))'

!

'!54'!*&

(

%

) 李金明
&

感染性疾病血清学检验中应重视对弱反应性标本的确认

(

P

)

&

中华检验医学杂志#

"))'

#

"*

$

(

&!

%((4%5)&

(

'

)

_813=;GD-.

#

_1@@1;D2/

#

.;29LL

#

89;@&8398?2A6?T128;28-634

9?6@;3EM?87839163&\8>6DD83E;91632A6?1E8391A1>;9163;3E

B

G=@1>

<8;@9<D;3;

:

8D8396A

B

8?2632F19<><?631><8

B

;91912Y71?G213A8>4

9163

(

P

)

&.._\\8>6DD\8

B

#

"))5

#

%(

$

\\45

&!

!4")&

(

(

) 范金水#庄辉#李远贵#等
&

我国
5

城市
QY2+

:

阳性和阴性乙型肝

炎患者的病毒血清型和基因型分析(

P

)

&

中华微生物学和免疫学

杂志#

!**5

#

!5

$

"

&!

554*!&

(

5

) 祝长城#罗春贞#王缦
&

乙肝表面抗原突变体的表达及其初步应用

(

P

)

&

细胞与分子免疫学杂志#

"))(

#

"#

$

!"

&!

!!#'4!!#*&

(

*

) 陈瑜#钟步云#徐根云#等
&

低水平血清乙肝病毒表面抗原测定及

其临床意义(

P

)

&

中华检验医学杂志#

"))!

#

"$

$

!

&!

#*4$!&

(

!)

)马亚平#曹红#李俊枫
&

乙型肝炎病毒基因型'

e.TT

变异与病毒

复制水平的关系(

P

)

&

国际检验医学杂志#

")!!

#

#"

$

#

&!

$))4$)!&

$收稿日期!

")!!4)54!#

&

+

)%#!

+

国际检验医学杂志
")!"

年
'

月第
##

卷第
!!

期
"

/39PN;=.8E

!

PG38")!"

!

O6@&##

!

K6&!!




