
３　讨　　论

本研究共筛出高风险孕妇１７２例，筛查阳性率为７．６８％。

以３５岁为分界点，年龄大于３５岁的高龄孕妇组共有１８７例，

筛查阳性者５１例，阳性率为２７．２７％（５１／１８７）；年龄小于或等

于３５岁低龄孕妇组共有２０５３例，筛查阳性者４６例，阳性率

为２．２４％（４６／２０５３），高龄组阳性率明显高于低龄组（犘＜

０．０５）。所以年龄因素是引起ＤＳ和１８三体综合征的高危因

素，与夏家辉［２］、梁雄等［３］的报道相符，应对高龄孕妇进行产前

诊断。各年龄组ＮＴＤ筛查阳性率无统计学差异（犘＞０．０５）。

由表１可见，孕妇生育年龄集中在（＞２５～３０）岁，占５３．２６％，

大于３５岁的孕妇仅占８．３５％，说明９０％以上的妇女在３５岁

之前生育，避开了ＤＳ和１８三体综合征高风险年龄段。目前

产前筛查的指标均以孕周为基础，而孕妇提供的孕周与实际孕

周相差２周即可导致三项指标评估的危险率差异１０％
［４］。本

研究筛查者孕周集中在１５～１９周，１４、２０周所占比例较少，各

孕周组筛查高风险率比较，无统计学差异，所以要准确计算孕

周。本研究显示年龄大于３５岁的孕妇ＤＳ、１８三体综合征和

ＮＴＤ筛查高风险率高于小于或等于３５岁的低龄孕妇。表３

显示筛查高风险孕妇发生妊娠期高血压综合征、胎儿发育迟

缓、羊水过少、发育畸形等不良结局的可能性明显高于低风险

孕妇，与Ｐａｌａｃｉｏ等
［５］报道相符。产生这种结果的原因可能是

由于异常妊娠和胎盘激素分泌异常。这为临床医师预防此类

疾病提供了理论依据。
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ＥＬＩＳＡ检测过程中影响因素及防控措施分析

徐新蓉，龚国富，马　萍

（鄂州市中心医院，湖北鄂州４３６０００）

　　摘　要：目的　探讨酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）操作进程中的干扰因素和防控措施。方法　对ＥＬＩＳＡ操作试验步骤进行回顾

分析，总结各种影响因素。结果　ＥＬＩＳＡ检测虽然操作简单，但标本、试剂、加样、温育、洗板、质量控制等因素都会对其结果产生

影响。结论　ＥＬＩＳＡ检测过程中需重视各种感染因素，严格按操作规程操作，从而提高ＥＬＩＳＡ检测质量。

关键词：酶联免疫吸附测定；　灰区；　重复性
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　　 酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）是应用最为广泛的酶免疫测定

技术［１］。其基本原理是将抗原（抗体）在不破坏其免疫活性的

条件下预先结合到固相载体表面，再将待测抗体（抗原）和酶标

抗原（抗体）按一定顺序与结合在固相载体上的抗原（抗体）反

应并形成免疫复合物，经洗涤去除反应体系中的其他物质，使

固相载体上的免疫复合物与待测抗体（抗原）的量呈一定比例，

加入酶反应底物后，底物即被固相载体上的酶催化变为有色产

物，最后根据颜色深浅进行定量或定性分析［２］。由于酶的催化

效率很高，故可有效放大免疫反应，提高检测灵敏度，加之操作

简单，使ＥＬＩＳＡ已成为目前临床检验中应用较广泛的免疫测

定方法。本为以检测乙型肝炎病毒表面抗原为例，探讨

ＥＬＩＳＡ操作过程中常见的问题和防控措施。在ＥＬＩＳＡ检测

过程中，常会遇见弱阳性质控品无法检出、处于灰区的弱阳性

结果难以报告、重复性差、阴阳性对照品检测均不显色、阴阳性

对照品检测均显色或间隔有规律地显色等。ＥＬＩＳＡ检测的每

步环节都至关重要，现将几点体会总结如下。

１　临床标本的采集和保存

（１）避免使用溶血和混有红细胞的血清标本。血红蛋白

（Ｈｂ）分子中的血红素基团含有类过氧化物酶的活性物质，如

血清标本中 Ｈｂ浓度较高，则容易在温育过程中吸附于固相载

体表面，导致以辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）为标记酶的ＥＬＩＳＡ检

测出现假阳性结果［３］。（２）尽量避免标本被细菌污染。细菌中

可能含有内源性 ＨＲＰ，造成假阳性结果。（３）血清标本储存时

间不能过长。２～８℃下保存时间过长可使血清中的ＩｇＧ聚合

形成多聚体，导致间接法检测中本底过深，造成假阳性结果。

一般在２～８℃下保存不可超过１周。－７０℃以下可长期保

存标本，但不能反复冻融。反复冻融所产生的机械剪切力将对

标本中的蛋白等分子产生破坏作用，引起假阴性结果。（４）避

免在血液标本完全凝固前离心分离血清标本。如在血液标本

完全凝固前分离血清标本，将导致血清中残存未凝固的纤维蛋

白原，后者可在ＥＬＩＳＡ微孔板中形成纤维蛋白凝固性团块，使

待测抗原（抗体）不能与固相抗体（抗原）有效结合，引起假阳性

或假阴性结果。（５）其他化学物质的影响。乙二胺四乙酸、酶

抑制剂（如ＮａＮ３）可抑制 ＨＲＰ活性，造成假阴性结果。（６）标

本中的内源性干扰物影响检测结果，常见干扰物包括类风湿因

子、补体、交叉反应物质和其他物质等。

２　试剂准备

（１）尽量选择高质量的检测试剂。（２）检测前应将试剂在

室温中平衡２０～３０ｍｉｎ，使温育反应步骤中反应微孔的温度可

较快达到所要求的温度，从而避免弱阳性标本出现假阴性结

果。（３）必须使用符合质量要求的蒸馏水或去离子水配制洗

板液。
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３　检测过程中各环节应注意事项

３．１　质量控制　每次检测均应设置双孔阳性与阴性对照，并

绘制标准曲线。

３．２　加入标本及试剂　微量加样器必须经过校准，使用洁净

的加样吸管［４］；标本需加在微孔板底部，如加在孔壁上部的非

包被区，易导致非特异性吸附；加样速度不可太快，从而保证加

样准确性和均匀性；避免标本溅出和产生气泡，从而避免孔间

污染及反应界面的差异。试剂使用前需颠倒混匀数次，并垂直

加入微孔板中；试剂滴加速度不能太快，否则很容易出现重复

滴加或试剂黏附于孔壁上部，从而导致在非包被区出现非特异

性吸附，引起非特异性显色，造成假阳性结果；每一步试剂都不

可遗漏，否则将导致假阴性结果。

３．３　温育的温度及时间　ＥＬＩＳＡ作为一种固相免疫测定方

法，抗原抗体的结合反应在固相上进行，且必须保证一定的温

育温度和时间。如温育温度较低，可能出现弱阳性标本漏检的

情况。为了使反应微孔尽早达到３７℃，可在检测前对微孔板

进行温育。检测过程中进行温育时，需在微孔板表面加贴封

片，从而防止孔内液体成分蒸发或水珠等杂质滴入孔内引起的

污染；封片不能重复使用，以免引起交叉污染。

３．４　洗板　使用符合要求的蒸馏水或去离子水配制洗板液，

且洗板液应在临用前配制。严格按操作说明书设定洗板机的

各项参数，注意观察洗板液加入量是否充足；保持洗板针通畅，

及时清除洗板针内积存的纤维蛋白原等杂质；洗板后须在干净

的吸水纸上拍干。

３．５　加入显色剂与终止液　显色剂应在临用前配制，加显色

剂不能溅出孔外，加终止液时要避免产生气泡，以免酶标仪比

色时结果不准确。

３．６　结果判读　使用酶标仪判读结果时，应注意阴阳性对照

空ＯＤ值设定及试剂盒提供的阴阳性对照品检测值上下限等

诸多因素。

４　讨　　论

ＥＬＩＳＡ检测步骤简单，但操作过程中的各个环节都不可

忽视，否则将影响检测结果的准确性［５］。一般而言，弱阳性质

控品无法检出可能与试剂质量缺陷、温育时间及温度不够、显

色和反应时间太短或检测用水有问题等有关；检测结果重复性

差可能与标本或试剂加入量不准确、加入速度过快导致孔间污

染及温育、洗板、显色时间不一致等因素有关；阴阳对照品检测

均不显色可能与漏加酶结合物、洗板液中含有酶抑制剂（如

ＮａＮ３）、漏加显色剂及终止液当显色剂使用等因素有关；阴阳

性对照品检测均显色或间隔有规律地显色可能与洗板不彻底

（如洗板机中无洗板液、洗板针堵孔、洗板机管道密封不严导致

不能形成有效负压）、洗板液受酶污染和显色剂变质等因素有

关。对于灰区标本（通常将临界值上下限一定范围设为灰区）

应重复检测，以避免假阳性和假阴性结果［６］。

为保证ＥＬＩＳＡ检测质量，在实际工作中一定要按操作规

程和试剂说明书的要求进行［７］，重视每一步操作细节，从而保

证检测质量，为临床提供准确、可信的诊断依据。
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２１０例肝病患者血清肝纤维化指标检测结果分析

史连盟，郝玉梅

（西宁市第三人民医院内科，青海西宁８１０００５）

　　摘　要：目的　探讨血清透明质酸（ＨＡ）、Ⅲ型前胶原（ＰＣⅢ）、Ⅳ型胶原（ⅣＣ）和层黏连蛋白（ＬＮ）检测在肝纤维化诊断中的

价值及其临床意义。方法　采用放射免疫法检测２１０例肝病患者及５５例健康者血清 ＨＡ、ＰＣⅢ、ⅣＣ和ＬＮ水平。结果　慢性

乙型病毒性肝炎（简称慢性乙肝）、肝硬化、肝癌患者血清ＬＮ、ＨＡ、ＰＣⅢ和ⅣＣ水平高于健康者（犘＜０．０５），肝硬化、肝癌患者血

清ＬＮ、ＨＡ和ⅣＣ水平高于慢性乙肝患者（犘＜０．０５），肝硬化、肝癌患者血清ＰＣⅢ水平与慢性乙肝患者比较无统计学差异（犘＞

０．０５），急性肝炎、丙型病毒性肝炎患者血清ＬＮ、ＨＡ、ＰＣⅢ和ⅣＣ水平与健康者比较没有统计学差异（犘＞０．０５）。结论　ＬＮ、

ＨＡ、ＰＣⅢ和ⅣＣ是反映肝脏状况和肝纤维化程度的良好指标，动态观察其变化可用于判断患者病情进展，也可用于判断患者治

疗效果。

关键词：肝病；　肝纤四项；　肝纤维化
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　　肝纤维化是指由各种急慢性肝病引起的肝脏持续创伤修

复反应导致细胞外基质过度沉积和肝功能损伤，进而导致肝脏

纤维结节形成并破坏正常肝脏结构，最终发展成为肝硬化而出

现肝功能衰退，甚至有演变为肝癌的可能［１２］。有学者认为肝

纤维化尚有逆转至正常的可能，而肝硬化则没有，阻止或延缓

肝纤维化发生、发展有助于治愈大部分慢性肝病患者，因此肝

纤维化早期诊断十分重要［３］。肝纤维化诊断以组织病理学检

查为金标准，但该项检查具有创伤性，且不便于多次进行。为

此，笔者检测了多种类型肝病患者血清肝纤维化标志物水平，包
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