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酶联免疫反应加速仪检测乙肝五项标志物的性能评价及应用价值
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摘要：目的　探讨酶联免疫加速仪检测乙型肝炎血清标志物的性能评价及临床应用。方法　分别验证常规 ELISA 检测 HBsAg、HBsAb、

HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 的最低检出限。选择最低检出限浓度的样品，用酶联免疫加速仪取代常规温育，每批次改变一次温育时间，每一批次

重复 20 次，其它步骤同常规检测，以平均 S/CO 值最接近 1、且 95% 以上孔 S/CO 值≥ 1 的孵育温度为实验最佳温度。同时比较两种方法的不精

密度和结果一致性。结果　常规检测 HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 的检出低限分别为 0.15IU/ml、7.50mIU/ml、0.67NCU/ml、3.2NCU/

ml 和 2NCU/ml。酶联免疫加速仪检测 HBsAg 时，加样后 25min、加酶后 15min、加显色剂后 15 分钟、其 95% 以上孔的 S/CO 值大于 1。检测

HBsAb、HBeAg、HBeAb和 HBcAb时，加酶后温育15min，95%以上孔的S/CO值大于1。随着加速仪时间的延长，平均OD值显著增加或下降（HBeAb）

（P<0.05）。酶联免疫加速仪和常规检测乙肝五项标志物的不精密度：HBsAg、HBsAb 和 HBeAg 重复精密度和中间精密度均小于 15%，HBeAb 和

HBcAb 重复精密度和中间精密度均小于 20%。酶联免疫反应加速仪温育与常规方法相比较，乙肝五项标志物阳性和阴性符合率均为 95% 以上。

结论　酶联免疫反应加速仪检测乙型肝炎血清标志物结果与常规检测方法一致，使用加速仪的效率高，至少可缩短一半的反应时间，更好的保

证结果报告时限。
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乙型肝炎感染性强、传播途径复杂、流行面广、发病率

高，预防和控制是当前的重要目标之一，乙肝血清标志物是

诊断乙型肝炎感染的重要依据之一。ELISA 法检测乙肝血清标

志物具有简易、快速、特异性强、灵敏度高、重复性好的特

点，且不需要昂贵的仪器，已广泛应用于乙肝五项标志物检

测 [1]。为提高实验效率，缩短检验周期，可使用酶联免疫反

应加速仪加快加速酶联免疫反应。酶联免疫反应加速仪是利

用免疫反应中抗原、抗体结合部分形状互补、凹腔内氨基酸

侧键的位置要有利于产生各种次级键同时有序施加的高频电

磁波能促使离子迁移和偶极子转动引起免疫分子振转的原理，

从而使酶联免疫反应时间由原来得几十分钟甚至数小时在十

分钟内完成 [2]。本文拟用常规 ELISA 法检测乙肝五项标志物

的最低检测限浓度的样品，探索酶联免疫加速仪最佳温育时

间，同时在此基础上评价此方法的性能，评估酶联免疫加速

仪在乙肝血清标志物检测中的应用价值。

1 资料与方法
1.1 一般资料

收集我院 2013-2014 年乙肝五项血清标志物检测的血清

阳性样本和阴性样本各20例，其中阳性标本中含弱阳性10份、

强阳性 2 份，阴性标本含其它标志物阳性 8 份。－ 80℃冷冻

保存。

1.2 仪器与试剂

乙肝五项血清标志物 ELISA 检测试剂盒为北京万泰生物

药业股份有限公司产品，乙肝五项血清标志物定值标准物质

和阴性血清为北京康彻思坦生物技术有限公司产品，NY/MMJ

型酶联免疫加速仪为四川诺亚医疗科技有限公司生产，酶标

仪为上海科华实验系统有限公司生产。

1.3 方法

使用乙肝五项血清标志物 ELISA 检测试剂盒，具体操作

方法按试剂盒使用说明书进行。

1.3.1 常规方法检测乙肝五项血清标志物最低检出限验证[3]

采用 HBsAg 标准物质作为定值样本（浓度为 1.0IU/

ml），用阴性血清做一系列稀释（5%、10%、15%、20%），依

次检测稀释样本，每个稀释度平行试验 20 次，记录每一孔的

S/CO 值，计算每批次的平均 S ／ CO 值。以平均 S ／ CO 大于

1 且接近于 1、且 95% 以上孔 S/CO 值大于 1 所在批次的对应

样品的浓度即为 HBsAg 的检出低限。同样用阴性血清系列稀

释 HBsAb 标准物质（30.0mIU/ml）、HBeAg 标准物质（4NCU/

ml）、HBeAb 标准物质（4NCU/ml）和 HBcAb 标准物质（2NCU/

ml），验证这四项标志物的检出低限。

1.3.2 酶联免疫反应加速仪温育时间确定

取上述 3.2.1 常规 ELISA 方法的最低检出限浓度的 HBsAg

稀释样品，分为 9 个批次检测：每批次改变一次温育时间，

并用酶联免疫加速仪取代常规温育，其它步骤同常规检测。

同样分别取 HBsAb、HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 的最低检出限浓

度的稀释样品，每个项目分 3 个批次检测：每批次改变一次

温育时间，用酶联免疫加速仪取代常规温育，其它步骤同常

规检测。

每批次平行试验 20 次，记录每一孔的 S/CO 值，计算每

批次的平均 S ／ CO 值。以平均 S ／ CO 大于 1 且接近于 1、且

95% 以上孔 S/CO 值大于 1 所对应批次的孵育温度即实验最佳

温度。

1.3.3 加速仪和常规检测乙肝标志物的不精密度验证 [4]

选择最低检出限样品一份，分别用加速仪和常规方法同

一批次内检测20次，以S/CO值评价五个项目的重复性精密度。

分别用加速仪和常规方法选择最低检出限样品一份，连

续检测 20 天，每天 1 次，以 S/CO 值评价五个项目的中间不

精密度。

不精密度应小于本检测试剂允许误差（HBsAg、HBsAb 和

HBeAg 重复精密度和中间精密度均小于 15%，HBeAb 和 HBcAb

重复精密度和中间精密度均小于 20%）。

1.3.4酶联免疫反应加速仪温育下与常规方法结果一致性

比较 [5]

分别抽取常规检测方法检测为阳性和阴性的标本各 20

份，用加速仪检测方法检测，分别计算阳性符合率和阴性

符合率。判断是否阴性符合率≥ 80%，阳性符合率≥ 80%。

阴性符合率（%）= 被测试剂盒测定真阴性数 /（真阴性

数 +假阳性数）*100%

阳性符合率（%）= 被测试剂盒测定真阳性数 /（真阳性

数 +假阴性数）*100%

1.4 统计学方法

检测结果采用 SPSS13.0 软件进行分析处理，计量结果采

用 χ±s表示，采用T检验。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果
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2.1 常规检测乙肝血清标志物的检出低限

HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 的 检 出 低 限 分

别 为 0.15IU/ml、7.50mIU/ml、0.67NCU/ml、3.2NCU/ml 和

2NCU/ml。结果见表 1。

表 1：常规检测乙肝五项血清标志物的检出低限

检测项目 最低检出浓度 平均 S/CO 比值
S/CO 值大于 1

的比率（%）

HBsAg 0.15IU/mL 1.27±0.12 100

HBsAb 7.50mIU/ml 1.31±0.11 100

HBeAg 0.67NCU/ml 1.36±0.14 100

HBeAb 3.2NCU/ml 0.84±0.14 95

HBcAb 2NCU/ml 0.48±0.09 100

2.2 酶联免疫反应加速仪最佳温育时间

结果显示：酶联免疫加速仪检测 HBsAg 时，加样后

25min、30min，加酶后 15min、20min，其 95% 以上 S/CO 值

大于 1，与常规检测组相比，平均 OD 值均明显增加（P ＜

0.05）；加显色剂后15min、20min，其95%以上S/CO值大于1，

且 20min 时平均 OD值明显高于常规组（P＜ 0.05），见图 1。

检测 HBsAb、HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 时，加酶后温育 15min，

95% 以上的 S/CO 值大于 1，平均 OD 值与常规组相比，无统计

学意义（P ＞ 0.05），见图 2。随着加速仪时间的延长，平均

OD 值显著增加或下降（HBeAb）（P ＜ 0.05），HBcAb 有下降

的趋势，但加酶后 15min 与加酶后 20minS/CO 值相比无统计

学意义（P＞ 0.05）。

注：＊与常规检测相比，P<0.05，△加样后三组两两相比，

P<0.05，＃加酶后三组两两相比相比，P<0.05，○加显色剂

后三组两两相比，P<0.05。

图 1：酶联免疫加速仪不同温育时间对 HBsAg 检测影响

注：＊与常规方法相比，△加酶后加速仪温育三组两两

相比，P<0.05。

图 2：加酶后酶联免疫加速仪不同温育时间对 HBsAb、

HBeAg、HBeAb 和 HBcA 检测影响

2.3 加速仪和常规检测乙肝标志物的不精密度比较

在最佳温育时间下，加速仪和常规检测乙肝五项标志物

的不精密度：HBsAg、HBsAb 和 HBeAg 重复精密度和中间精密

度均小于 15%，HBeAb 和 HBcAb 重复精密度和中间精密度均小

于 20%。结果见表 2。

表 2：加速仪和常规检测乙肝标志物的不精密度 (%)

检测项目
加速仪

重复性

常规方法

重复性

加速仪中间

精密度 

常规方法中间

精密度

HBsAg 9.89 9.51 11.59 13.18

HBsAb 10.29 8.72 13.26 13.75

HBeAg 9.76 10.25 12.27 14.03

HBeAb 14.80 17.13 19.51 19.51

HBcAb 19.95 18.75 18.61 19.30

酶联免疫反应加速仪温育与常规检测的方法学比较

酶联免疫反应加速仪温育与常规方法相比较，HBsAg、

HBsAb 和 HBeAg 阳性和阴性符合率均为 100%；HBeAb 和 HBcAb

阳性符合率均为 95%，阴性符合率均为 100%（表 3）。

表 3：酶联免疫反应加速仪温育与常规方法结果一致性比

检测项目 标本数量 阳性符合率 阴性符合率

HBsAg 40 100（%） 100（%）

HBsAb 40 100（%） 100（%）

HBeAg 40 100（%） 100（%）

HBeAb 40 95（%） 100（%）

HBcAb 40 95（%） 100（%）

3 讨论
ISO15189:2007准则作为指导实验室建立质量体系的纲领

性文件，其第5.5.2条款指出实验室应评估所选用方法和程序，

在用于医学检验之前应证实其可给出满意结果 [6]。所以本研

究参照医学实验室质量和能力认可准则在临床免疫学检验领

域的应用说明 [7]，对酶联免疫反应加速仪检测乙肝五项血清

标志物进行检出限，精密度和符合率的分析性能验证。

抗原抗体的特异性结合是基于抗原决定簇与抗体分子超

变区分子间的结构互补性与亲和性，同时抗原表位与抗体高

变区必须紧密接触并且有足够的接触时间才能有足够的结合

力保证两者结合完全 [8]。很多因素会对实验结果产生不良影

响，如抗原和抗体本身的性质、活性及含量，此外，反应时

间、温度、振荡等实验条件，对 ELISA 检测结果的影响也大，

尤其对于弱阳性标本，由于孵育条件不当会造成假阴性，从

而出现此类标本的漏报或错报 [9]。

定性试验的临界值高低直接关系实验结果的准确性。所

以本研究选择检测底限的样品，从不同温育时间方面来阐述

酶联免疫加速仪对检测结果的影响。结果显示，与常规 ELISA

检测结果相比，用酶联免疫加速仪检测 HBsAg 时，样品温育

25 分钟，加酶温育 15 分钟，显色温育 15 分钟已达最佳实验

效果。检测 HBsAb、HBeAg、HBeAb 和 HBcAb 时，加酶后温育

15min 达最佳实验效果。且各组随着温育时间的延长，S/CO

值逐渐增加。通过与常规 ELISA 结果比较，酶联免疫反应加

速仪检测乙肝五项血清标志物的符合率均为 95% 以上。

精密度是检验方法评估中最基本的评价指标，主要评价

测定结果的重复性。

因 ELISA 是数值判定结果的项目，所以本研究选用定量

试验精密度评价方案。结果显示加速仪和常规检测乙肝五项

标志物的不精密度均小于厂家给定的变异系数。

另外，实验结果显示，酶联免疫加速仪检测 HBsAg 时，

加显色剂后 15min 即达到常规检测效果。可能是酶联免疫加

速仪提高了酶催化底物的效率，从而缩短显色时间。
（下转第 5 页）
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课题组采用赵氏雷火灸予以干预气血亏虚伴有腰背疼痛的产

后子宫脱垂患者，点燃的雷火灸具有独特中药配方的药性作

用和强大的火热力及红外幅射力，作用于人体的面（病灶周

围）、位（病灶位）、穴达到循经感传通导经络和调节微循

环的作用；另外在用灸区域的面、位、穴形成高浓药区，在

热力的作用下，以渗透组织深部而达到益气升举的作用。雷

火灸所施灸穴位为百会、阿是穴以及腹部任脉（中极、关元）、

背部督脉（八髎）和足三里、三阴交穴。百会位于巅顶正中，

督脉穴，为治疗脱垂性疾病的升提要穴，有维道属足少阳、

带脉之会，收摄胞宫的之功，张靖敏等 [10] 选取百会穴与众多

益气调理任督二脉穴位相配，在结合中药汤剂口服的基础上

治疗不同证型的子宫脱垂均取显著疗效，并认为在长期子宫

脱垂患者中，要视病情正确进行虚实辩证，切犯虚虚实实之过。

中极、关元二穴均位于任脉上，居于下腹部正中，二穴是妇

产科疾病经典的配伍，对于妇产科子宫脱垂、痛经、产后尿

潴留、盆腔炎等疾病的治疗均有着调理冲任、益气固摄的作

用 [11]。八髎穴位于腰骶部督脉上，有学者从古代文献研究上

发现八髎穴与盆底疾病密切相关，对于“阴挺”的治疗有着

众多的文献支持证据 [12]。足三里、三阴交位于下肢部，分别

属于足阳明胃经和足太阴脾经，二经表里相凑，共达气血生

化之源之功，有研究发现 [13-14]，在妇产科疾病的针灸治疗中，

足三里、关元二穴可促进产后或绝经期女性的雌激素的释放，

增加大脑活性，这也从基础实验角度证明的二穴的“培元固本”

的作用。补中益气汤出自李东垣的《内外伤辨惑论》，是治

疗中气下陷的代表方，对于气血不足，脾胃功能亏损，中气

下陷，清阳不升的症候有着积极的治疗作用 [5，16]。

在临床研究中，本文首次将雷火灸结合补中益气汤治疗

妇女产后子宫脱垂气血虚弱型兼有腰背疼痛患者中，取得满

意效果。在研究中，课题组发现，在改善脱垂症状及脱垂程

度方面，A、B、C三组的总有效率别为 63.33%、66.67%

36.67%，A、B 两组总有效率明显高于 C 组，A、B 两组相

比，差异不具有统计学意义；三组治疗前后的盆底肌电位比

较有统计学意义，明显高于治疗前，组间比较，与 C组比较，

A、B 组治疗后盆底肌肌电位改善差异具有统计学意义，A、B

两组盆底肌肌电位改善程度比较差异无统计学意义；三组治

疗前后盆底肌力比较，一二类肌纤维肌力均较治疗前明显增

高，但治疗后三组盆底肌力比较无统计学意义。研究结果提示，

雷火灸结合补中益气汤对于产后轻中度子宫脱垂兼有腰背疼

痛患者的脱垂程度、脱垂症状及盆底肌肌电位均有积极的效

果，而对于盆底肌肌力的影响，有盆底肌电刺激与生物反馈

和凯格尔运动的组别的效果也较为显著，这也突出了盆底电

刺激和肌力锻炼的重要性。

综上所述，雷火灸与补中益气汤结合治疗气血亏虚型轻

中度子宫脱垂取得积极疗效，值得临床推广。但在研究中，

作者也发现对于盆底子宫等其他脏器的脱垂治疗中，应当整

体施治，明确中医辨证分型，治疗方式因人而异，而非仅仅

关注盆底解剖局部的位置改变。在治疗随访中笔者也发现经

雷火灸与补中益气汤的联合运用，对于子宫脱垂患者的睡眠

状况、饮食、心理焦虑或抑郁状态均在一定程度有改善。下

一阶段，课题组将从影像学及客观定量的评定角度探讨雷火

灸与补中益气汤的联合运用在临床治疗中的循证医学依据，

以期为临床改善产后产妇盆底功能障碍提供一定的治疗依据。
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综上所述，使用酶联免疫反应加速仪比使用传统水浴箱

大幅缩短乙肝五项血清标志物的检验时间，同时阴性、阳性

符合率和重现性与常规检测方法相比无差异。因此酶联免疫

反应加速仪对临床正确、快速诊断有很大的积极的意义。
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