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ＨＢＶ血清标志物ｅ抗原假阴性的原因分析及对策
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［摘要］　目的：分析ＥＬＩＳＡ法检测乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）标志物ｅ抗原（ＨＢｅＡｇ）出现假阴性的原因并探讨应对措施，防止

ＨＢｅＡｇ阳性漏检。方法：凡用ＥＬＩＳＡ法检测的 ＨＢＶ标志物５项指标结果为表面抗原（ＨＢｓＡｇ）和核心抗体（抗ＨＢｃ）阳性

（俗称１、５阳性）而ＨＢｅＡｇ为阴性的，应用４家试剂２种方法联合复检ＨＢｅＡｇ确认结果。具体措施：（１）对每天用Ａ试剂检测

的 ＨＢＶ标志物５项指标测得结果仅１、５阳性的样品，用Ａ、Ｂ、Ｃ试剂（ＥＬＩＳＡ法）联合复检 ＨＢｅＡｇ。（２）无论 Ａ、Ｂ、Ｃ哪种试

剂，只要 ＨＢｅＡｇ复检结果为阳性、弱阳性或样品测定Ｄ 值在灰区范围的，必须用Ｄ试剂（化学发光法）进一步复检确认阳性，

以Ｄ试剂复检结果为最终确认结果。结果：２７４份样品用Ａ、Ｂ、Ｃ试剂复检 ＨＢｅＡｇ（室内质控值在控），Ａ试剂结果仍然全部

阴性，阳性漏检率为２．１８％，Ｂ试剂结果５例阳性，阳性漏检率为０．３６％，Ｃ试剂结果６例阳性（５例阳性与Ｂ试剂复检样品号

码相同，１例Ａ、Ｂ试剂复检为阴性Ｃ试剂复检为阳性），无阳性漏检。复检６例 ＨＢｅＡｇ阳性的样品用Ｄ试剂复检确认仍为阳

性，无阳性漏检。结论：ＥＬＩＳＡ法Ａ、Ｂ试剂存在比例不等的 ＨＢｅＡｇ假阴性。在日常工作中，对ＥＬＩＳＡ法测定的 ＨＢＶ标志

物５项指标仅１、５阳性的样品结果，严格多家试剂联合复检 ＨＢｅＡｇ是非常必要的。
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　　控制酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）ＨＢｅＡｇ假阴
性，从而保证 ＨＢｅＡｇ检测结果准确的方法无可借
鉴，也鲜见报道。近来在日常临床检验样品中，我们
发现 ＨＢＶ标志物５项（ＨＢｓＡｇ、抗ＨＢｓ、ＨＢｅＡｇ、
抗ＨＢｅ、抗ＨＢｃ）指标中检测结果仅１、５项指标阳
性的较多，从而引起了我们的警惕，并着手实施多家
试剂联合复检 ＨＢｅＡｇ。从陆续复检的结果看，Ａ、Ｂ
试剂有不同程度的 ＨＢｅＡｇ假阴性，尤其是日常使
用的Ａ试剂阳性漏检率高达２．１８％。由此看来，个

别国产ＥＬＩＳＡ酶免试剂存在一定数量的ＨＢｅＡｇ假
阴性。如果不经过多家试剂复检即报告检测结果，
将导致原本 是 大 三 阳 （ＨＢｓＡｇ＋、ＨＢｅＡｇ＋、抗
ＨＢｃ＋）结果模式的样品，成为１、５阳性（ＨＢｓＡｇ＋、

ＨＢｅＡｇ－、抗ＨＢｃ＋）模式。由于 ＨＢｅＡｇ是表达

ＨＢＶ复制的关键性标志物，在观察 ＨＢＶ感染和病
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情进展及治疗疗效中具有极其重要的参考价值。因
此，准确的检测结果对于治疗方案的制定非常重要。
多家试剂联合复检对防止 ＨＢｅＡｇ假阴性是一个很
好的方法。

１　材料和方法

１．１　样品来源　２７４份１、５阳性复检血清样品，是
陆续从我院门诊和住院患者常规样品用 Ａ试剂检
测中得到的。血液凝固后２０００ｒ／ｍｉｍ×２０ｍｉｎ充
分离心，分离血清。

１．２　ＨＢｅＡｇ复检方法和试剂　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ试剂检
测原理均为双抗体夹心。Ａ、Ｂ、Ｃ 试剂为 ＥＬＩＳＡ
法，试剂盒购自国内３家著名公司（具备国家药品食
品管理局生产许可证）。由 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３酶标仪
判读结果。Ｄ试剂为化学发光法，采用美国雅培公
司配套试剂，由ＡＲＣＨＩＴＥＣＴｉ２０００ＳＲ测定。所有
操作步骤和实验要求完全按Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ试剂实验要
求进行。

１．３　灰区范围复检限定及结果判定　ＥＬＩＳＡ 法

Ａ、Ｂ、Ｃ三家试剂的实验方法和临界值（ｃｕｔｏｆｆ值）的
计算相同，ｃｕｔｏｆｆ计算均是２．１×０．０５，为０．１０５。
灰区范围限定以：ｃｕｔｏｆｆ值×０．７≤样品测定值≤
ｃｕｔｏｆｆ值×２。凡是 ＨＢｅＡｇ测定Ｄ 值落在此范围
区域的或测定样品结果为１、５阳性的严格Ａ、Ｂ、Ｃ、

Ｄ试剂复检 ＨＢｅＡｇ。结果判断：ＥＬＩＳＡ法测定样品

Ｄ值≥ｃｕｔｏｆｆ值为阳性，反之为阴性；化学发光法参
考值：Ｓ／ＣＯ＜１为阴性（Ｓ为样品测定Ｄ 值，ＣＯ为

ｃｕｔｏｆｆ值），反之为阳性。

１．４　统计学处理　阳性漏检率误差统计用Ｅｘｃｅｌ
软件。

２　结　果

２．１　不同试剂 ＨＢｅＡｇ复检样品结果　四种不同
厂家试剂、两种方法 ＨＢｅＡｇ复检样品结果见表１。

ＥＬＩＳＡＡ、Ｂ、Ｃ试剂复检，５例样品的Ｄ 值＞ｃｕｔｏｆｆ
０．１０５；１例Ｄ值在灰区，化学发光６例阳性。

表１　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ试剂ＨＢｅＡｇ复检样品结果

Ｔａｂ１　ＰｏｓｉｔｉｖｅＨＢｅＡｇｏｆｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｇｅｎｔＡ，Ｂ，ＣａｎｄＤ

Ｒｅａｇｅｎｔｓ Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｎ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ
（ｎ）

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

Ｆａｌｓｅｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒａｔｅ（％）

Ａ ＥＬＩＳＡ ２７４ ０ 　　　 ２．１８

Ｂ ＥＬＩＳＡ ２７４ ５ １，８，１４，２７，２５２ ０．３６

Ｃ ＥＬＩＳＡ ２７４ ６ １，８，１４，２７，１８７，２５２ ０

Ｄ Ｃｈｅｎｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ６ ６ １，８，１４，２７，１８７，２５２ ０

２．２　ＨＢｅＡｇ复检Ｄ 值与结果的关系　ＥＬＩＳＡ和
化学发光６例 ＨＢｅＡｇ复检Ｄ 值与结果的关系，见
表２。Ａ试剂６例阳性漏检，Ｂ试剂１例阳性漏检，

Ｃ、Ｄ试剂无阳性漏检。ＥＬＩＳＡ和化学发光Ｄ 值相
差较大。

表２　ＥＬＩＳＡ法和化学发光法６例ＨＢｅＡｇ复检Ｄ值与结果的关系

Ｔａｂ２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄＤｖａｌｕｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡａｎｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎ６ｓａｍｐｌｅｓ

Ｒｅａｇｅｎｔｓ １ ８ １４ ２７ １８７ ２５２ Ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

Ａ ０．０３ ０．０１ ０．０３ ０．０１ ０．０６ ０．０２ ０．１０５ ６ ０

Ｂ ０．３３ ０．１３ ０．１５ ０．０９ ０．２８ ０．３７ ０．１０５ １ ５

Ｃ ０．２４ ０．１８ ０．２０ ０．１２ ０．４０ ０．３２ ０．１０５ ０ ６

Ｄ ２．００ ６．３０ ２８．４０ ２９．７０ １３．５２ １７２．９０ Ｓ／ＣＯ＜１ ０ ６

３　讨　论

　　ＨＢｅＡｇ与 ＨＢｃＡｇ约有７５％共同的氨基酸序

列［１］，血清中检出 ＨＢｅＡｇ和肝细胞内检出 ＨＢｃＡｇ，

同样表示病毒复制。由于肝细胞内检测ＨＢｃＡｇ存在

取样困难不便临床普检等因素，所以，在血清中检测

ＨＢｅＡｇ是临床上表达病毒复制较实用的标志物。

　　急性 ＨＢＶ感染 ＨＢｅＡｇ仅存在于感染的早期，

持续存在者预示趋向慢性；在慢性 ＨＢＶ相关肝病

ＨＢｅＡｇ阳性病例大多病变活动，病毒复制，传染性

强。在 ＨＢＶ感染过程中，ＨＢｅＡｇ随着 ＨＢＶ复制

增加，病毒复制激发免疫应答，造成肝细胞破坏，而
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后 ＨＢＶ被清除，ＨＢＶＤＮＡ和 ＨＢｅＡｇ水平降低或

转阴。所以，血清 ＨＢｅＡｇ标志物检测可较准确的

观察 ＨＢＶ复制的程度和疾病的状态。

　　在 ＨＢＶ感染患者中，１、５阳性模式所占的比例

并不多，属于亚常见模式。主要原因为：（１）在

ＨＢＶ急性感染期治疗过后，ＨＢｅＡｇ阴转而抗ＨＢｅ
尚未阳转时，可以有短时间的１、５阳性期。（２）血

清中 ＨＢｅＡｇ过剩产生钩状效应而使 ＨＢｅＡｇ表现

假阴性结果。（３）由于ＨＢｅＡｇ前Ｃ区变异，不能编

码合成ＨＢｅＡｇ，致使ＨＢｅＡｇ长期处于不表达状态。

（４）有些 ＨＢＶ感染 ＨＢｅＡｇ消失后，Ｂ淋巴细胞不

表达抗ＨＢｅ，至使血清检测长期处于１、５阳性模

式。但是，除了以上的４种原因之外，还要特别注意

试剂的质量问题造成的 ＨＢｅＡｇ假阴性。

　　我们所复检的２７４例１、５阳性样品，是陆续从５
千多例 ＨＢＶ血清标志物检测样品中累计得到的，

复检发现 ６ 例 ＨＢｅＡｇ 阳性漏检。当然，造成

ＨＢｅＡｇ阳性漏检的原因很多，要查找原因，我们认

为主要从以下几个方面：（１）首先要排除操作方面

的原因，我们的每批次检测样品，室内质控值均在

控。因此，可以排除操作不当问题。（２）试剂的质

量问题。由于不同的厂家生产的ＥＬＩＳＡＨＢｅＡｇ定

性试剂种类繁多，良莠不齐，选用高质量的试剂显得

极为重要。具有国家（包括进口）的生产许可证是首

要条件，还应在试剂说明中附有评价材料。与其他

免疫测定试剂相仿，ＨＢＶ固相酶免测定试剂的质量

要求包括特异性、敏感性、检测范围（钩状效应）、稳

定性和精密度等，应在说明书中列出，否则使用者很

难对此进行评价。我们复检发现的６例 ＨＢｅＡｇ阳

性漏检样品，可以肯定是试剂的质量问题所致。（３）

要排除 ＨＢｅＡｇ过剩的钩状效应问题。从我们复检

时所做的稀释实验来看，钩状效应现象可以排除。

此外，要考虑的是 ＨＢｅＡｇ前Ｃ区变异，或 ＨＢｅＡｇ

蛋白决定簇的结构改变［２］。由于 ＨＢＶ的感染血清

学筛查试剂都是基于抗原和抗体的机制，突变株造

成的抗原变异会影响抗原和抗体的结合，并最终影

响到试剂的性能。使用单克隆抗体进行捕获的检测

试剂特别容易受到突变株的影响。从我们复检的情

况来看，并非是此问题。因此，日常工作中对于１、５
阳性的样品，不管基于以上那一种原因，最好都要进

行 ＨＢｅＡｇ多家试剂联合复检，以避免 ＨＢｅＡｇ阳性

漏检。

　　此实验还表明，ＥＬＩＳＡ定性复检获得的６例阳

性的样品测定Ｄ值均较弱，与化学发光测定Ａ值比

较相差较多，ＥＬＩＳＡ敏感性普遍低于化学发光。

　　要很好的控制 ＨＢｅＡｇ检测质量，我们认为：

（１）工作中要有较强的责任心，严格按试剂的要求完

成操作［３］。（２）首选高质量ＥＬＩＳＡ试剂，对本批次

ＨＢｅＡｇ检测质控值在控而 ＨＢＶ血清标志物五项

指标检测结果为１、５阳性的或样品测定 ＨＢｅＡｇＤ
值在灰区范围或接近灰区下限的，严格采用多家试

剂多种方法联合复检 ＨＢｅＡｇ，以保证检测结果的准

确。由于化学发光检测 ＨＢｅＡｇ的明感性要高于

ＥＬＩＳＡ，因此复检的 ２７４ 例标本中可能还存在

ＨＢｅＡｇ的阳性漏检。我们衷心希望国产ＥＬＩＳＡ试

剂盒能在保证特异性的前提下，进一步提高敏感性，

以满足临床检测质量的需求。
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