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手指全血微量ELISA法检测 

乙型肝炎病毒六项标志物的方法学评价 

撩 验 系 皇!旦塑 罗云萍 曹唯希 R ‘．‘／ 
第一医院检验科 鏖 张玉洪 赖利华 

摄 薹 本文建立了手指全血微量ELISA法检测乙型肝炎病毒六项标记物的改良方法．并按 

照卫生韶对乙肝标志物检测质拉的要求对该方法作了系统的方法学评价 用该法和静脉血清常规法 

同时检谢了240例 乙肝六项标志物．商方法检测结果经配对资料显著性检验无显著性差异 (P> 

0．o5)。该方法突出的优点是用血量甚微 直接用全血加样．实验所用试剂、标本加样全部减半量反 

应 

关-饲乙肝i 查蛰；酶联免疫吸附试验 鬯竹炙痴 善， 厶Is月 
中圈分劣号 R446．6 

乙型肝炎病毒标志物六项指标的检测， 

是乙型肝炎病原学诊断必不可少的实验，也 

是对乙型肝毙疗效观察，预防接种的重要指 

标。为便于乙肝六项指标检测的普及，方便 

病人，特别是解决婴幼儿采血难的问题，我 

们采用微量手指全血微量ELISA 法检测 乙 

型旰炎病毒标记物六项指标，并与静脉血清 

常规 法进行比较，同时检到了 240例病人， 

证明两方法六项指标检测结果有较好的符台 

率。我们采用手指全血，对常规的酶联免疫 

吸附法检测六项指标的试验反应系统改为减 

半量反应，大大节省了成本，省钱、省事。 

各项指标的检出率经方法学评价鉴定都达到 

卫生部对乙肝六项指标的检测要求。现将实 

验方法介绍如下： 

材料和方法 

取静脉血3m1．手指全血 8OF1。 

(2) 器材 

④ 10—50 L_l00 1加样器各一支 

@ 全血稀释扳 (用聚丙乙烯酶标 反 应扳 替 

代) 

(3) 手指全血稀释液 

全血稀释液 (pH7．dPBS一吐温) 

N Ĉl 0．8克 KHlPq 0．02克 

KCl 0．O2克 NaIHPq ·12 O 0．29克 

溶解于 lOOral蒸馏水中． 加吐温一20 0．5m1． 

肝素钠5000u．4℃冰箱保存备用． 

(d) 检测试剂 

检测试剂盒系华美生物l工程公司乙盱六项指标 

检测精装试剂盒 

(5) 乙肝标志物定值质控血蒲 

由华美生物工程公司提供 (系由华美生物工程 

公司质拉部根据卫生部中国药品生物制品橙定所提 

供的标准品标定的质控物， 

2． 方穗 

(1) 检测标本制备 

1． 材料 ① 常规静脉采血3m1· 

(1) 标本来源 @ 同时对患者的无名指尖用 5嘧酒精消毒． 

健康普查人群和乙肝复查人群共240衙．同时 用一次性采血针刺破皮肤，用 0 1微量移液器分两 
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次共取血80 1，按下述方法加八全血稀释板进行稀 

释：在稀释板的第一横排孔加 八垒血稀释掖120~1， 

第二横排孔招八垒血稀释液]00gl，第三、四横排孔 

加八垒血稀释液180~1。然后将采集的$0~tl手指全 

血敖八稀释板酌第一横排孔中． (约相当于 1。5的 

血清稀释度)；l从第一横排孔取稀释全血 邶 I加 

到第二横排孔 (约相当于1：lo的血清稀释度)；再 

从第二横排孔取稀释全血2O ．加到第 三 横 排 孔 

(约相当 1 1o0血清稀释度)；最后从第三横排孔 

取稀释全血20 1．加到第四横排孔(约相当于n1000 

的血精稀释度)．混匀，备用 

@ 各系统 明、阳牲对照血清参照所述相应项 

目的稀释度进行稀释。 

(2) 酶联免疫吸附试验 

基奉上按华美生物工程公司的己肝亢顼指标的 

试剂盒说明书进行，但各系统从包被蜘开始，各步 

骤的试剂、样品的柚祥量都比原来扮静脉血清常规 

法减半量进行。具体操作步骤和结果判断参见试剂 

盘说 明书 

结 果 

1
． 改良微量手指全血微鼍ELISA法的 

方法学评价结果 

(1) 灵敏度 

同时用微量法和常规法对华美公司提供 

的根据卫生部中国药品生物嗣品检定所阿标 

准品标定的高值质控血清，经连续倍比稀释 

改 良 法 

常 规 强 

卫生部颁标准 

后进行测定。结果表明：以卫 生 部 标 准衡 

量，各系统经改良的微量法检测的灵敏度都 

远列卫生部彝定韵最抵检出限量的要求a各 

系统所迭最低检出限，两方法是完全一致的。 

．结果见表l。 

(2) 线性 

对HBsAg、抗-HBs和抗-HBe~个系 

统已知的阳性高值血清进行了倍比稀释，结 

果不商浓度和相应OD值之间有良好的线性 

相关。其线性相关系数 值均为0．99o 

(3) 特异性与精密度 

各系统分别对同一定值阳性质控血清及 

同一 已知阴性血清鸯复lO孔检测，结果未出 

现 l仍假阴性和假阳性。各系统精密度显示 

了较好重复性，变异系数均<l5嘶。见表2。 

(4) 与常规法 比较 

用改良微量法与常规法同时检 l测 HBs 

Ag，20例标本，将两法坝j得的OD值结果 

进行相关分析，显示两法有良好 的 相关性 

(p—O 96，P<0．o1) 

2
． 
扁人标本用微量手指全血徽量 ELI— 

ŝ 洼和静脉血清常规法检测结果比较 

褴测了 Z40人份微量手揩全血和静脉血 

清 结果及比较见表 3， 每人份的两种标本 

在同时、同人、同一批试剂盒检粥乙肝六项 

改良法与常规检测最低捡出簋比较 

抗-HBs HBBAg 
— — — — 一 ⋯ ～ 一  

27
．2mIU／m[ 0．~NCU／ml 

27．2mlU／mt o．sNCU／mt 

N--30mlU／ml 1--2NCU／mI 

揎一HBe 

2NCU／ml 

ZNCU／mI 

2NCU／ml 

抗一HBc 

lNCU／m1 

INCU／m[ 

aNCU／ml 

袭 2 各 系统精密度检测结果 
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平均OD值(OD) 

2
．

26 

0
．
682 

0．841 

0
．
114 

0．116 

标 准 差 (S) 

0．073 

0．015 

0．025 

0
．

0113 

0 O065 

变 异 系 数 (嘶) 

’ 

3． 

2．3 

3．9 

9．9 

5．5 
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表 3 微量手指全血微量酶法与静脉血清常规法拉测H V六项标记的比较 

指标，两种方法tf_3~，六项指标结果一致率 

在93．8-．,98．3叻之间，经显著性检验两法检 

测结果是一致 的。 (尸>0 0一=)见表3。 

讨 论 

对于乙忏五项指标媳检测以前曾有A用 

微量的纸片法、试管法进行试 验 ， ，但均 

需离心取上游液进行实验，且折合血清稀释 

的起始浓度一般都大于1：l5倍，这往往造成 

某些系统的阳性标本的漏检，使这种改良法 

失去了医学决定性水平的意义。 

我们曾两次将 5例阳性病人的手指全血 

原样和分别 1：5 l：1o，1：2o、l：40稀释后 

~HELIS'A法检测，结果发现，抗-HBs, 

~-HBe的原样，l：5稀释后，其显色明显 ， 

结果易翔断，而在1：10稀释时则显色浅淡， 

易被判为阴性。HBsAg的原 倍，lj 5．1： 

10，lj 20稀释后，显色都明显，结果易判断。 

考虑到全血用量少，在尽 可能不洚低阳性检 

出率的情况下，我们选用抗一HBs 抗一HBe 

的全血稀释度折合血清稀释度约为 1：5， 而 

HBSAg
、
HBeAg的全血稀释度折合血清 

稀释度约为 “10， 而 抗-HBc ~-HBc— 

IgM则按厂家试剂盒要求，按L：j 0O、l：1_o0o 

的血清稀释度进行加样。 

手指全血是否可以代表静脉血清中乙肝 

标志物的量呢?基于人体静脉血与手指全血 

在己型肝炎捕 毒血定时乙型秆爽病毒标志物 

在静脉血 与外周血的分布应是一致的，因此， 

手指血液中的乙肝病毒标记物的检出可反映 

出静脉血液中的乙肝病毒标记物的清况，用 

手指垒 代替静脉血清，除了血液中时有型 

成份占据了约5o％的压积外，其它成份都与 

静脉血祷襁同。不离心分离血清，直接用经 

稀释的全血加样不会干扰检测六项指标的实 

验反应体系·将稀释的手指全血加入到酸半 

量色被的酶联免疫吸附试验的反应板孔中， 

各步骤加样量减半，根据免疫反应的原理， 

抗原、抗体的量都相应地减少，不会影响反 

应结果。实验证明是完垒可行的。 

全血标本经稀释后，显色变浅，会不会 

导致漏检昵?根据卫生部选定的试剂盒应达 

到的检测的临界值标准 ：，大多数阳性病人 

的含量范围，经采用本方法选用的血清稀释 

度稀释后，按理论折算，其检出范 围仍远远 

高于卫生部规定的临界标准。证明奉方法稀 

释后并不影响阳性检出率。 - 

在本实验中，各 系统均有 2例微量全血 

珐阳性，而血清法阴性的情况，原因可能是 

l 本宴验是全血标本，考虑存在非特异性吸 

附或凝集。2、全血标本中含有各种细胞，可 

能在血细胞表面粘附有HBv抗原 成 份，因 

而提高了阳性率 。 

六项标记物的微量手指全血微 量 ELI一 

8A与静脉血清常规法检测结果比较， 一 致 
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率在93．8-,~98．3％之闻，经配对资料X。检验 

均无显著性差异 (尸>0．05)，因 此用微量 

手指全血微量 ELISA 法 检测HBV六项标 

记物是可行的，必要时可取代静脉血清常规 

法用于检测，对可疑病例，还可减少微量手 

指全血的稀释倍数 复测，或再采静脉血清检 

测，以防止漏捡． 

改良微量手指全血微量ELI8A 法有 以 

下特点I 1、所需血样少，取血窖易，受试者 

易接受。2、不需离心分离血清，不需注射器 

材和离心设备，省钱、省事。实验系统中全 

用减半量标本及试剂加样，使实验成本降低 
一 半以上，为这项实验的普及以及在广大群 

众中普查乙肝六项指标 提供 了方 便．3． 

ELISA操作简便，无需特殊设备，目前国 

内又有成套试剂盒供应，为乙肝六项标记物 

检测方法的普及提供了方便。 
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EVALI，ATIoN 0N THE M ETH0L0GY 0F IM PR 0VED 

ASSAY METH0D FOR 6 MARKS ON H V USING 

FINGER S BLO0D AND M ICRODETERM INATION ELISA 

Li。Guoqing．et al 

Dept·of Hematology，Faculty of Laboratory M edicine 

In this paper．we reported the improved assay me1hod for 8 marks on HBV 

USing fingerls blood and mierodetermination ELISA．It was evaluated With me- 

thology according to the quality control standard published by the Health Minis’ 

try． Two methods were compared using det erm inat ion of serum of Tan otts blood 

and using mirrodeterruination of fingerls blood for daetet；on of 6 marks On HBV 

in 240 Datients．Their identical ratioes were 93．8_目8．3~ and this method is better 

than others．It needs only 80 1 finger S blood and it doesn t need s6~um sept／rated 

from venous blood．During the experiment．only a half dose reagent and sample 

We~e used 

KEY WORDS M arks of HBV， ELISA 
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