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ＥＬＩＳＡ检测唾液中乙型肝炎表面抗原方法的优化与评价

张　进

（上海化学工业区医疗中心　２０００００）

　　摘　要：目的　探讨优化用于检测唾液中乙型肝炎表面抗原的ＥＬＩＳＡ法，并对其进行评价。方法　对ＥＬＩＳＡ的不同条件：

样品类型、加样体积和孵育温度及时间进行优化，筛选最佳条件；并采用３种不同的临界值计算方法，判断最佳临界值。结果　不

做任何处理的唾液样品可直接用于检测（犘＝０．１００），５０μＬ唾液样品与１００、１５０μＬ加样体积检测结果比较差异无统计学意义（犘

＝０．０７０）。采用２５℃孵育１８ｈ的优化方法检测的结果和对应血清的检测结果相关性最好，优化后唾液检测乙型肝炎表面抗原

方法的特异性和敏感性分别达９２．６％和９３．６％。结论　优化后的ＥＬＩＳＡ方法在唾液样品的乙型肝炎表面抗原检测中具有潜在

的应用价值。
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　　中国是乙型病毒肝炎（ＨＢｓＡｇ）的高发国家，根据流行病

学调查，人群发生率较高。表面抗原携带率约为１５％
［１］。乙

型肝炎的实验诊断对于其治疗及预防有重要参考意义。目前，

中国大多数临床实验室都采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法

来检测 ＨＢｓＡｇ，而检测样品大多数均为血清。抽取静脉血检

验，受检者痛苦，且操作步骤繁琐，费时费力，存在一定风险，并

不利于乙型肝炎疾病长期临床的检验监测。有相关研究报道，

唾液中可以检测到乙型肝炎病毒［２］。然而，国内并没有特别针

对唾液样品的商品化试剂盒。虽国内有相关研究报道，但方法

条件不一，且特异度和敏感度均偏低。因此，本研究以唾液为

样品，对ＥＬＩＳＡ条件进行优化，并对改进后的方法进行评价。

１　资料与方法

１．１　一般资料　４７例 ＨＢｓＡｇ血清阳性样本均来自本院住院

和门诊患者，其中，男２７例，女２０例，年龄１８～６７岁，平均（４０

±１２）岁。ＨＢｓＡｇ血清阴性健康对照６８例，均为来本院健康

体检人员，其中，男３６例，女３２例，年龄２２～５６岁，平均（３８±

８）岁，无乙型肝炎病毒感染史。所有患者均签署知情同意书。

１．２　试剂　购自上海科华公司，均在有效期内使用。

１．３　取样　受检者静脉采血２ｍＬ，分离血清，存于－２０℃待

检。同时嘱被检者随机吐唾液３ｍＬ，存于－２０℃待检。

１．４　检测方法　血清检测具体方法严格按上海科华公司提供

的说明书进行。唾液检测具体方法除以下几点外，均按说明书

进行，（１）样品类型：①未处理样本，１ｍＬ唾液样本直接用于检

测；②样本上清，将２ｍＬ唾液样本１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ取

上清；③样本沉淀，将上述离心后的沉淀用２ｍＬ蒸馏水重悬。

（２）加样体积：５０、１００、１５０μＬ。（３）样品孵育条件：３７℃，９０

ｍｉｎ；２５℃，１８ｈ。

１．５　临界值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ，ＣＯ）计算方法　方法１：ＣＯ１＝阴

性对照 ＯＤ４５０均值／３；方法２：ＣＯ２＝阴性对照 ＯＤ４５０均值＋

３ＳＤ；方法３：使用 ＭｅｄＣａｌｃ统计软件（ｖｅｒｓｉｏｎ９．２．１．０），利用

ＲＯＣ曲线计算曲线下面积（ＡＵＲＯＣ），判断最优临界值ＣＯ３。

１．６　统计学处理　血清样品的 ＨＢｓＡｇ检测结果作为评价优

化后ＥＬＩＳＡ方法用于检测唾液样品 ＨＢｓＡｇ的敏感度、特异

度、阳性预测值和阴性预测值的标准。计量资料采用狓±狊表

示，绝对变量比较采用χ
２ 检验；非绝对变量比较采用 Ｍａｎｎ

ＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。唾液和血

清检测结果的一致性用κ指数评估。

２　结　　果

阳性血清样品的平均吸光值（ＯＤ４５０）为２．２７４±１．４５３，阴

性血清样品的平均吸光值（ＯＤ４５０）为０．０１７±０．０２６。未处理

样本、样本上清和样本沉淀这３种不同类型的样品检测结果比

较差异无统计学意义（犘＝０．１００），结果如图１所示。因此，不

做任何处理的唾液样品可直接用于检测。不同加样体积检测

结果比较差异无统计学意义（犘＝０．０７０），结果如图２所示。
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因此，加样体积定为５０μＬ。对５０μＬ不做处理的唾液样品在

２种ＥＬＩＳＡ孵育条件（温度、时间）下的检测结果进行分析，发

现２５℃孵育１８ｈ条件下的检测结果与对应血清检测结果极

为相似，而３７℃孵育２ｈ条件下的检测结果与血清检测结果

差异显著（犘＝０．００３），见图３。

图１　　未处理样本、样本上清和样本沉淀的检测结果

　　由于目前暂无用于检测唾液中 ＨＢｓＡｇ的商业化试剂盒，

且唾液检测在国内医院中并不常用，所以临界值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌ

ｕｅ）的计算并没有标准方法。因此，通过对３种不同的临界值

计算方法进行评估，结果显示ＲＯＣ法（ＣＯ３）最合适，临界值为

０．０９８。采用该方法后，精确度、阳性预测值和阴性预测值均得

到提高，分别达到９３．０％、８９．９％和９５．４％，结果见表１。

　　根据以上实验结果，选取５０μＬ不做任何处理的唾液样

品，采用２５℃孵育１８ｈ的孵育条件进行检测，结果按照ＲＯＣ

曲线法判定。通过上述优化后的ＥＬＬＳＡ方法检测，４７例血清

阳性对应的唾液样品中，４４例为阳性；６８例血清阴性对应的唾

液样品中，６３例为阴性。该优化方法检测唾液中 ＨＢｓＡｇ结果

与对应血清样品结果见图４。总之，血清和唾液样品检测结果

的一致性比较高，κ指数为０．８７。且该方法的特异度和敏感度

分别为９２．６％和９３．６％。

图２　　３种不同加样体积的检测结果

图３　　３７℃孵育２ｈ和２５℃孵育１８ｈ两种孵育

条件处理的检测结果

表１　　３种临界值计算方法的敏感度、精确度、阳性预测值、阴性预测值和精确度

临界值 吸光值
敏感度（％）

（９５％置信区间）

特异度（％）

（９５％置信区间）

阳性预测值

（９５％置信区间）

阴性预测值

（９５％置信区间）
精确度（％）

ＣＯ１ １．０ ９３．６（８２．４～９８．６） ８０．８（６９．５～８９．４） ７７．１（６４．１～８７．２） ９４．８（８５．６～９８．９） ８６．０

ＣＯ２ ４．４３２ ８０．８（６６．７～９０．８） ９４．１（８５．６～９８．３） ９０．４（７７．３～９７．３） ８７．６（７７．８～９４．２） ８８．６

ＣＯ２ ０．０９８ ９３．６（８２．４～９８．６） ９２．６（８３．６～９７．５） ８９．８（７７．７～９６．６） ９５．４（８７．２～９９．０） ９３．０

图４　　优化后ＥＬＩＳＡ法检测唾液中 ＨＢｓＡｇ结果与

对应血清样品结果比较

３　讨　　论

唾液用于多种传染病的抗体或抗原检测具有方便性。有

报道显示，ＨＢＶ携带者的唾液可能具有潜在的传染性
［３］。近

年来有大量研究致力于唾液中肝炎病毒标志物检测方法的开

发和优化［４６］。唾液取样具有简单、快捷、低成本等优点。因

此，在部分血清流行病学检测中，唾液取代血清作为检测样品

将产生巨大的社会效益和经济效益［７］。本研究主要对ＥＬＩＳＡ

检测唾液中乙型肝炎表面抗原的方法进行了优化和评价。研

究中发现，个别唾液检测结果为阴性的样品，对应的血清检测

结果却为阳性。这可能是由于该唾液样品中 ＨＢＶ抗原浓度

太低的原因。同时，作者还发现这些阳性血清样品中 ＨＢｓＡｇ

浓度很高（ＯＤ４５０＞３．０），表明唾液中 ＨＢｓＡｇ浓度与血清中

ＨＢｓＡｇ浓度之间并无显著相关性，该原因仍需进一步研究。

由于目前暂无用于检测唾液中 ＨＢｓＡｇ（下转第２６１５页）
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式。作者体会：（１）手术操作完全保留脂肪囊，肾蒂淋巴管游

离、结扎均需处于同一平面；术中可在肾蒂背侧、腹侧处理后各

放置一纱布条作参照，将肾下极抬高，观察确无残留后方可结

束手术。（２）充分并尽量彻底结扎肾动、静脉之间的淋巴结缔

组织是该手术关键。因腹腔镜下部分淋巴管与肾静脉区分困

难时，可向近心端游离以鉴别是否为淋巴管，若出现漏扎易致

乳糜尿复发。本研究中１例患者因术中将淋巴管误认为肾小

静脉未行结扎，术后复发，经再次手术结扎后症状消失。（３）在

结扎肾动、静脉头侧淋巴管时，上极需结扎到肾上腺层面。（４）

在打开肾周筋膜后游离脂肪囊时，为完整保留脂肪囊，尽量靠

近腰肌向腹侧钝性游离，避免造成手术解剖紊乱。（５）分离肾

蒂时渗血可放置纱布压迫，大多数分钟可止血，勿需反复电凝

造成进一步损伤或立即改开放手术。（６）术中出现腹膜损伤，

若暴露困难，可再穿刺入一Ｔｒｏｃａｒ协助手术，不需缝合腹膜或

转开放手术。（７）肥胖患者行脂肪囊外途径手术时，因脂肪多，

可行部分脂肪组织切除或改次全性肾脂肪囊外途径手术。

本研究证实，后腹腔镜下肾脂肪囊外肾蒂淋巴管结扎术治

疗乳糜尿效果肯定，与脂肪囊内手术途径比较，其创伤小、恢复

快、并发症少、低复发率，值得临床推广。
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的商业化试剂盒，且唾液检测在国内医院中并不常用，所以临

界值（ｃｕｔｏｆｆｖａｌｕｅ）的计算并没有标准方法。３种不同的临界

值计算方法在其他研究中均有成功的报道［８１１］。因此，本研究

对此３种方法进行评价，结果显示 ＡＵＲＯＣ分析法最为合理，

可得到较高的敏感度和特异度。通过对其他条件（样品类型、

加样体积、孵育温度和时间）进行优化，最终使该方法的精确度

达到９３％。
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