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目的
!

探讨不同实验室酶联免疫吸附试验"

A6QHD

#对丙型肝炎病毒抗体"

:9̀

抗体#测定结果的可比性!为不同实

验室之间检验结果的互认提供实验依据$方法
!

参照美国临床实验室标准化协会"

96HQ

#

AF($8D$

文件!收集
(##

例新鲜血清标

本!其中
0#

例
:9̀

抗体初筛阳性!

0#

例
:9̀

抗体初筛阴性!两家医院均采用国产
&''V&W,A6QHD((##

全自动酶免分析系统

"简称
&''V&W,A6QHD((##

#随机盲法检测
:9̀

抗体!同时用重组免疫印迹试验"

+QbD

#和聚合酶链反应"

F9+

#进行确认!通过比

较两家医院的符合率!判断测定结果的可比性$结果
!

两家医院实验室间检测临床标本
:9̀

抗体的敏感度和特异度均相同!分

别为
(##4

和
=?4

'阳性符合率
(##4

!阴性符合率
(##4

!总符合率
(##4

!差异无统计学意义"

&

#

#!#0

#$结论
!

不同医院实验

室采用不同检测系统检测
:9̀

抗体!在仪器性能良好的情况下!根据自建
9I28KTT

值判断检测结果!其测定结果具有可比性!达

到检验结果的互认$

"关键词#

!

丙型肝炎抗体'酶联免疫吸附测定'重组免疫印迹法'聚合酶链反应'符合率
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'感染被认为是全

球公共卫生安全的主要威胁之一#并可以导致急$慢性肝脏疾

病)

(

*

"前瞻性研究结果显示#

5#4

的急性丙型肝炎患者将发展

为慢性感染#

(#4

!

$#4

的感染者将出现慢性肝脏疾病并发

症#且在
$#

!

)#

年内出现临床症状如肝硬化#

(4

!

04

的患者

将发展为肝细胞癌)

$

*

"

:9̀

感染所致的病死率将在未来
$#

年呈持续上升趋势)

)

*

"因此#准确$及时地对丙型肝炎患者进

行早期诊断$治疗#是防止疾病慢性化#从而控制并治愈疾病的

关键"

随着检验医学的发展#检测系统逐渐多样化$规模化#不同

实验室拥有多种品牌或同一品牌多台仪器的情况十分普遍"

由于不同检测系统的检测结果可能存在不可比性#因此#医学

实验室认可的两个国际标准
QHG

(

QA9(*#$0

&检测和校准实验

室能力的通用要求'和
QHG

(

(0(5=

&医学实验室质量和能力的

专用要求'都对检验结果的溯源性和可比性提出了明确要求#

强调方法学比较试验&比对试验'是实现准确度溯源和患者标

本检验结果可比性的重要途径)

"

*

"本研究参考美国临床实验

室标准化协会&

96HQ

'的
AF($8D$

文件#对不同医院实验室
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抗体测定结果进行分析#通过比较符合率#判断结果的可

比性"
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重庆医学
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年
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月第
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材料与方法
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标本
!

收集
$#("

年
?

月至
$#("

年
*

月新疆医科大学第

一附属医院医学检验中心门诊和住院患者血清标本共
(##

例#

其中酶联免疫吸附试验&

A6QHD

'初筛
:9̀

抗体
0#

例阳性#

0#

例阴性#各分离两份血清置于
>5#h

冰箱保存待测"

!!"

!

仪器与试剂
!

医院
(

&新疆医科大学第一附属医院'使用

仪器%国产
&''V&W,A6QHD((##

全自动酶免分析系统&简称

&''V&W,A6QHD((##

#烟台生物科技有限公司'!

bQG8+D7R9

X

8

VP,W

扩增仪!使用试剂%抗
:9̀

诊断试剂盒
A6QHD

#由北京万

泰生物药业股份有限公司提供&批号
9$#("#"#5

'!

:9̀

抗体

确证试剂盒重组免疫印迹法&

W,VK.SR/&/2R..I/KSPK2&UU&

X

#

+QbD

'由 北 京 万 泰 生 物 药 业 股 份 有 限 公 司 提 供 &批 号

+9$#()#(#(

'!

:9̀ 8+ZD

检测采用中山大学达安基因股份有

限公司生产的
:9̀

基因分型检测试剂盒&批号
$#("##)

'"医

院
$

&石河子大学第一附属医院'所用酶免仪及型号与医院
(

相同#试剂由上海科华生物工程股份有限公司提供&批号

$#("#"#((

'"所有试剂均在有效期内使用#并严格按照试剂盒

说明书进行实验操作"
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方法

!!#!!

!

仪器准备
!

$

台仪器在实验前均进行日常维护保养#

确定其处于良好状态"

!!#!"

!

精密度验证
!

批内精密度%分别取高$中$低
)

个浓度

的样本#在一批检测内#重复检测
$#

次&孔'#计算所得吸光度

&

=

'值的均值和标准差#计算批内变异系数&

%K

'"批间精密

度%在
(#'

以上时间内单次&孔或管'重复进行
$#

批检测#计

算所得
=

值的均值和标准差#计算批间
%K

"批内精密度可接

受范围为
%K

'

(#4

#批间精密度可接受范围为
%K

'

(04

"
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!

临界值&

9I28KTT

值'验证
!

准备具有
9I28KTT

值浓度和

浓度在
9I28KTT

值
C$#4

的样本#重复测定每个样本
$#

次#计

算出样本的阴性和阳性百分比"

9I28KTT

值浓度的样本重复测

定应有
0#4

阳性和
0#4

阴性结果#

9I28KTT

值
@$#4

浓度的标

本检测阳性率大于或等于
=04

#且
9I28KTT

值
>$#4

浓度的标

本检测阴性率大于或等于
=04

#此时#标本浓度在
9I28KTT

值

C$#4

浓度范围之外就能得到稳定的检测结果"
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!

灰区的确定
!

方法%

9GC$H

#其中
9G

是检测仪器的

9I28KTT

值#

H

为实验室做室内质控
+G9

的
H

"

!!#!G

!

标本检测
!

对
>5#h

保存待测的
(##

份&初筛
0#

例

阳性#

0#

例阴性'血清标本根据随机数字表进行随机编号#用

:9̀

抗体诊断试剂
A6QHD

盲法分
(#'

进行检测#同时用
+Q8

bD

进行确认#

+QbD

检测不确定的标本用聚合酶链反应

&

F9+

'检测#记录
=

值及确认结果"

!!#!H

!

F9+

及
+QbD

结果判断标准
!

F9+

判断标准%当样本

的
:9̀ 8+ZD

浓度小于
(i(#

)

Qj

(

.6

为阴性#

(

(i(#

)

Qj

(

.6

为阳性"对于
+QbD

检测为阳性及阴性的样本#直接报告

为
:9̀

抗体阳性或阴性!对于
+QbD

检测不确定的标本#用

F9+

进行检测#当
F9+

检测为阳性时#报告为阳性#当
F9+

检

测为阴性时#报告为不确定"

!!#!I

!

质量控制
!

:9̀

抗体诊断试剂盒每一批分别设定
(

个空白对照$

$

个阴性对照$

$

个阳性对照和一个质控孔#其中

阴性对照孔
=

'

#!#5

#阳性对照孔
=

(

#!0#

#否则实验无效!质

控孔
H

(

9G

值为
$!)=

!

"!=?

"

:9̀

抗体确证试剂盒每一批分

别设定
(

个阴性对照和
(

个阳性对照#其中阴性对照出现对照

线
8(

和对照线
8$

#阳性对照出现
9KW,

$

ZH)

$

ZH"8(

$

ZH"8$

$

ZH0

$对照线
8(

和对照线
8$

#且每条试验结果中对照线
8(

和对

照线
8$

均必须出现#如果对照线
8(

和对照线
8$

均不出现或仅

出现
(

条#则此条的检测结果无效"该试验的整个过程均有良

好的质量控制"
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!

统计学处理
!

采用
HFHH(?!#

软件进行统计分析#用配

对四格表
!

$ 检验#

&

"

#!#0

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"!!

!

精密度验证结果
!

见表
(

"

表
(

!!

两家医院精密度验证结果

项目
批内精密度&

4

'

高浓度 中浓度 低浓度

批间精密度&

4

'

高浓度 中浓度 低浓度

医院
( 0!# 5!( =!0 5!) ($!# ("!(

医院
$ 0!" 5!* =!5 5!0 ($!* ("!0

"!"

!

9I28KTT

值验证
!

医院
(

的自建
9I28KTT

值为
#!""5

#该浓

度与其上下
$#4

浓度的标本经验证后与唐婧等)

0

*研究结果相

符#医院
$

的自建
9I28KTT

值为
#!00#

#经验证后与之相符"

"!#

!

灰区范围及结果
!

医院
(

的灰区范围是
#!)(*

!

#!0*=

#

医院
$

的灰区范围是
#!"#?

!

#!?="

"研究
(##

例标本中共收

集
(#

例初筛浓度在
#!)?(

!

#!?5)

的灰区标本#结果显示#两

家医院
A6QHD

对
(#

例灰区标本均检测出阳性
*

例#阴性
)

例#

+QbD

及
F9+

联合检出阳性
0

例#阴性
0

例"

"!$

!

A6QHD

检测结果
!

两家医院实验室各自按照验证后的

9I28KTT

值判断
:9̀

抗体检测结果#医院
(

及医院
$

均检测出

阳性
"*

例#阴性
0)

例"

"!G

!

+QbD

及
F9+

确证结果
!

+QbD

及
F9+

联合检出阳性

"0

例#阴性
00

例"其中
+QbD

检测不确定的标本
:9̀

抗体

特异条带的分布情况分别是%

9KW,

蛋白强度为
$@

的有
0

例

&

0

(

=

'#强度为
(@

的有
$

例&

$

(

=

'!

ZH)

蛋白强度为
(@

的有
$

例&

$

(

=

'"

"!H

!

灵敏度和特异度
!

根据
A6QHD

检测
:9̀

抗体结果及

+QbD

和
F9+

确证结果分析#医院
(

及医院
$

的灵敏度和特异

度相同#分别为
(##4

$

=?4

"见表
$

"

表
$

!!

两家医院检测
:9̀

抗体的结果

A6QHD

金标准
+QbD

及
F9+

@ >

合计

@ "0 $ "*

> # 0) 0)

合计
"0 00 (##

"!I

!

符合率
!

两家医院实验室间检测临床标本
:9̀

抗体的

阳性符合率
(##4

#阴性符合率
(##4

#总符合率
(##4

#差异

无统计学意义&

&3(!###

'#见表
)

"

表
)

!!

两家医院实验室间检测
:9̀

抗体的符合率结果

医院
$

医院
(

@ >

合计

@ "* # "*

> # 0) 0)

合计
"* 0) (##

0#()
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$#(?
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论

!!

本研究中两家医院实验室所用仪器型号相同#均为国产

&''V&W,A6QHD((##

全自动酶免分析系统#但试剂不同"研究

目的在于分析不同国产仪器和试剂在不同环境下检测
:9̀

抗体结果的可比性#从而为不同实验室之间检验结果的互认提

供实验依据"

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#一般采用
%K

来反映精密度的好坏#本研究

精密度结果显示#两家医院的批内
%K

"

(#4

#批间
%K

"

(04

#

符合比对实验的要求#说明这两家医院的检测系统均稳定可靠

且重复性较好"

对定性试验来讲#

9I28KTT

值是惟一的医学决定水平#而

9I28KTT

值的确定缺乏统一的标准#使得在测定中对同一份标

本的检测结果有可能出现很大的差异#尤其是对弱阳性标本及

仅出现针对
:9̀

单个蛋白成分抗体的标本)

?

*

#因此定性试验

9I28KTT

值的高低#直接关系到试验结果的正确与否#而验证

9I28KTT

值是否正确对试验结果的确定显得尤为重要"本研究

经验证后结果显示与医院
(

和医院
$

的自建
9I28KTT

值相符#

但彼此略有不同#分别是
#!""5

和
#!00#

#经分析后可能存在

的原因是两家医院使用的试剂不同#不同的试剂盒其抗原的来

源及包被量有所差异#因此可能出现检测结果的差异而导致

9I28KTT

值设定结果不同"

此外#

A6QHD

测定技术本身在
9I28KTT

值的设置上具有一

定模糊性#即所谓的灰区#也就是说在
9I28KTT

值周围一定区域

内#测定结果难以明确判断是阴性还是阳性#但是目前国内所

应用的传染性病原体抗原或抗体检测的
A6QHD

试剂盒基本上

都没有涉及灰区问题#而仅仅是以
9I28KTT

值来判断阴阳性结

果#这就会造成处于
9I28KTT

值附近的样品易检测为假阳性或

假阴性)

*

*

#而检测系统对灰区标本的检出能力更能反映其性

能"因此#灰区的设置对提高
:9̀

抗体的检出率#最大限度

地降低误检#防止漏检同样具有重要的意义"本研究中灰区标

本的
:9̀

抗体检测结果显示两家医院均有两份血清标本

A6QHD

检测为
:9̀

抗体阳性#但金标准确认结果为
:9̀

抗

体阴性#即出现假阳性结果"在排除标本溶血$脂血及黄疸的

情况下#分析其可能的原因有%&

(

'高免疫球蛋白
<

血症$类风

湿因子$超氧化物歧化酶$异嗜性抗体及某些自身抗体等)

5

*

!

&

$

'用于试剂固相包被的基因工程抗原不纯)

=

*

!&

)

'操作过程中

洗板不彻底而导致结果偏高"由于灰区标本易出现假阳性和

假阴性结果#建议对灰区标本经金标准确认后再发检验报告"

由于定性试验的结果不同于生化试验的比对#需要用临床

资料或确诊试验所证实#所以通常用灵敏度和特异度来评价定

性试验的性能)

(#

*

"若根据试剂说明书给定的
9I28KTT

值&医院

(

为
#!("

#医院
$

为
#!$0

'判断检测结果#医院
(

的灵敏度和特

异度分别为
(##4

和
5#4

#医院
$

的灵敏度和特异度分别为

(##4

和
5=4

#虽然灵敏度都很高#但其特异度均较低#更容易

出现假阳性结果而导致误诊率较高"本研究中两家实验室根

据各自建立的
9I28KTT

值判断检测结果#研究显示两台仪器的

灵敏度和特异度相同且均较高#分别为
(##4

和
=?4

#表明不

同实验室以自建
9I28KTT

值为判断标准#可以在不降低灵敏度

的情况下显著提高其特异度#不仅对
:9̀

敏感且检出率高$

漏检率低#为实现丙型肝炎患者的早发现$早诊断$早治疗从而

控制并治愈疾病发挥重要作用#同时也减少了因误诊而带来的

不便和血液资源的浪费"

对于定性试验#在诊断未知的情况下#比较不同医院间检

测结果的准确性及可比性#可以选用阴性$阳性符合率指标"

本研究结果显示#两家医院的阳性符合率
(##4

#阴性符合率

(##4

#总符合率
(##4

#差异无统计学意义&

&3(!###

'#表明

两家医院实验室的检测结果互认可比"

综上所述#定期对实验室同一项目不同检测系统进行比对

分析#是保证测定结果准确可比的重要手段#也是实验室内质

量控制的一个良好补充#为实现实验室间检测结果的互认打下

基础"
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