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"摘要#

!

目的
!

研究化学发光微粒子免疫分析"

37V6

$在丙型肝炎诊断中的应用价值%方法
!

收集
1%$0

年
0

月至
1%$C

年

0

月该院住院患者
'C%

例血清标本!依照临床诊断分为丙型肝炎病例组"

$1/

例$和非丙型肝炎对照组"

111

例$!分别用酶联免疫

吸附试验"

8AVW6

$&

37V6

&

U3D.

荧光探针法和重组免疫印迹法"

DV>6

$检测!并对结果进行比较%结果
!

丙型肝炎病例组的

8AVW6

!

37V6

及
U3D.

荧光探针法检测阳性率高于非丙型肝炎对照组!

DV>6

则较低%

37V6

的灵敏度&特异度&阳性预测值&阴

性预测值&符合率和约登指数分别为
(C&'B

&

(C&CB

&

(1&0B

&

(-&'B

&

(C&0B

和
(%&/B

%

37V6

与
8AVW6

比较!

37V6

的特异度&

阳性预测值&符合率和约登指数比
8AVW6

高!差异有统计学意义"

@

$

%&%C

$%

37V6

与
U3D

比较!

37V6

的灵敏度&阴性预测值&

符合率和约登指数比
U3D.

荧光探针法高!差异有统计学意义"

@

$

%&%C

$!特异度比
U3D.

荧光探针法低!差异有统计学意义"

@

$

%&%C

$%

37V6

与
DV>6

比较!

37V6

的灵敏度&阴性预测值和约登指数比
DV>6

高!差异有统计学意义"

@

$

%&%C

$!特异度比
DV.

>6

低!差异有统计学意义"

@

$

%&%C

$%结论
!

37V6

具有高的灵敏度和阴性预测值!较高的特异度和阳性预测值!符合率高!约

登指数高且诊断价值高%

"关键词#

!

肝炎!丙型#分子探针#聚合酶链反应#酶联免疫吸附测定#化学发光微粒子免疫分析#
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丙型肝炎病毒$

23̂

&慢性感染可导致肝脏慢性炎症坏死

和纤维化#部分可发展为肝硬化甚至肝细胞癌#对健康和生命

危害极大#已成为严重的社会和公共卫生问题'

$

(

)目前#

23̂

感染的诊断方法主要是
23̂

抗体和
23̂ .Dd6

检测)其中

23̂

抗体的检测方法主要是酶联免疫吸附试验$

8AVW6

&*化

学发光微粒子免疫分析$

37V6

&和重组免疫印迹法$

DV>6

&)

23̂ .Dd6

检测方法主要是
U3D.

荧光探针法)本试验采用

37V6

对
'C%

例血清标本进行检测#并同时采用
8AVW6

*

U3D.

荧光探针法和
DV>6

检测#将结果进行比较分析#以研究

37V6

在丙型肝炎检测方面的临床应用价值)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

收集
1%$0

年
0

月至
1%$C

年
0

月本院住院患

者
'C%

例)根据临床诊断将其分为丙型肝炎病例组和非丙型

肝炎对照组)其中丙型肝炎病例组
$1/

例#其中男
)/

例#女

)%

例%年龄
$

$

-/

岁#平均年龄
0C

岁)非丙型肝炎对照组
111

例#其中男
$%%

例#女
$11

例%年龄
'

$

/%

岁#平均年龄
'/

岁)

符合下列任何一项即可诊断为临床诊断丙型肝炎病例!$

$

&符

合血清丙型肝炎抗体阳性和流行病学史%$

1

&符合血清丙型肝

)11'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期

"

基金项目!卫生部医药卫生科技发展研究中心专项课题$

1/.$.$'

&)

!

作者简介!葛金莲$

$()/Y

&#主管技师#本科#主要从事临床免疫学

检验研究)

!

#

!

通讯作者#

8.;<#@

!

(1(0C0-C$

#gg

&J";

)



炎抗体阳性和临床表现%$

'

&符合血清丙型肝炎抗体阳性和血

清丙氨酸氨基转移酶和门冬氨酸氨基转移酶升高)纳入标准!

$

$

&年龄
$

$

-/

岁#性别不限%$

1

&符合丙型肝炎的诊断标准)

排除标准!肝硬化%重叠乙型肝炎病毒$

2>̂

&感染%自身免疫

性肝炎)本研究对象为人血清#其遵循的程序符合本院伦理委

员会的伦理认证)

@&A

!

方法

@&A&@

!

试剂和仪器

@&A&@&@

!

8AVW6

!

4836d

加样系统$瑞士帝肯公司&%

X678

后处理系统$瑞士哈美顿公司&%

23̂

抗体诊断试剂盒!

8AVW6

$北京万泰生物药业股份有限公司#批号!

31%$'%0%)

&)

@&A&@&A

!

37V6

!

6D32V4834#1%%%

全自动化学发光免疫

分析仪$美国雅培贸易上海有限公司&%

23̂

抗体测定试剂盒!

化学发光微粒子免疫检测法$美国雅培贸易上海有限公司#批

号!

C%')/AV%%

&)

@&A&@&B

!

U3D.

荧光探针法
!

6>VUM#+;-'%%

检测仪$美国

6>V

公司&%

23̂

核酸定量检测试剂盒!

U3D.

荧光探针法$中

山大学达安基因股份有限公司#批号!

1%$C%%1

&

@&A&@&C

!

DV>6

!

加样枪$

8

NN

:,!"MI

&%摆动摇床$上海智城&%

23̂

抗体确证试剂盒!

DV>6

$北京万泰生物药业股份有限公

司#批号!

D31%$'%$%$

&)

@&A&A

!

检测方法
!

$

$

&

8AVW6

!本试剂盒采用间接法
8AVW6

原理)在微孔条上预包被基因重组
23̂

结构和非结构区抗

原#配以酶标记免疫球蛋白
9

$

V

P

9

&抗体及
47>

显色剂等其

他试剂#检测人血清或血浆中的
23̂

抗体)$

1

&

37V6

!

6D.

32V4834

人类免疫缺陷病毒$

2V̂

&抗原抗体联合检测是采

用两步法免疫检测#通过
37V6

技术与灵活的检测模式相结

合#检测人血清和血浆中的
2V̂

N

10

抗原及
2V̂ $

$

7

组和
=

组&"

2V̂.1

抗体)$

'

&

U3D.

荧光探针法!本试剂盒利用吸附柱

法提取血清"血浆样本中的
23̂ .Dd6

%采用
4<

g

7<,

荧光探

针检测技术结合
U3D

扩增法进行检测#选择
23̂

保守区域

作为检测靶基因#设计特异性的检测引物和荧光检测探针#探

针
CT

标记为
X67

荧光基团#

'T>2E$

淬灭基团)同时检测体

系中含有内参对照品#内参对照品检测的探针
CT

标记为
V̂3

荧光基团)提取的
Dd6

经逆转录为
J5d6

#利用实时荧光定

量
U3D

检测技术#通过
U3D

过程中荧光信号的变化和
Dd6

标准品扩增的荧光信号值的变化#实现对样本中的核酸进行定

量检测%通过检测内参对照品扩增是否正常来监测待测样本的

处理过程及检测中是否存在
U3D

抑制反应#避免检测的假阴

性)$

0

&

DV>6

!本试剂盒采用
DV>6

法原理#在硝酸纤维素膜

条上预包被
23̂

合成抗原*重组抗原$

3"M:

*

dW'

*

dW0

*

dWC

&

及对照线蛋白)将血清或血浆样品稀释#硝酸纤维素膜条浸泡

在其中#与其反应#加入酶标记的抗人
V

P

9

抗体#与其反应#温

育#如样品中含有
23̂

特异性抗体#则会形成.抗原
.

抗体
.

酶

标二抗/复合物#加入底物#与其反应#显色#加入终止液#终止

反应#判断结果)

@&B

!

统计学处理
!

采用
WUWW$-&%

统计软件进行分析)灵敏

度*特异度*阳性预测值和阴性预测值用率表示#组间采用
!

1

检验#符合率和约登指数的差异比较用
K

检验#检验水准
!

`

%&%C

#以
@

$

%&%C

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

!!

丙型肝炎病例组
8AVW6

*

37V6

及
U3D.

荧光探针法测阳

性率高于非丙型肝炎对照组#

DV>6

则较低#见表
$

)

37V6

与

8AVW6

比较#

37V6

的特异度*阳性预测值*符合率和约登指数

比
8AVW6

高#差异有统计学意义$

@`%&%1/

*

%&%0$

*

%&%''

*

%&%%%

&)

37V6

与
U3D.

荧光探针法比较#

37V6

的灵敏度*阴

性预测值*符合率和约登指数比
U3D.

荧光探针法高#差异有统

计学意义$

@ %̀&%%%

*

%&%%%

*

%&%''

*

%&%%%

&#特异度比
U3D

低#

差异有统计学意义$

@`%&%$(

&)

37V6

与
DV>6

比较#

37V6

的灵敏度*阴性预测值和约登指数比
DV>6.

荧光探针法高#差

异有统计学意义$

@`%&%%$

*

%&%%'

*

%&%%%

&#特异度比
DV>6

低#差异有统计学意义$

@ %̀&%0(

&#见表
$

*

1

)

表
$

!!

8AVW6

'

37V6

'

U3D

和
DV>6

的检测结果$

)

%

组别
8AVW6

Y h

37V6

Y h

U3D.

荧光探针法

Y h

DV>6

Y h

丙型肝炎病例组
/ $1% ) $11 1/ $%% 1' $%C

非丙型肝炎对照组
1%% 11 1$1 $% 11% 1 1$( '

表
1

!!

37V6

和
8AVW6

'

U3D

'

DV>6

检测结果比较

37V6 8AVW6 @

U3D.

荧光

探针法
@ DV>6 @

灵敏度$

B

&

(C&' ('&/ %&C/1 -/&$ %&%%% /1&% %&%%$

特异度$

B

&

(C&C (%&$ %&%1/ ((&$ %&%$( (/&- %&%0(

阳性预测值$

B

&

(1&0 /0&C %&%0$ (/&% %&%C' (-&1 %&$%1

阴性预测值$

B

&

(-&' ()&1 %&C1- //&- %&%%% (%&C %&%%'

符合率$

B

&

(C&0 ($&0 %&%'' ($&0 %&%'' (1&) %&$$$

约登指数$

B

&

(%&/ /'&/ %&%%% --&1 %&%%% /%&- %&%%%

B

!

讨
!!

论

丙型肝炎由
23̂

感染引起#全球每年有
'%%

$

0%%

万人

感染
23̂

#超过
'C

万人死于与
23̂

相关的肝脏疾病)全球

约有
$&-

亿
23̂

感染者#其中约
$&C

亿人为慢性丙型肝炎患

者)我国的
23̂

慢性感染率居全球第
'

$

'&1B

&#仅次于埃及

和巴基斯坦'

1

(

)目前#临床上检测
23̂

感染的方法主要有血

清学方法和分子生物学方法)分子生物学方法技术较为复杂

且试剂费用较昂贵%而血清学技术操作简单#费用也较低廉)

因此#临床上多采用血清学技术'

'

(

)

本研究结果显示#

37V6

与
8AVW6

比较#

37V6

的特异

度*阳性预测值*符合率和约登指数比
8AVW6

高#表明
37V6

检测抗
.23̂

相对于
8AVW6

误诊率较低#即假阳性率较低#准

确度较高#其诊断价值较高)

8AVW6

具有简单*快速*方便的

特点#但对灰区结果判读的可靠性通常较差)

8AVW6

试剂为

筛检试剂#存在一定数量的假阴性和假阳性结果'

0.C

(

)汤巧

等'

'

(研究表明
37V6

法敏感性和特异性均高于
8AVW6

#

8AVW6

结果边缘值较多#判断结果较为困难#而
37V6

干扰较

小#特异性高#对
23̂

抗体的检测更准确和灵敏)用
8AVW6

法检测血清中抗
23̂

的过程中#

23̂

抗体的检测结果影响

因素较多#易出现假阳性'

)./

(

#同时因敏感度不够#可能出现假

阴性'

(

(

)

37V6

法采用苯并荧葱为发光底物#且洗涤液的特殊

配方可有效排除其他因素的干扰#能高度敏感地检测出
23̂

抗体)汪欣等'

$%

(研究表明
37V6

法检测的灵敏度高于
8AVW6

法#但经统计学比较#二者差异无统计学意义$

@

%

%&%C

&#说明

目前
8AVW6

法检测抗
23̂

诊断试剂盒已较为成熟#同样具

有较高的灵敏度)

酶联免疫
23̂

抗体检测虽然简便易行#但检测局限#易
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将窗口期标本漏检#而
37V6

检测的应用缩短了
23̂

感染诊

断的窗口期#也使抗病毒治疗的监测成为可能)

37V6

以微粒

替代平板#增加了免疫承载反应表面和速度#粒子与液态中的

分子的双向运动代替了
8AVW6

中液态分子的单项扩散)同

时#由于微粒子的分离*洗涤均较平板方便#所以有利于提高自

动化程度)在微粒子基础上应用发光放大系统#使检测敏感度

得到进一步提高#理论上微粒子发光检测的敏感度比
8AVW6

提高数百至上千倍)综上技术优势#

37V6

较之
8AVW6

在敏

感性*准确性*重复性和自动化程度上均有提高'

$$

(

)

本研究结果显示#

37V6

与
U3D

比较#灵敏度*阴性预测

值*符合率和约登指数比
U3D

高#特异度比
U3D

低#表明

37V6

检测抗
.23̂

相对于
U3D

漏诊率较低#即假阴性率较

低#准确度较高#其诊断价值较高#误诊率较高#即假阳性率较

高)实时荧光定量
U3D

技术是实时监测整个
U3D

进程#并且

将荧光基团加入在
U3D

反应引物序列上)目前国外应用磁珠

技术和
4<

g

7<,

#实现了从核酸提取到结果分析的全自动化#

其全自动化流程减少了来自气溶胶的污染#因而定量检测的效

率和精密度有了明显提高)但是国内尚未大规模应用#因其全

套设备和试剂价格昂贵)实时荧光定量
U3D

技术的最低检测

限可达
$1

$

$CVe

"

;A

#敏感性高于定性试验)其线性范围可

达$

0&'

$

)&(

&

a$%

-

Ve

"

;A

#并且可以检出
23̂

所有基因型)

由于
23̂ .Dd6

定量检测无法反映
23̂

肝内复制情况#因此

23̂ .Dd6

检测阴性结果并不能排除
23̂

感染)同时#检测

存在漏检的可能#因此需要随访
Dd6

阳性者'

$1

(

)

本研究结果显示#

37V6

与
DV>6

比较#灵敏度*阴性预测

值和约登指数比
DV>6

高#特异度比
DV>6

低#表明
37V6

检

测抗
.23̂

相对于
DV>6

漏诊率较低#即假阴性率较低#其诊

断价值较高#误诊率较高#即假阳性率较高)

DV>6

是
23̂

感

染的确证试验#主要解决
8AVW6

中的假阳性问题)伴随着检

测技术的提高#出现了第
'

代
8AVW6

试剂#其敏感性和特异性

均有较大的提高#对于抗
.23̂

强阳性者#

DV>6

并不能提供更

多的有关
23̂

感染的信息#对于抗
.23̂

弱阳性者#

DV>6

可

为阳性*不确定或阴性结果#对丙型肝炎的诊断没有帮助)从

费用和效益的角度考虑#临床上诊断
23̂

感染#作
8AVW6

即

可#没有必要再作
DV>6

确证试验)

DV>6

也可应用于
23̂

血清型分型#但印迹法操作起来较为繁琐#限制了其在临床上

的普遍应用'

$'

(

)

DV>6

的诊断试剂可降低假阳性反应#可降低

阳性率达
/%B

#因此丙型肝炎抗体阳性者需要补作
DV>6

确

证试验)

综上所述#

37V6

具有高的灵敏度和阴性预测值#较高的

特异度和阳性预测值#符合率高#约登指数高且诊断价值高#更

有助于
23̂

的协助诊断#具有广泛临床应用和推广意义)有

助于医生对患者病情的掌握#是早期临床诊断有效控制丙型肝

炎发生的重要手段%同时也是安全输血的需要#对保障临床输

血和手术安全起到积极作用#可有效避免医疗纠纷'
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