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洗涤方式对高通量酶联免疫吸附试验检测系统检测结核抗体的影响"
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山东省潍坊市第二人民医院检验科
!

1)$%0$

$

1&

潍坊医学院附属医院检验科!山东潍坊
1)$%'$

%

!!

"摘要#

!

目的
!

评价不同的洗涤参数对高通量酶联免疫吸附试验"

T̂ O54

%酶免仪检测结核抗体的影响!通过洗涤液的标准

化研究解决
T̂ O54

实验准确性和重复性差的问题&方法
!

仪器采用烟台
4!!>=:8T̂O542%%

全自动酶免仪!试剂采用商品化的

结核抗体检测试剂!选择不同体积洗液量!不同洗涤次数!不同振荡时间及不同的浸泡时间!进行结核抗体的
T̂ O54

检测!观察对

检测结果的影响&采用
5R551$&%

进行统计学分析!分别计算不同的洗涤方式的诊断效能&结果
!

采用
'%%

&

^

洗液量!洗涤
2

次!振荡
'%+

!浸泡
0%+

可以获得最佳的诊断效能!此时灵敏度为
/)&)-A

!特异性为
/2&-$A

!阳性预测值为
/$&12A

!阴性预测值

为
(%&%%A

!阳性似然比率
0&''

"

(2A)U

#

0&$$

$

0&21

%!阴性似然比率
%&$$

"

(2A)U

#

%&%/

$

%&$0

%!约登指数为
%&-1

"

(2A)U

#

%&)/

$

%&-)

%&结论
!

建立的洗涤液系统的标准化程序可以提高检测方法的灵敏度'特异性和准确性&

"关键词#

!

高通量分析$酶联免疫吸附试验$结核抗体
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结核病已成为全球备受关注的重大公共卫生问题#

73c

的报告指出#在
1%$1

年全球大约有
/)%

万新发结核病例#约

$'%

万人死于结核病'

$

(

*

73c

对全球
1%$'

年结核分枝杆菌

$

6CS

&的感染发生率进行了评估#我国仍然是高发病率国家*

传统的结核抗体的酶联免疫吸附试验$

T̂ O54

&检测具有操作

简便的特点#但它的结果受实验过程中多种因素的干扰#普遍

存在准确性和重复性差的问题#其灵敏度)特异性也存在争

议'

1.'

(

*本文研究高通量
T̂ O54

检测系统检测结核抗体试验

过程中洗涤方式对结核抗体检测结果的影响#现报道如下*

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

收集山东省潍坊市第二人民医院和潍坊医学

院附属医院
1%$'

年
2

月至
1%$0

年
1

月结核科门诊及住院的

结核病例
$1%

例#均符合
1%%$

年中华医学会结核病学分会制

定的肺结核诊断标准*

$)/

例健康成人$健康体检人员&作为

对照组#两组之间性别)年龄)卡介苗接种史等差异无统计学意

义#所有病例乙型肝炎病毒$

3S_

&)丙型肝炎病毒$

3U_

&)人

类免疫缺陷病毒$

3O_

&感染指标均为阴性#亦无并发其他急性

感染性疾病*

>&?

!

仪器与试剂
!

烟台
4!!>=:8T̂O542%%

全自动酶免仪#

试剂采用荣盛公司的结核抗体检测试剂#批号为
1%$'%/10

#实

验前对检测系统的特异性)敏感性和
>H9"FF

值的重复性进行

了验证*除研究因素外#其余步骤及操作要素严格按照试剂说

明书#每次检测重复
'

次*

>&@

!

方法
!

清晨采集空腹肘静脉血
0Ĝ

#

'%%%:

"

G#,

离心

$%G#,

分离血清#血清分装后
Y/%]

保存#备用*选择
$%%

)

1%%

)

'%%

&

^

等不同体积洗液量#

0

)

2

)

)

次不同洗涤次数#

$%

)

'%

)

)%+

不同清洗震荡时间#

1%

)

'%

)

0%

)

2%

)

)%+

不同浸泡时间#

进行结核抗体的
T̂ O54

检测#观察对最终检测结果$阴)阳性

结果&的影响#评价不同因素对灵敏度)特异性)阳性预测值

$

RR_

&)阴性预测值$

VR_

&)阳性似然比率$

R̂ B

&)阴性似然比

))'0

重庆医学
1%$)

年
$$

月第
02

卷第
'$

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/.$%.2

&*

!

作者简介$张淑英$

$(-(Y

&#硕士#主管技师#主要从事结核病的临

床诊断*

!

#

!

通讯作者#

T.G=#<

!

$'2%2')%0$'

%

$)'&>"G

*



率$

V̂ B

&)约登指数$

iO

&等的影响*

>&A

!

统计学处理
!

采用
5R551$&%

软件进行数据处理#计数

资料以百分率表示#采用
7

检验#

!

$

%&%2

为差异有统计学

意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

不同体积洗液量对结核抗体检测的影响
!

其余参数选

择!洗涤
2

次#振荡
'%+

#浸泡
'%+

*结果显示!洗涤液量为
'%%

&

^

时方法的灵敏度)

RR_

)

VR_

)

R̂ B

)

V̂ B

)

iO

等检验效能明

显高于其他两组$

!

$

%&%2

&#特异性在
1%%

&

^

和
'%%

&

^

方法

中差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见表
$

*

?&?

!

不同洗涤次数对结核抗体检测的影响
!

其余参数选择!

洗涤液
'%%

&

^

#振荡
'%+

#浸泡
'%+

*结果显示!洗涤次数不同

时#不同方法间的灵敏度)特异性)

RR_

)

VR_

)

V̂ B

差异无统

计学意义$

!

%

%&%2

&*洗涤
2

次时
R̂ B

和
iO

高于洗涤次数为

0

次的方法$

!

$

%&%2

&%与洗涤次数为
)

次比较#差异无统计学

意义$

!

%

%&%2

&#见表
1

*

?&@

!

不同振荡时间对结核抗体检测的影响
!

其余参数选择!

洗涤液
'%%

&

^

#洗涤
2

次#浸泡
'%+

*结果显示!振荡
'%+

的

方法在灵敏度)特异性)

RR_

)

VR_

)

R̂ B

)

V̂ B

)

iO

方面的诊断

效能高于振荡
$%+

的方法$

!

$

%&%2

&%在灵敏度)特异性)

VR_

)

V̂ B

)

iO

方面的诊断效能与振荡
)%+

的方法比较差异

无统计学意义$

!

%

%&%2

&#在
RR_

和
R̂ B

的诊断效能方面高

于振荡
)%+

的方法$

!

$

%&%2

&#见表
'

*

?&A

!

不同浸泡时间对结核抗体检测的影响
!

其余参数选择!

洗涤液
'%%

&

^

#洗涤
2

次#振荡时间
'%+

*结果显示!浸泡
0%+

的方法在灵敏度)

VR_

)

R̂ B

)

V̂ B

)

iO

方面的诊断效能高于浸

泡时间$

!

$

%&%2

&%在特异性方面浸泡
'%+

和
0%+

差异无统计

学意义$

!

%

%&%2

&#均高于其他浸泡时间$

!

$

%&%2

&%在
RR_

诊断效能方面浸泡
)%+

时诊断效能最高#浸泡
0%+

和
2%+

差

异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#均高于其他浸泡
1%+

和
'%+

$

!

$

%&%2

&#见表
0

)图
$

*

图
$

!!

不同浸泡时间对
iO

指数的影响

表
$

!!

不同体积洗液量对检验效能的影响

洗涤液$

&

^

& 灵敏度$

A

& 特异性$

A

&

RR_

$

A

&

VR_

$

A

&

R̂ B

$

(2A)U

&

V̂ B

$

(2A)U

&

iO

$

(2A)U

&

$%% 20&$-

"

-1&)1

"

2/&2)

"

)/&('

"

$&0$

$

$&1$

$

$&)-

&

"

%&02

$

%&'1

$

%&22

&

"

%&1-

$

%&10

$

%&'%

&

"

1%% --&2%

"

/1&-0 -)&1'

"

/'&-'

"

'&1$

$

1&((

$

'&0-

&

"

%&$(

$

%&$)

$

%&1$

&

"

%&)$

$

%&2-

$

%&)0

&

"

'%% /$&)- /'&(' -/&0% /)&2% '&)'

$

'&$2

$

'&(2

&

%&$)

$

%&$$

$

%&1%

&

%&))

$

%&2/

$

%&-'

&

!!

"

!

!

$

%&%2

#与
'%%

&

^

洗液的诊断效能比较*

表
1

!!

不同洗涤次数对检验效能的影响

洗涤次数 灵敏度$

A

& 特异性$

A

&

RR_

$

A

&

VR_

$

A

&

R̂ B

$

(2A)U

&

V̂ B

$

(2A)U

&

iO

$

(2A)U

&

0 /%&%% /'&'' --&01 /2&'- '&0'

$

'&1$

$

'&)(

&

"

%&$-

$

%&$0

$

%&10

&

%&)'

$

%&20

$

%&)/

&

"

2 /$&)- /'&(' -/&0% /)&2% '&)'

$

'&$2

$

'&(2

&

%&$)

$

%&$$

$

%&1%

&

%&))

$

%&2/

$

%&-'

&

) /$&)- /0&21 -(&%' /)&2( '&--

$

'&21

$

'&(-

&

%&$2

$

%&$$

$

%&1%

&

%&))

$

%&)'

$

%&-$

&

"

!

!

$

%&%2

#与洗涤效数
2

次的诊断效能比较*

表
'

!!

不同振荡时间对结核抗体检测的影响

振荡时间$

+

& 灵敏度$

A

& 特异性$

A

&

RR_

$

A

&

VR_

$

A

&

R̂ B

$

(2A)U

&

V̂ B

$

(2A)U

&

iO

$

(2A)U

&

$% -%&/'

"

/'&'' -2&11

"

/%&%%

"

'&%0

$

1&/0

$

'&'%

&

"

%&12

$

%&1$

$

%&'%

&

"

%&20

$

%&0/

$

%&2(

&

"

'% /$&)- /'&(' -/&0% /)&2% '&)'

$

'&$2

$

'&(2

&

%&$)

$

%&$$

$

%&1%

&

%&))

$

%&2/

$

%&-'

&

)% --&2%

"

/2&$1 -/&/$

""

/0&$1

"

'&-1

$

'&20

$

'&(0

&

%&$(

$

%&$2

$

%&1'

&

"

%&)'

$

%&2/

$

%&)(

&

"

!!

"

!

!

$

%&%2

#与振荡
'%+

的诊断效能比较*

表
0

!!

不同浸泡时间对结核抗体检测的影响

浸泡时间$

+

& 灵敏度$

A

& 特异性$

A

&

RR_

$

A

&

VR_

$

A

&

R̂ B

$

(2A)U

&

V̂ B

$

(2A)U

&

iO

$

(2A)U

&

1% /1&2%

"

/%&(2

"

-2&2-

"

/)&)1

"

'&%(

$

1&/2

$

'&1)

&

"

%&$2

$

%&$1

$

%&$-

&

"

%&)'

$

%&22

$

%&)-

&

"

'% /$&)-

"

/'&('

""

-/&0%

"

/)&2%

"

'&)'

$

'&$2

$

'&(2

&

"

%&$)

$

%&$$

$

%&1%

&

"

%&))

$

%&2/

$

%&-$

&

"

0% /)&)- /2&-$ /$&12 (%&%% 0&''
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目前#结核病控制面临的挑战是多方面的#包括!艾滋病与

结核病的双重感染#缺乏有效的疫苗#不断出现的耐多药结核

分枝杆菌#结核病的药物治疗比目前已知的其他细菌的治疗疗

程更长)更复杂'

0

(

#其在机体内的代谢机制也尚未明确'

2

(

%其中

最重要的一点是没有特异性的生物标志物#无法早期特异性地

诊断结核病*现有的诊断方法普遍存在特异性和灵敏度不高

的特点'

).-

(

#寻找一种快速)准确)低廉的诊断方法对于结核病

的早期诊断)早期干预及防止耐药菌的产生和传播具有重要的

意义*有研究证实!结核分枝杆菌的特异性分泌蛋白的抗体检

测对结核病的诊断具有重要意义#利用基因工程技术将结核分

枝杆菌的多种分泌蛋白制成融合蛋白#利用
T̂ O54

技术检测

血清中对应的抗体可用于不同类型结核病的诊断'

/

(

*

T̂ O54

是临床实验室最基本)最常用的实验方法之一#洗

板是
T̂ O54

实验的关键步骤#洗板的目的是清除非特异性的

干扰物质#洗板效果决定着整个实验的成败#有研究表明人为

改变洗板因素会影响检测结果的特异性和灵敏度'

(

(

*国内研

究显示洗板不彻底会出现非特异性显色#导致结果出现假阳

性%过度洗板会使得低值阳性标本出现假阴性'

$%

(

*洗涤因素

对结核抗体
T̂ O54

检测结果的影响在国内尚无系统的研究和

报道#为了明确这些因素对检测结果的影响#笔者对高通量

T̂ O54

检测系统的洗涤液及洗涤方式进行标准化研究以解决

结核抗体
T̂ O54

试验中准确性和重复性差的问题*

本研究中笔者采用上海荣盛公司的结核抗体检测试剂#试

剂盒将
-

种特异抗原优势肽段分别制备成多表位融合抗原#用

以检测患者外周血的结核抗体*

'%%

&

^

洗液#震荡
'%+

#洗板

0

次#浸泡
'%+

为试剂盒说明书中给出的洗板参数*笔者以此

为对照#依次对洗涤液体积)洗板次数)振荡时间)浸泡
0

个影

响因素进行了评价*结果显示按照说明书规定浸泡
'%+

的

'%%

&

^

洗液#震荡
'%+

#洗板
2

次时诊断效能最高%在评价浸泡

时间因素的影响时#笔者发现此因素较复杂#对结果的灵敏度)

特异性影响较大*因此本研究中使用了更多的时间参数#并以

iO

作为评价标准%结果显示浸泡
0%+

时#

iO

最高#与其他浸泡

时间相比差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&*为筛选浸泡
0%+

时

洗涤液体积)洗板次数)振荡时间的最佳参数#笔者重新对这
'

个因素进行了评价#结果分别为
'%%

&

^

)

2

次)

'%+

#与浸泡
'%+

时参数相同$数据未展示&*

最终研究结果显示!不同的洗涤液体积)洗板次数)振荡时

间)浸泡时间对检验诊断效能都有影响#与李金龙等'

$$

(的研究

结果一致*本检测系统洗板的最佳参数为洗液
'%%

&

^

#震荡

时间
'%+

#浸泡时间
0%+

#洗板
2

次#此时灵敏度为
/)&)-A

#特

异性为
/2&-$A

#

RR_

为
/$&12A

#

VR_

为
(%&%%A

#

R̂ B

为

0&''

$

(2A)U

!

0&$$

$

0&21

&#

V̂ B

为
%&$$

$

(2A)U

!

%&%/

$

%&$0

&#

iO

为
%&-1

$

(2A)U

!

%&)/

$

%&-)

&*在所有的洗涤参数

组合中#笔者建立的体系约登指数最高#与其他组合相比#差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

&*本研究结果同时显示高通量的

T̂ O54

的自动化检测能够提高检测结果的重复性#特别是
>H9

"FF

值#与相关报道一致'

$1

(

*

标准化)自动化是医学实验室的发展趋势#高通量
T̂ O54

分析系统洗涤程序的标准化可以排除潜在的影响因素#提高实

验的灵敏度)特异性和准确性*基因工程技术制成的致病结核

分枝杆菌的融合抗原试剂与自动化)标准化的酶免疫联合应用

是一种简便)快捷)准确性高的实验方法'

$'

(

#可以为结核病的

临床诊断与防治提供科学的依据*
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