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［摘　要］　目的　以雅培全自动化学发光免疫分析法（ＣＭＩＡ法）为标准，探讨时间分辨免疫荧光法（ＴＲＩＦＡ）检测

血清乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）的准确性和可行性，以便基层医院普遍开展此项目，为抗病毒个体化的策略及疗

效的预测提供依据。方法　分别用ＣＭＩＡ法和ＴＲＩＦＡ法对１５７份乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染患者的血清进行检

测，对于 ＨＢｓＡｇ滴度超过检测上限的样本，采用稀释液手动稀释后，再进行定量分析。将 ＨＢｓＡｇ水平分为４组：

≤１００ＩＵ／ｍＬ、１０１～１０００ＩＵ／ｍＬ、１００１～２００００ＩＵ／ｍＬ、＞２００００ＩＵ／ｍＬ，分析两种方法阳性标本定量相关性。

结果　两种方法的直线回归方程为：Ｙ＝２．３２３Ｘ－８９６．３，相关系数狉＝０．９４３，犘＜０．００１。以ＣＭＩＡ法检测值为参

考，分为４组进行分析，结果显示在检测低浓度 ＨＢｓＡｇ样本时，ＴＲＩＦＡ数值较ＣＭＩＡ法偏低，而高浓度样本以

ＣＭＩＡ法检测值偏高。两种试剂在检测不同浓度的 ＨＢｓＡｇ均有较好的一致性（均犘＜０．０５），其中以浓度在１００１

～２００００ＩＵ／ｍＬ时相关性最好。结论　两种试剂在 ＨＢｓＡｇ定量检测上的准确性基本相当，定量相关性以检测值

在１００１～２００００ＩＵ／ｍＬ之间最佳。ＴＲＩＦＡ成本低廉、易操作，更适于基层医院使用，具有广泛的应用前景。

［关　键　词］　乙型肝炎表面抗原；ＨＢｓＡｇ；肝炎病毒，乙型；雅培全自动化学发光免疫分析法；时间分辨免疫

荧光法；相关性
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（３）：２５８－２６２］

　　血清乙型肝炎表面抗原（ＨＢｓＡｇ）是乙型肝炎

病毒（ＨＢＶ）感染的主要标志物，广泛应用于乙型肝

炎的初筛和诊断。定量分析 ＨＢｓＡｇ的浓度变化，

可预见急性乙型肝炎是否处于恢复期，也可作为慢

性乙型肝炎抗病毒疗效的观察和治疗终点的预

测［１２］，对乙型肝炎的病情变化、动态观测和指导治

疗具有积极意义。目前国内外报道常用的检测血清

ＨＢｓＡｇ的方法有：化学发光微粒子免疫分析法

（ＣＭＩＡ法）、时间分辨免疫荧光法（ＴＲＩＦＡ）、酶联

免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、微粒子酶免检测法（ＭＥＩＡ）

和电化学发光免疫分析法（ＥＣＬＩＡ）等
［３６］。其中，

ＣＭＩＡ法是将化学发光或生物发光体系与免疫反应

相结合，直接测定发光底物自身的发光强度，具有高

灵敏度和宽线性范围的特点，用于 ＨＢｓＡｇ的定量

检测，对低表达的 ＨＢｓＡｇ也能较好的检测，但其价

格昂贵。ＴＲＩＦＡ法是以镧系元素“铕”作为标志物

的免疫技术，通过时间延迟，去除非特异性荧光干

扰，在固定时间检测特异性荧光，具有灵敏度高、标

准曲线稳定性好等优点，可对 ＨＢｓＡｇ进行定量检

测。然而，由于铕标记物易受空气中粉尘的污染，导

致检测结果出现假阳性，而且操作尚未完全自动化。

ＥＬＩＳＡ法是将已知的抗原或抗体吸附在固相载体

表面，使用酶进行检测，操作简单、方便、快速，但只

能对ＨＢｓＡｇ进行定性分析，且其灵敏度、重复性欠

佳，易造成漏检和假阳性的结果。ＭＥＩＡ是以玻璃

纤维为载体，微粒子作为抗体或抗原的附着表面，极

大增加了反应面积，该方法的检测灵敏度高，可对

ＨＢｓＡｇ进行定量检测。ＥＣＬＩＡ是一种在电极表面

由电化学引发的特异性化学发光反应，使用电化学

发光剂三联吡啶钌标记，根据电极上发出的光线强

度对 ＨＢｓＡｇ定量检测，检测速度快，灵敏度高。本

研究以雅培ＣＭＩＡ法为标准，探讨ＴＲＩＦＡ法定量

检测ＨＢｓＡｇ的可行性。现将检测结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　来自于２０１４年１０—１２月中南大

学湘雅医院感染病科门诊就诊的１５７例 ＨＢＶ感染

者，其中慢性乙型肝炎患者１３２例，慢性 ＨＢＶ携带

者２５例，其中男性１０２例，女性５５例，年龄１６～

６５岁。所有患者清晨空腹采集静脉血标本。

１．２　仪器与试剂　ＣＭＩＡ法使用试剂由美国雅培

公司提供，试剂名称及批号：ＡｒｃｈｉｔｅｃｔＨＢｓＡｇＲｅａ

ｇｅｎｔＫｉｔ，３１５８７ＬＩＦ００，仪器为美国雅培全自动化学

发光免疫分析仪 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴｉ２０００。ＴＲＩＦＡ法

使用试剂由苏州新波生物技术公司提供，试剂名称

及批号：乙型肝炎病毒表面抗原定量检测试剂盒（时

间分辨荧光分析法），８０２０８６；仪器为苏州新波生物

技术公司的 ＡＮＹＴＥＳＴ 时间分辨荧光分析仪，

Ａｎｙｔｅｓｔ２０００。

１．３　方法　每例患者提取血清２ｍＬ，均分为２份，

每份１ｍＬ，分别采用ＴＲＩＦＡ法和ＣＭＩＡ法对标本

进行检测。ＴＲＩＦＡ 法步骤：手工吸取标本至样本

杯，仪器自动从样本杯加样至反应板、配试剂、孵育、

洗板，再上机比色测定荧光值。ＣＭＩＡ法：只需设定

标本位置、检测项目，在相应的位置上放好标本、试

剂、对照品，即可开始全自动加样反应系统。其中

ＴＲＩＦＡ的检测上限为２２５ｎｇ／ｍＬ，ＣＭＩＡ法的检测

上限为２５０ＩＵ／ｍＬ。对于 ＨＢｓＡｇ滴度超过检测上

限的样本，采用稀释液手动稀释后，再进行定量分

析。以ＣＭＩＡ 法检测值为参考分为４组：（１）≤

１００ＩＵ／ｍＬ，（２）１０１～１０００ＩＵ／ｍＬ （３）１００１～

２００００ＩＵ／ｍＬ，（４）＞２００００ＩＵ／ｍＬ，比较两种检测

方法与检测不同浓度的 ＨＢｓＡｇ的相关性。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对两

种方法的检测结果进行相关性检验，以犘≤０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＭＩＡ法与 ＴＲＩＦＡ法检测结果的相关性　

以雅培公司的ＣＭＩＡ法检测结果（ＩＵ／ｍＬ）为横坐

标，苏州新波公司的 ＴＲＩＦＡ检测结果（ｎｇ／ｍＬ）为

纵坐标，进行相关性分析，结果见图１。两种方法测
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定患者 ＨＢｓＡｇ浓度结果的线性回归方程为：Ｙ＝

２．３２３Ｘ－８９６．３，相关系数狉＝０．９４３，犘＜０．００１。
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图１　ＣＭＩＡ法与ＴＲＩＦＡ法的相关性

犉犻犵狌狉犲１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＭＩＡ ｍｅｔｈｏｄａｎｄＴＲＩＦＡ

ｍｅｔｈｏｄ

２．２　ＣＭＩＡ法与 ＴＲＩＦＡ法检测结果的一致性　

对于ＨＢｓＡｇ滴度超过检测上限的样本，采用稀释

液手动稀释后，再进行定量分析。以ＣＭＩＡ法检测

结果作为参考，将１５７例样本分为４组，其中２３例

≤１００ＩＵ／ｍＬ组，３１例在１０１～１０００ＩＵ／ｍＬ组之

间，５９例在１００１～２００００ＩＵ／ｍＬ组范围，４４例＞

２００００ＩＵ／ｍＬ组。散点图分析两种检测方法的一

致性，结果显示，在ＣＭＩＡ法检测值≤１００ＩＵ／ｍＬ

组的标本中，ＴＲＩＦＡ检测值也≤１００ｎｇ／ｍＬ组，且

均在６０ｎｇ／ｍＬ以下。而ＣＭＩＡ法检测值在１０１～

１０００ＩＵ／ｍＬ组和１００１～２００００ＩＵ／ｍＬ组的样本

中，ＴＲＩＦＡ检测各有９个样本＞１０００ｎｇ／ｍＬ和＞

２００００ｎｇ／ｍＬ（差异率分别为２９％、１５．８％）；在

ＣＭＩＡ法＞２００００ＩＵ／ｍＬ组的样本中，ＴＲＩＦＡ有

１１个样本＜２００００ｎｇ／ｍＬ组（差异率２５％）。说明

在检测低浓度 ＨＢｓＡｇ的样本时，ＴＲＩＦＡ 数值较

ＣＭＩＡ法偏低，而高浓度样本以ＣＭＩＡ法检测值偏

高。见图２。
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图２　散点图分析两种检测方法在４个定量区段的检测分布

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｆｏｒａｎａｌｙｚｉｎｇｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｗｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａｔ４ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｓｅｃｔｉｏｎｓ

２．３　以ＣＭＩＡ法检测值为参考分为４组进行相关

性分析　比较以ＣＭＩＡ法检测结果作为参考的４组

样本与所对应的ＴＲＩＦＡ检测结果的相关性。结果

显示，两种试剂在检测不同浓度的 ＨＢｓＡｇ均有较

好的一致性（均犘＜０．０５），其中以浓度在１００１～

２００００ＩＵ／ｍＬ组时相关性最好。见表１。

２．４　两种检测方法的时间与成本　检测一个样本

ＨＢｓＡｇ的时间，ＴＲＩＦＡ法为４２～５０ｍｉｎ，ＣＭＩＡ法为
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３０～３５ｍｉｎ，从操作时间和步骤来说，ＣＭＩＡ法更简

单、快速，然而其成本较ＴＲＩＦＡ高出约４０％的费用。

表１　两种监测方法不同检测浓度 ＨＢｓＡｇ的相关性（狓±狊）

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨＢｓＡｇ（狓±狊）

分组 ＣＭＩＡ法（ＩＵ／ｍＬ）ＴＲＩＦＡ法（ｎｇ／ｍＬ） 狉 犘

≤１００ ６１．９１±２４．１８ ２６．９１±１３．３７ ０．５７ ０．００５

１０１～１０００ ５４８．１６±２６１．６０ ６９１．２６±３４２．７８ ０．７７４ ＜０．００１

１００１～２００００ ８０７６．２４±２０８４．３９ １０４７９．２７±９８６．８３ ０．９５ ＜０．００１

＞２００００ ６１５２５．６７±２６４９．２１ １９５１８．５１±３９２０．００ ０．５２１ ０．００９

３　讨论

准确地了解乙型肝炎患者血清 ＨＢｓＡｇ的表

达，可以更清楚地掌握 ＨＢＶ感染的发生、发展和转

归。ＨＢｓＡｇ的定量检测可以预测慢性乙型肝炎抗

病毒的疗效、血清学转换等［２，７８］。在过去的慢性乙

型肝炎治疗指南中，一直以 ＨＢＶＤＮＡ和 ＨＢｅＡｇ

定量来评价抗病毒治疗效果，然而随着对 ＨＢｓＡｇ

研究的不断深入，血清 ＨＢｓＡｇ水平定量在预测抗

病毒疗效中的作用得到越来越多的重视。国内外许

多研究［９１０］报道，血清 ＨＢｓＡｇ定量与肝内ｃｃｃＤＮＡ

存在显著正相关，ＨＢｓＡｇ水平的下降幅度可作为预

测干扰素应答的较好指标，为个体化治疗提供依

据［１１］。尤其是对于 ＨＢｅＡｇ阴性的慢性乙型肝炎患

者，由于此类患者缺乏 ＨＢｅＡｇ定量这个观测指标，

临床上难以确定此类患者的治疗终点，然而血清

ＨＢｓＡｇ水平能有效预测抗病毒疗效及预后，因此监

测血清 ＨＢｓＡｇ水平对于 ＨＢｅＡｇ阴性的慢性乙型

肝炎患者在调整个体化治疗和预测远期疗效方面更

有价值［１２］。

研究［１３］指出，在ＰＥＧＩＦＮ治疗中，如果患者在

１２周时ＨＢｓＡｇ＜１５００ＩＵ／ｍＬ，则治疗结束半年后

随访发现，有５７％的患者出现ＨＢｅＡｇ血清学转换。

而如果１２周时 ＨＢｓＡｇ＞２００００ＩＵ／ｍＬ，持久病毒

学应答发生率仅为１６％。因此，本研究根据２０１３

年《应答指导治疗（ＲＧＴ）策略》
［１４］将 ＨＢｓＡｇ水平

分为４组：≤１００ＩＵ／ｍＬ、１０１～１０００ＩＵ／ｍＬ、１００１

～２００００ＩＵ／ｍＬ、＞２００００ＩＵ／ｍＬ，以雅培试剂为

标准，观察两种检测方法在检测不同水平的 ＨＢｓＡｇ

的相关性。

雅培ＣＭＩＡ法是以吖啶酯作为标记发光剂，具

有灵敏度高、重复性好、特异性强、无放射性危害等

优点，能对 ＨＢｓＡｇ准确、快速的定量，目前被国内

外广泛应用［３］，是国际公认的检测乙型肝炎标志物

的金标准，其灵敏度和稳定性均能达到临床和科研

要求［１５］。但其仪器昂贵，试剂成本高，难以在基层

医院普遍开展。而ＴＲＩＦＡ成本低廉，它是以镧系

元素铕等作为荧光标记物，采用双抗体夹心时间分

辨免疫荧光法进行检测，具有测量灵敏度高、示踪物

稳定、无放射污染和应用范围广等优点［４］。本研究

采用可对 ＨＢｓＡｇ进行定量检测的 ＣＭＩＡ 法和

ＴＲＩＦＡ两种方法，分析两种方法阳性定量结果的一

致性。结果显示，两种方法的直线回归方程为Ｙ＝

２．３２３Ｘ－８９６．３，相关系数狉＝０．９４３，呈高度相关；

同时，散点图显示在检测低浓度 ＨＢｓＡｇ的样本时，

ＴＲＩＦＡ数值较 ＣＭＩＡ 法偏低，而高浓度样本以

ＣＭＩＡ法检测值偏高。两种试剂在检测浓度为

１００１～２００００ＩＵ／ｍＬ组时相关性最好，而检测较

低及高浓度的 ＨＢｓＡｇ时，相关性分析虽有统计学

意义，但狉值略低，分析产生这种差异的主要原因可

能与标本的处理方式、操作步骤不一样有关，同时两

种试剂对血清的稀释比例不一致也是影响高浓度

ＨＢｓＡｇ检测结果不一致的重要原因。

总体来说，两种方法检测的阳性标本在定量关

系上呈高度相关。ＴＲＩＦＡ法在临床检测上具有一

定的应用价值，且其成本低廉、易操作，尤其对于基

层医院。根据ＲＧＴ策略
［１４］，对于２４周 ＨＢｓＡｇ＞

２００００ＩＵ／ｍＬ的患者，应调整治疗方案。而本研究

中ＴＲＩＦＡ检测高浓度 ＨＢｓＡｇ的数值与ＣＭＩＡ法

有一定的差异，在临床应用时，如ＴＲＩＦＡ法检测数

值较高的患者，可采用ＣＭＩＡ法进行复测，看其定

量是否大于２００００ＩＵ／ｍＬ，以更好指导临床治疗。

应用ＴＲＩＦＡ检测 ＨＢｓＡｇ定量是否和雅培ＣＭＩＡ

法一样，也具有预测抗病毒治疗效果，实施慢性乙型

肝炎患者的个体化抗病毒治疗策略，和预测评估慢

性乙型肝炎患者的远期预后，仍有待进一步研究。
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［９］　李韦杰，李伯安，赵景民，等．５４例慢性乙型肝炎患者肝组织

乙型肝炎病毒共价闭合环状ＤＮＡ与血清 ＨＢｓＡｇ定量检测结

果分析［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２０１１，１９（１１）：８１５－８１７．

［１０］ＷｏｎｇＤＫ，ＳｅｔｏＷＫ，ＦｕｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＲｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｃｌｏｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｒＤＮＡｂｙｎｕｃｌｅｏｓ

（ｔ）ｉｄｅａｎａｌｏｇｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｔｅｎｃｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ

Ｈｅｐａｔｏｌ，２０１３，１１（８）：１００４－１０１０．

［１１］ＭａｌｍｓｔｒｏｍＳ，ＬａｒｓｓｏｎＳＢ，ＨａｎｎｏｕｎＣ．ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒａｌ

ＤＮＡｄｅｃｌｉｎｅａｔｌｏｓｓｏｆＨＢｅＡｇｉｓｍａｉｎｌｙｅｘｐｌａｉｎｅｄｂｙｒｅｄｕｃｅｄ

ｃｃｃＤＮＡｌｏａｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＰｇＲＮＡｈａｓｌｉｍ

ｉｔｅｄｉｍｐａｃｔ［Ｊ］．ＰＬｏｓＯｎｅ，２０１２，７（７）：ｅ３６３４９．

［１２］ＬｅｅＪＭ，ＡｈｎＳＨ．ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨＢｓＡｇ：Ｂａｓｉｃｖｉｒｏｌｏｇｙ

ｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃｅ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｒｏｌ，２０１１，１７（３）：

２８３－２８９．

［１３］ＰｉｒａｔｖｉｓｕｔｈＴ，ＭａｒｃｅｌｌｉｎＰ．Ｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｉｓｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｔｏ

ｉｄｅｎｔｉｆｙａｎｅａｒｌｙｓｔｏｐｐｉｎｇｒｕｌｅｆｏｒｐｅｇｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｔｈｅｒａｐｙｔｈａｔｉｓ

ｖａｌｉｄｆｏｒａｌｌｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｅａｎｔｉｇｅｎｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａ

ｔｏｌｏｇｙ，２０１１，５３（３）：１０５４－１０５５．

［１４］窦晓光，侯金林．应答指导治疗策略在聚乙二醇干扰素治疗乙

型肝炎病毒ｅ抗原阳性慢性乙型肝炎患者中的应用［Ｊ］．中华

传染病杂志，２０１３，３１（１０）：６２３－６２５．

［１５］ＷｕｒｓｔｈｏｒｎＫ，ＪａｒｏｓｚｅｗｉｃｚＪ，ＺａｃｈｅｒＢＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅＥｌｅｃｓｙｓＨＢｓＡｇⅡａｓｓａｙａｎｄｔｈｅＡｒｃｈｉｔｅｃｔａｓｓａｙｆｏｒ

ｔｈｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ（ＨＢｓＡｇ）ｉｎｔｈｅ

ｓｅｒｕｍ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＶｉｒｏｌ，２０１１，５０（４）：２９２－２９６．
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