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摘要!8简要分析了在>]̂+H检测技术应用中遇到的空白对照的设立方法'阴性对照的标准'酶标反应板的差异及

孵育以及酶标仪的调零与比色'1,LJ5KK值的确定'阳性与阴性灰带率'>]̂+H检测试剂的标准化等一些新问题!重点

探讨了>]̂+H检测技术中传统计算1,LJ5KK值的方式所存在的缺陷与形成原因!并提出了适宜的计算 1,LJ5KK值的

方式(

关键词!8>]̂+H$ 空白对照$ 阴性对照$ 1,LJ5KK值
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/'0S)I '??,05(5-A)0L*((*E%>]̂+H&!并且最先应用

>]̂+H进行了 \̂b定量测定以来!>]̂+H检测方法

已经在疾病预防控制和临床检验医学领域内!得到

了广泛地应用!但是!随着分子生物学技术和>]̂+H

检测技术及>]̂+H检测仪器设备的快速发展!目前

在>]̂+H检测方法中遇到一些新的问题!需要我们

以科学谨慎的态度!在实践中!不断地去思考'研究

和探索(

!"空白对照&!'

在>]̂+H检测方法中!应当设有显色反应试剂

空白对照和酶联反应试剂空白对照!即在酶标反应

板的孔中!未加任何酶联反应试剂!仅加入显色反

应试剂!以此酶标反应板孔作为显色反应试剂空白

对照$在酶标反应板的孔中!以生理盐水或者稀释

液替代检测标本!参与酶联反应的全部处理过程!

以此酶标反应板孔作为酶联反应试剂空白对照(

通过对显色反应试剂空白对照 &值和酶联反应试

剂空白对照 &值的检测!可以准确地反映出本次

>]̂+H试验的显色反应试剂和酶联反应试剂的稳定

状况(

但是!在目前国产的>]̂+H试剂盒中!其>]̂+H

检测技术操作说明书!一般只要求设立显色反应试

剂空白对照!并且将显色反应试剂空白对照作为空

白对照!当作酶标仪调零的依据( 笔者从长期的检

测中发现显色反应试剂空白对照 &值和酶联反应

试剂空白对照 &值是存在显著性差异的!因而!目

前国产的 >]̂+H试剂盒 >]̂+H检测技术操作说明

书所使用的空白对照设立方法!存在着一定的问

题!是值得商榷的!因为空白对照的设立!对于 1,LJ

5KK值的确定!具有决定性的作用(

#"阴性对照&#"$'

在>]̂+H检测方法中!阴性对照是一项至关重

要的技术指标( 阴性对照!是代表受检样品中并不

含有的!或者是在该检测方法最低检出限之下的待

检因子的基准水平!是计算确定 1,LJ5KK值过程中唯

一的可变量(

从理论上而言! >]̂+H检测试剂盒中的阴性对

照!应当是与待检样品具有同源性和同质性!而又

不含有待检因子!并且能够客观地比较和鉴别处理

因素%在血清学试验中!指特异性的抗原与抗体的
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反应&之间差异的物质( 人用 >]̂+H检测试剂盒中

的阴性对照!理论上!就应该是具有人源性和人质

性的物质!比如!待检样品为人血清!则阴性对照应

该为不含有待检因子!并且能够客观地比较和鉴别

处理因素的正常人血清(

在目前国外的>]̂+H试剂盒中!阴性对照一般

以复钙人血浆%-)1*/'K')I F,?*0 2/*(?*&为原料进行

纯化制备( 复钙人血浆!即指在不含有待检因子的

正常人血浆中!加入钙离子制剂!使血浆中的纤维

蛋白凝固!然后除去纤维蛋白凝块!经过这样处理

而得到的清液!其组成成分与正常人血清相似!可

以满足作为阴性对照的技术要求!经过这种工艺处

理而得到阴性对照!一般需加入抗生素和防腐剂!

以利于阴性对照的稳定保存( 但是!由于阴性对照

中防腐剂的存在!对于酶联反应中酶的活性产生一

定的抑制作用!因而!使得阴性对照的显色反应有

所减弱!对于1,LJ5KK值的确定!产生一定的影响(

在目前国内的>]̂+H试剂盒中!有的试剂盒生

产厂家采用动物血清及其制品%如牛血清白蛋白

等&稀释配制阴性对照!或者将动物血清及其制品

与正常人血清混合配制阴性对照!或者采用不含蛋

白质或蛋白质含量较低的缓冲液代替不含有待检

因子的正常人血清作为阴性对照!这些做法!虽然

使得阴性对照的&值有所降低!甚至使得酶标反应

所产生的阴性对照的 &值比不含有待检因子的正

常人血清反应所产生的 &值低很多!为了避免假阳

性的出现!这些 >]̂+H试剂盒检测技术操作说明

书!一般规定!如果阴性对照的 &值 Z"3":!那么阴

性对照的&值按照 "3": 计算( 这些国内 >]̂+H试

剂盒生产厂家制备阴性对照的方法!无论在理论

上!还是在实践中!存在着一定的问题!是值得反思

的!因为!从本质上而言!阴性对照首先应该是与待

检样品具有同源性和同质性!而又不含有待检因子

的物质(

$"酶标反应板&%'

在目前>]̂+H试剂盒中!试剂盒生产厂家一般

采用以聚苯乙烯原料制备的板条作为酶标反应板!

由于聚苯乙烯原料的来源'纯度'聚合度以及制备

工艺的不同!不同厂家生产的聚苯乙烯酶标反应板

的质量差异很大( 此外!在制备 >]̂+H试剂盒的生

产过程中!酶标反应板的板孔底部不可避免地留有

机械划痕'灰尘微粒和操作手印!这些因素的存在!

对酶标反应的比色'1,LJ5KK值的确定!无疑会产生一

定的干扰(

另外!由于聚苯乙烯本身并不是热的良导体!

在酶标反应的孵育保温的过程中!会造成酶标反应

板的各个板孔之间受热不匀!产生干扰效应(

%"边缘效应

在目前>]̂+H试剂盒中!试剂盒生产厂家一般

采用 #7 孔酶标反应板作为酶标反应的载体( 在酶

标反应的孵育升温过程中!由于 #7 孔酶标反应板的

周边板孔与中心板孔底部表面的热力学特征的不

同!聚苯乙烯本身又不是热的良导体!结果造成 #7

孔酶标反应板的周边板孔与中心板孔之间存在有

热力学梯度的干扰!导致在酶标反应的显色过程

中!酶标反应板的周边板孔显色比中心板孔深!形

成边缘效应( 使用水浴或在将酶标反应试剂加入

至酶标反应板板孔之前!将酶标反应板和酶标反应

试剂均孵育至孵育温度%如 $Q W&!这样可以在一

定程度上消除+边缘效应,!并且可提高>]̂+H测定

的重复性(

V"延时孵育

在目前>]̂+H试剂盒中!试剂盒生产厂家一般

都明确规定了酶标反应的孵育时间!笔者发现加完

待检样本和[或酶标反应试剂后!将酶标反应板从

室温移至水浴箱或温箱中时!酶标反应板孔内温度

从室温升至 $Q W!需要一定的时间!尤其是在室温

比较低以及非水浴的状态下!这段升温时间可能还

比较长!超过了>]̂+H试剂盒生产厂家明确规定的

酶标反应的一般孵育时间(

一般很少有人注意这个问题!大多数 >]̂+H试

剂盒操作者将酶标反应板一放入水浴箱或温箱就

开始计时!按照试剂盒生产厂家明确规定的酶标反

应的一般孵育时间来终止酶标反应!这样极易造成

实际孵育时间不够!弱阳性样本检测不出来的问

题( 因此!为保证弱阳性样本不被漏检!酶标反应

板能够获得足够的孵育时间!>]̂+H试剂盒操作者

可将小温度计放置于水浴箱或温箱内酶标反应板

板孔反应溶液中!通过测量观察板孔内反应溶液的

温度的方法!自行确定本实验室在不同室温下酶标

反应板需要多长时间!才能使酶标反应板孔内反应

溶液的温度达到 $Q W!从而确定适当延长酶标反应

板板条在温箱中的放置时间(

]"调零问题&$'

在目前>]̂+H试剂盒中!不同的试剂盒生产厂



"Q!788" 疾病监测 !""# 年 # 月 $" 日第 !% 卷第 # 期&'()*()+,-.)'//*01)! +)23$"!!""#!45/3!%!653#

!""#$%%&&&

!

'(')

!

*+,

!

-./$ 01

!

2345%'

!

6778

!

0112 9 ::;0

!

<11:

!

1:

!

1<:

家采用不同的调零方式( 有的厂家采用以空气读

空白的调零方式!例如!生物梅里埃中国有限公司

的中文版-人类免疫缺陷病毒抗原抗体诊断试剂盒

%酶联免疫法&使用说明书.上提示#以空气读空白

%不放板架和板条&!在 %:" 0?%单波长&'或 %:" 0?

和 7!" XQ"" 0?%底物是 ;OU&参考波长进行读数(

有的厂家采用以蒸馏水读空白的调零方式!有的厂

家采用以显色反应试剂空白对照读空白的调零方

式( 根据我们长期的检测!发现以上 $ 种读空白的

调零方式!是存在显著性差异的( 其中以空气读空

白的调零方式!最为稳定!这可能是由于酶标仪所

处的工作环境相对稳定所致!即酶标仪所处的工作

环境中空气的温度'湿度'风速'洁净度等指标相对

恒定( 而其他两种读空白的调零方式!则由于每次

调零时!所采用的蒸馏水或者显色反应试剂有所差

异!而产生较大的变异(

M"酶标仪比色

酶标比色仪 %酶标仪&!通常指专用于测读

>]̂+H结果吸光度的光度计( 针对固相载体形式的

不同!各有特制的适用于板'珠和小试管的设计(

许多国外的 >]̂+H试剂公司配套供应相应的酶

标仪(

酶标仪的主要性能指标有#测读速度'读数的准

确性'重复性'精确度和可测范围'线性范围等等( 优

良的酶标仪的读数一般可精确到 "3""9!准确性为n

9V!重复性达 "3:V( 例如!若某酶标反应板孔测得

的&值为 93"=$!则该孔相对于空气的真实&值应为

93"=$ n"3"9%93"Q$ X93"#$&!重复测定数次!其&值

均应在 93"=$ n"3":%93"Q= X93"==&之间(

酶标仪的可测范围视各酶标仪的性能而不同(

普通的酶标仪在 "3""" X!3"""!新型号的酶标仪上限

拓宽达 !3#""!甚至更高( 超出可测上限的&值常以

+

#

,或+5.)-,或其他符号表示( 应注意可测范围与

线性范围的不同!线性范围通常小于可测范围( 例

如!某一酶标仪的可测范围为 "3""" X!3#""!而其线

性范围仅 "3""" X!3"""!这在定量>]̂+H中制作标准

曲线时应予注意(

酶标仪不应安置在阳光或强光照射下!操作时

室温宜在 9: X$" W!使用前先预热仪器 9: X

$" ?'0!这样测读结果更稳定(

测读&值时!要选用对显色反应产物敏感的吸

收峰所在波长的滤光片!如显色反应底物为 ;OU!

则选用 %:" 0?波长的滤光片( 有的酶标仪!可用双

波长方式测读!即每孔先后测读两次!第一次在最

适波长%h9&!第二次在不敏感波长%h!&!两次测

定间不移动 >]̂+H板的位置( 例如显色反应底物

为;OU!则选用 %:" 0?为 h9!7$" 0?为 h!!最终

测得的&值为两者之差%h9 <h!&( 双波长方式测

读!可减少由酶标反应板板孔底部不可避免地留有

的机械划痕'灰尘微粒和操作手印等所造成的光

干扰(

另外!由于>]̂+H测定中单个空白孔的非特异

吸收上有一定程度的不确定性!也就是说每次测定

或同次测定空白孔位置的不同均有可能得到不同

吸光度测定值!故而在 >]̂+H测定比色时!建议最

好是使用双波长比色(

要注意!在使用酶标仪测读 >]̂+H反应结果之

前!酶标反应板必须用吸水纸吸干后!才能置于酶

标仪中进行比色!否则吸光度易出现负值或损坏酶

标仪(

("9:+U-11值&V"]'

1,LJ5KK值是>]̂+H试剂盒判定测定结果唯一依

据( 在目前所使用的 >]̂+H测定结果判定方法中!

通常采用酶标仪自动扣除显色反应试剂空白对照 &

值或者人工减去显色反应试剂空白对照 &值的方

法!即在使用酶标仪测读 >]̂+H反应结果之前!首

先以显色反应试剂空白对照 &值调零!然后依次测

定其余各孔的&值!或者首先以空气读空白的方式

调零!依次测定阴性对照'阳性对照和待检样品各

孔的 &值!然后在计算阴性对照均值'阳性对照均

值和待检样品1,LJ5KK值时!人工减去显色反应试剂

空白对照&值(

通过扣除显色反应试剂空白对照 &值后得到

的阴性对照均值来计算待检样品 1,LJ5KK值的方法!

存在着一定的问题!值得思考(

首先!由于聚苯乙烯原料的来源'纯度'聚合度

以及制备工艺的不同!不同厂家生产的聚苯乙烯酶

标反应板的质量差异很大$在制备 >]̂+H试剂盒的

生产过程中!酶标反应板的板孔底部不可避免地留

有机械划痕'灰尘微粒和操作手印!各个板孔底部

的光干扰情况各有不同$各个板孔在 #7 孔酶标反应

板上的位置各有不同!所受到的边缘效应各不一

样!因此!每个酶标反应板的板孔的非特异吸收!有

一定程度的不确定性!也就是说每次测定或同次测

定同一酶标反应板的板孔!因位置的不同均有可能

得到不同吸光度测定值( 因而!以显色反应试剂空
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白对照&值调零或者在计算阴性对照均值'阳性对

照均值和待检样品 1,LJ5KK值时!人工减去显色反应

试剂空白对照 &值的方法!在理论上!存在有一定

的缺陷(

其次!根据我们长期的跟踪!发现这种通过扣

除显色反应试剂空白对照 &值后得到的阴性对照

均值来计算待检样品 1,LJ5KK值的方法!经常会导致

弱阳性样本的漏检( 以检测MU(H\为例!假定显色

反应试剂空白对照 &值为 "3"%!!假定以空气读空

白的方式调零!按照直接测定得到的阴性对照均值

&值来计算待检样品 1,LJ5KK值的方法为方法甲!按

照通过扣除显色反应试剂空白对照 &值后得到的

阴性对照均值来计算待检样品 1,LJ5KK值的方法为

方法乙!当以空气读空白的方式调零直接测定得到

的阴性对照均值为
"

"3":" 时!那么按照方法甲来

计算!得到待检样品的1,LJ5KK值为 "39":!按照方法

乙来计算!得到待检样品的 1,LJ5KK值为 "39%Q$当以

空气读空白的方式调零直接测定得到的阴性对照

均值为 "3":" X"3"Q" 时!那么按照方法甲来计算!

得到待检样品的1,LJ5KK值为 "39": X"39%Q!按照方

法乙来计算!得到待检样品的 1,LJ5KK值依然为

"39%Q$当以空气读空白的方式调零直接测定得到的

阴性对照均值为 "3"Q" 时!那么按照方法甲来计算!

得到待检样品的 1,LJ5KK值为 "39%Q!按照方法乙来

计算!得到待检样品的1,LJ5KK值依然为 "39%Q$当以

空气读空白的方式调零直接测定得到的阴性对照

均值为 "3"Q" X"3"#! 时!那么按照方法甲来计算!

得到待检样品的1,LJ5KK值为 "39%Q X"39#$!按照方

法乙来计算!得到待检样品的 1,LJ5KK值依然为

"39%Q$当以空气读空白的方式调零直接测定得到的

阴性对照均值为 Y"3"#! 时!那么按照方法甲来计

算!得到待检样品的 1,LJ5KK值为 Y"39#$!按照方法

乙来计算!得到待检样品的 1,LJ5KK值为 Y"39%Q$当

以空气读空白的方式调零直接测定得到的阴性对

照均值为 "3"9" 时!那么按照方法甲来计算!得到待

检样品的1,LJ5KK值为 "3!9"!按照方法乙来计算!得

到待检样品的1,LJ5KK值依然为 "397%( 通过上述数

据计算!可以看到!当以空气读空白的方式调零直

接测定得到的阴性对照均值为 Z"3"#! 时!方法甲

判断弱阳性样本的能力强!方法乙判断弱阳性样本

的能力弱!容易造成弱阳性样本的漏检( 因此!建

议以空气读空白的方式调零直接测定得到的阴性

对照均值为Z"3"#! 时!采用方法甲!即以空气读空

白的方式调零!按照直接测定得到的阴性对照均值

&值来计算待检样品1,LJ5KK值!较为适宜!见表 9(

表 !"待检样品计算9:+U-11值分析表#!%

R*>/8!"4.*/F3,3-19:+U-11B*/:83-13*CE/83+- >868+89+86

阴性对照均值
"

"3":" "3":" X"3"Q" "3"Q" "3"Q" X"3"#! "3"9"

方法甲 "39": "39": X"39%Q "39%Q "39%Q X"39#$ "3!9"

方法乙 "39%Q "39%Q "39%Q "39%Q "397%

88注#%9&以检测MU(H\为例!假定显色反应试剂空白对照&值为 "3"%!

在>]̂+H技术发展的早期!由于分子生物学技

术的限制!包被试剂为天然抗原或抗体!其分离提

取纯度有限!干扰杂质较多$酶标反应试剂也为天

然抗原或抗体!存在有同样的干扰因素!同时!阴性

对照采用的是与待检样品具有同源性和同质性而

又不含有待检因子的人血清!干扰因素较多!而且!

用于测读 >]̂+H结果的酶标比色仪!为手工操作!

其测读速度'读数的准确性'重复性'精确度和可测

范围'线性范围等主要性能指标较为粗糙!只能精

确到 "3"9!因而!酶标反应的阴性对照均值比较偏

高!根据我们长期的检测!发现阴性对照均值一般

在 "39" X"3!: 之间!在这样的 >]̂+H技术条件下!

采用方法乙作为计算待检样品计算 1,LJ5KK值的方

式是适宜的(

随着分子生物学技术和 >]̂+H检测技术及

>]̂+H检测仪器设备的快速发展!目前包被试剂为

重组抗原和合成多肽抗原!其分离提取纯度高!特

异性好!干扰杂质大为减少$酶标反应试剂发展为

高纯度的单克隆抗体!干扰因素大为降低!同时!阴

性对照改为采用经过标准化处理的复钙人血浆!干

扰因素较少!而且!用于测读 >]̂+H结果的酶标比

色仪!已经实现自动化!其测读速度'读数的准确

性'重复性'精确度和可测范围'线性范围等主要性

能指标得到了极大的提高!优良的酶标仪的读数一

般可精确到"3""9!准确性为n9V!重复性达"3:V!

阴性对照均值一般在 "3"$: X"3"Q" 之间!在这样的

>]̂+H技术条件下!采用方法甲作为计算待检样品

计算1,LJ5KK值的方式才是适宜的!这样可以尽可能

地避免弱阳性样本的漏检(

'"阳性与阴性灰带

灰带概念是把定量分析的正常值范围引入定

性分析后建立的概念!即将 1,LJ5KK值上下的一段区

域定为阳性可疑!需重复实验或换试剂重测以确定

其阴阳性!如仍落在灰带区域范围内!则报告阳性(

阳性与阴性灰带率!既是 >]̂+H试剂盒中评价

酶联反应试剂本身的质量稳定状况的评价指标!也
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是判断 >]̂+H试验结果有效性时是不可或缺的评

价指标!也是判断待检样本中是否有需要复检的可

疑样本范围%+*?2/)-)L)(L-*0\)&!及各批[次试验时

可疑样本的占有率的依据(

在目前国外的 >]̂+H试剂盒中!一般都有阳性

与阴性灰带率指标的详细要求!例如!在美国雅培公

司的乙型肝炎>]̂+H试剂盒中!阳性与阴性灰带率指

标要求如下#MU(H\定为 "3"V!意思是#不应当有阳

性或阴性+灰带,样本$其余各项目都是 9"3"V!即待

检样本判为+可疑,的范围为 +[P3T3f93"" n9"V!

处于该灰带的样本需要复检( 而在目前国内的

>]̂+H试剂盒中!试剂盒生产厂家一般都对阳性与阴

性灰带率指标避而不谈!存在着一定的问题!是值得

关注的(

!&"国药准字制度和批批检制度

目前!尽管国家已经加强了 >]̂+H检测试剂生

产厂家和流通市场的管理工作!对于 >]̂+H检测试

剂的生产实行国药准字制度和批批检制度!国内

>]̂+H检测试剂的质量水平有了极大的提高!但是!

与国外品牌>]̂+H检测试剂相比!仍然有一定的差

距( 国家尚未对 >]̂+H检测试剂的成分含量和

>]̂+H检测的技术操作步骤颁布国家标准!这样就

造成了不同厂家生产的同一种类的 >]̂+H检测试

剂!尽管这些>]̂+H检测试剂都已经通过了国家批

批检!取得了国药准字!但是!这些 >]̂+H检测试剂

的成分含量和 >]̂+H检测的技术操作步骤各有不

同!检测待检因子的敏感性'特异性和重复性以及

>]̂+H检测试剂的稳定性各有差异!这是目前国内

>]̂+H检测技术面临的最现实'最严峻的问题( 因

此!国家相关部门应该深入调研!参考国外品牌

>]̂+H检测试剂的各种标准规范!尽快颁布具有前

瞻性的>]̂+H检测试剂的成分含量和 >]̂+H检测

的技术操作步骤的国家标准!以利于 >]̂+H检测试

剂生产厂家和>]̂+H检测实验室有法可依'有规可

循!紧跟国际潮流!尽快赶上国外 >]̂+H检测技术

的发展水平!及早实现与国际接轨(

总之!在目前的>]̂+H检测技术及 >]̂+H检测

仪器设备条件下!酶标仪具备双波长比色测读

>]̂+H结果吸光度条件的>]̂+H检测实验室应该尽

可能地采用使用双波长比色!这样可减少各种因素

所造成的光干扰和非特异吸收!提高 >]̂+H检测的

敏感性和特异性$酶标仪只具备单波长比色测读

>]̂+H结果吸光度条件的 >]̂+H检测实验室!则尽

可能地采用方法甲作为计算待检样品计算 1,LJ5KK

值的方式!这样可以尽可能地避免弱阳性样本的漏

检!提高>]̂+H检测的敏感性和特异性(

综上所述!在分子生物学技术和 >]̂+H检测技

术及>]̂+H检测仪器设备的快速发展'日新月异的

时代背景下!我们只有打破传统经典的束缚!在实

践中!以科学谨慎的态度!不断地去思考'研究和探

索!才能不断地迎接挑战!解决遇到的新问题(
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