酶联免疫吸附法与化学发光法在乙肝检测中的应用分析
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摘要 目的：对比分析酶联免疫吸附法与化学发光法在乙肝检测中的应用价值。方法：选取2022年1月-2023年12月期间本院收治的携带乙肝病毒但未进行抗病毒治疗的120例患者作为研究对象。所有研究对象分别使用酶联免疫吸附法与化学发光法检测患者乙肝病毒标志物，包括乙肝表面抗原（Hepatitis B surface Antigen，HBsAg）、乙肝表面抗体（Hepatitis B surface Antibody，HBsAb）、乙肝e抗原（Hepatitis Be Antigen，HBeAg）、乙肝e抗体（Hepatitis Be Antibody，HBeAb）及乙肝核心抗体（hepatitis B core Antibody，HBcAb）。分析比较酶联免疫吸附法与化学发光法对乙肝病毒标志物的阳性检出率及血清HBsAg的最低检出浓度，并比较两种方法的检测结果一致性。结果：与酶联免疫吸附法相比，化学发光法对患者血清HBsAg、HBeAg、HBcAb的阳性检出率均显著提高（P＜0.05）。酶联免疫吸附法与化学发光法对血清HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb的检测结果均有较好一致性。酶联免疫吸附法、化学发光法对血清HBsAg的最低检出浓度分别为0.10IU·mL-1、0.03IU·mL-1，化学发光法检测血清HBsAg更敏感。结论：酶联免疫吸附法与化学发光法对乙肝病毒标志物的检测结果有较好的一致性，且与酶联免疫吸附法相比，化学发光法对HBsAg、HBeAg、HBcAb的阳性检出率更高，对血清HBsAg的检测更敏感。
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Abstract Objective: To comparatively analyze the application value of enzyme-linked immunosorbent assay and chemiluminescence method in hepatitis B detection. Method: 120 patients carrying hepatitis B virus who were admitted to our hospital from January 2022 to December 2023 but did not receive antiviral treatment were selected as the research subjects. All the research subjects used enzyme-linked immunosorbent assay and chemiluminescence method respectively to detect Hepatitis B virus markers in patients, including Hepatitis B surface Antigen (HBsAg) and hepatitis B surface Antibody (HBsAb), Hepatitis Be Antigen (HBeAg), Hepatitis Be Antibody (HBeAb), and hepatitis B core Antibody (HBcAb). The positive detection rates of hepatitis B virus markers and the minimum detectable concentrations of serum HBsAg by enzyme-linked immunosorbent assay and chemiluminescence were analyzed and compared, and the consistency of the detection results of the two methods was also compared. Result: Compared with the enzyme-linked immunosorbent assay, the chemiluminescence method significantly increased the positive detection rates of serum HBsAg, HBeAg and HBcAb in patients (P<0.05). The detection results of serum HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb and HBcAb by enzyme-linked immunosorbent assay and chemiluminescence method have good consistency. The minimum detectable concentrations of serum HBsAg by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and chemiluminescence were 0.10IU·mL-1 and 0.03IU·mL-1 respectively. The chemiluminescence method was more sensitive in detecting serum HBsAg. Conclusion: The detection results of hepatitis B virus markers by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and chemiluminescence method have good consistency. Moreover, compared with ELISA, chemiluminescence method has a higher positive detection rate of HBsAg, HBeAg and HBcAb, and is more sensitive to the detection of serum HBsAg.
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乙肝是常见传染性疾病，随着乙肝病毒复制与蔓延，疾病可逐步发展为肝硬化、肝衰竭甚至肝癌[1]。中国属于乙肝高发区，虽然随着乙肝疫苗接种普及，疾病发生率得到控制，但仍有约3000万的乙肝患者，且每年约有30万左右死于乙肝相关性肝硬化、终末期肝病及肝癌，仍是全国范围内严重的公共卫生问题[2]。因此，尽早对乙肝准确诊断十分必要。

目前，乙肝病毒标志物是明确乙肝的重要指标，包括乙肝表面抗原（Hepatitis B surface Antigen，HBsAg）、乙肝表面抗体（Hepatitis B surface Antibody，HBsAb）、乙肝e抗原（Hepatitis Be Antigen，HBeAg）、乙肝e抗体（Hepatitis Be Antibody，HBeAb）及乙肝核心抗体（hepatitis B core Antibody，HBcAb），且临床检测方法种类也较多，以酶联免疫吸附法及化学发光法最为常用[3-4]。酶联免疫吸附法可通过特定的酶标记技术，将抗原或抗体与酶相结合，形成酶标记的抗原或抗体，并通过催化反应产生颜色变化，根据光学方法定量或定性检测待测抗原或抗体[5]。化学发光法是新一代标记免疫检测技术，可通过抗原-抗体反应及磁珠分离技术定性或定量检测待测抗原或抗体[6]。但不同检测方法因化学敏感性的不同，对同一份标本的检测结果也可能存在差异，两种方法在乙肝检测中的应用效果优劣仍存在一定争议。

基于此，本研究旨在对比化学发光法与酶联免疫吸附法在乙肝检测中的应用效果，为优化乙肝实验室诊断路径、制定精准化的检测策略，提高乙肝检测准确性提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2022年1月-2023年12月期间本院收治的携带乙肝病毒但未进行抗病毒治疗的120例患者作为研究对象。患者中男71例，女49例；年龄23-58岁，平均（39.23±6.58）岁。纳入标准：乙肝病毒载量检测显示携带乙肝病毒；尚未进行抗病毒治疗；能够积极配合各项检查；患者知情同意。排除标准：伴有寄生虫感染、流行性出血热等其他可能导致肝损伤的疾病；近1个月接受免疫抑制剂或可能引起肝损伤的药物治疗。本研究经医院医学伦理委员会审核批准。
1.2 方法 

所有研究对象均采集外周肘静脉血5 mL，以3000 r·min-1速率离心10 min，离心半径5 cm，获取上清液为待测样本，于-20℃冰箱内保存备用。

1.2.1酶联免疫吸附法

将血清样本置于18-25℃的室温下平衡，上下颠倒至血清均匀待测。（1）HBsAg检测：①取960 mL纯化水，加入40 mL洗涤液，形成25倍稀释的1000 mL工作浓度洗涤液备用。②选取一定数量的反应板条及反应孔，吸取75 μL待测样本和阴、阳性对照加入反应孔中，用封片纸覆盖反应板后置于37℃恒温培养箱（嘉兴市中新医疗仪器有限公司，浙械注准20152220226，型号：DNP-9082）孵育60 min，然后撕去封片纸，每孔加入50 μL酶结合物在微孔振荡器上震荡10 s混匀，封板继续孵育30 min。③取出反应板，洗涤液洗涤5次，然后每个反应孔加入显色剂A、B各1滴，在微孔振荡器上震荡10 s混匀，封板，37℃孵育30 min。④取出反应板，每孔加入1滴终止液，微孔振荡器震荡5 s混匀。⑤用酶标仪（安图生物，执行标准号：YZB/豫0091-2008，型号：PHOMO）检测各孔吸光度OD值，检测波长为450 nm/630 nm。（2）HBsAb、HBeAg、HBeAb检测：①选取一定数量的反应板条及反应孔，每个反应孔加入待测样本50 μL；设阳性、阴性对照各2孔，加入对应阴阳对照试剂50 μL；设空白对照孔，不加样本与试剂。②除外空白对照孔外，所有孔均加入酶标溶液50 μL，充分混匀后封板，37℃孵育30 min。③取出反应板，洗涤5次，每孔加入显色剂A、B各1滴，充分混匀后封板，37℃孵育15 min。④取出反应板，每孔加入1滴终止液，充分混匀后，先用空白对照孔对酶标仪调零，然后读取各孔吸光度OD值，波长450 nm/630 nm。（3）HBcAb检测：①选取一定数量的反应板条及反应孔，除阴阳对照孔及空白孔外，每孔加入1:30稀释后的血清待测样本50 μL；设阳性、阴性对照各2孔，加入对应阴阳对照试剂各50 μL；设空白对照孔，不加样本与试剂。②除外空白对照孔外，所有孔均加入酶标溶液50 μL，充分混匀后封板，37℃孵育30 min。③取出反应板，洗涤5次，每孔加入显色剂A、B各1滴，充分混匀后封板，37℃孵育15 min。④取出反应板，每孔加入1滴终止液，充分混匀后，先用空白对照孔对酶标仪调零，然后读取各孔吸光度OD值，波长450 nm/630 nm。结果判读：当样本A值/临界值≥1.0，说明待测样本HBsAg、HBsAb、HBeAg结果为阳性，HBeAb及HBcAb结果为阴性。

1.2.2化学发光法

（1）HBsAg检测：将50 μL血清样本和包被抗HBsAg单克隆抗体的免疫磁微粒混合，洗涤后加入吖啶酯标记的抗HBsAg单克隆抗体，再次洗涤，加入底物液发生化学发光反应，测量相对发光值。（2）HBsAb：将50 μL血清样本和包被重组的乙型肝炎表面抗原（rHBsAg）的免疫磁微粒和吖啶酯标记的rHBsAg混合，洗涤后加入底物液发生化学发光反应，测量相对发光值。（3）HBeAg：将25 μL血清样本和包被的抗HBeAg单克隆抗体的免疫磁微粒混合，洗涤后加入吖啶酯标记的抗HBeAg单克隆抗体，再次洗涤，加入底物液发生化学发光反应，测量相对发光值。（4）HBeAb：将25 μL血清样本和重组乙型肝炎病毒e抗原（rHBeAg）混合，再加入包被抗HBeAg单克隆抗体免疫磁微粒和吖啶酯标记的抗HBeAg单克隆抗体，洗涤后加入底物液发生化学发光反应，测量相对发光值。（5）HBcAb：将10 μL血清样本、含还原剂的缓冲液和包被重组乙型肝炎病毒核心抗体抗原的免疫磁微粒混合，洗涤后加入吖啶酯标记的鼠抗人抗体，再次洗涤，加入底物液发生化学发光反应，测量相对发光值。（6）结果判读：HBsAg检测浓度≥0.05 IU·mL-1时为阳性；HBsAb检测浓度≥10 mIU·mL-1时为阳性；HBeAg检测浓度≥0.1 IU·mL-1时为阳性；HBeAb检测浓度≥0.2 IU·mL-1时为阳性；HBcAb检测浓度≥0.6 IU·mL-1时为阳性。
1.3  观察指标

（1）统计并比较酶联免疫吸附法与化学发光法检测乙肝病毒标志物的阳性检出率。（2）比较酶联免疫吸附法与化学发光法检测结果的一致性。（3）比较酶联免疫吸附法及化学发光法对血清HBsAg的最低检出浓度。

1.4 统计学方法

采用SPSS25.0软件处理数据，计量资料以均数±标准差（
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±SD）表示，采用t检验；计数资料用n和%表示，用χ2检验；一致性采用Kappa检验（Kappa值＞0.40表示具有一定一致性）；P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两种方法检测乙肝病毒标志物的阳性检出率

化学发光法对血清HBsAg、HBeAg、HBcAb的阳性检出率均显著高于酶联免疫吸附法（P＜0.05）。见表1。

表1 两种方法检测乙肝病毒标志物的阳性检出率n（%）

	组别
	n
	HBsAg阳性
	HBsAb阳性
	HBeAg阳性
	HBeAb阳性
	HBcAb阳性

	酶联免疫吸附法
	120
	82（68.33）
	29（24.17）
	33（27.50）
	27（22.50）
	73（60.83）

	化学发光法
	120
	98（81.67）*
	36（30.00）
	49（40.83）*
	32（26.67）
	89（74.17）*


注：与酶联免疫吸附法比较，*P＜0.05。

2.2 两种方法检测乙肝病毒标志物的一致性

化学发光法与酶联免疫吸附法检测血清HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb均有一致性，一致性中等。见表2。
表2-1 两种方法检测血清HBsAg的一致性n(%)

	酶联免疫吸附法
	化学发光法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	82
	0
	82

	阴性
	16
	22
	38

	合计
	98
	22
	120

	Kappa值
	0.653
	-


表2-2 两种方法检测血清HBsAb的一致性n(%)

	酶联免疫吸附法
	化学发光法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	26
	3
	29

	阴性
	10
	81
	91

	合计
	36
	84
	120

	Kappa值
	0.727
	-


表2-3 两种方法检测血清HBeAg的一致性n(%)

	酶联免疫吸附法
	化学发光法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	33
	0
	33

	阴性
	16
	71
	87

	合计
	49
	71
	120

	Kappa值
	0.709
	-


表2-4 两种方法检测血清HBeAb的一致性n(%)

	酶联免疫吸附法
	化学发光法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	22
	5
	27

	阴性
	10
	83
	93

	合计
	32
	88
	120

	Kappa值
	0.664
	-


表2-5 两种方法检测血清HBcAb的一致性n(%)

	酶联免疫吸附法
	化学发光法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	73
	0
	73

	阴性
	16
	31
	47

	合计
	89
	31
	120

	Kappa值
	0.702
	-


2.3 两种方法对血清HBsAg的最低检出浓度 

经检测，化学发光法对血清HBsAg的最低检出浓度为0.03 IU·mL-1，酶联免疫吸附法对血清HBsAg的最低检出浓度为0.10 IU·mL-1，化学发光法检测血清HBsAg更敏感。
3 讨论

中国属于乙肝高发区，虽然随着乙肝疫苗接种普及，疾病发生率得到控制，但仍有约3000万的乙肝患者，且每年约有30万左右死于乙肝相关性肝硬化、终末期肝病及肝癌，仍是全国范围内严重的公共卫生问题[7]。因此，尽早对乙肝准确诊断十分必要。乙肝病毒标志物一直是检测乙肝病毒感染的传统方法，其检测的多为人体对病毒的免疫反应状态，对于乙肝的辅助诊断具有重要意义。因此，对乙肝病毒标志物阳性情况进行早期准确检测十分必要。

酶联免疫吸附法因其价格相对低廉、操作简单，常被用于大批量乙肝病毒标志物的定性测定中，对乙肝疾病的诊断、病情监测、疗效观察起到了一定作用。但酶联免疫吸附法由于手工操作步骤较多，操作时容易造成样本污染而影响检测结果准确性。近年来，化学发光法作为一种检测快速、线性宽的检测技术，在乙肝检测中逐渐应用[7]。有研究指出，与酶联免疫吸附法相比，化学发光法在乙肝病毒标志物检测中的应用价值明显更高，能够较好地保证检测效果准确性[8]。

本研究结果显示，化学发光法对血清HBsAg、HBeAg、HBcAb的阳性检出率均高于酶联免疫吸附法，化学发光法与酶联免疫吸附法检测血清HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb、HBcAb均具有高度的一致性，化学发光法检测血清HBsAg较酶联免疫吸附法更敏感，提示相较于酶联免疫吸附法，化学发光法在乙肝检测中具有更高应用价值，这也与高永庆研究结论相似。酶联免疫吸附法检测过程中通常需要对样本进行稀释，以降低样本中非特异性物质的干扰，但这也会导致部分低浓度的HBsAg、HBeAg、HBcAb被稀释至检测限定值以下，从而造成假阴性结果[9]。而化学发光法在检测时通常不需要对样本进行预稀释处理，能够直接检测原始样本中抗原、抗体浓度，从而减少了因稀释导致的假阴性结果[10]。另外，化学发光法检测中使用的固相载体为顺磁性微粒，颗粒体积较小，比同体积的酶联免疫吸附法中的塑料珠的表面积大，可扩大与待测物质的反应面积，增强发光反应强度，大大提高了检测的敏感度，有利于检测出低水平的乙肝病毒标志物，提高检测结果准确性。

综上所述，化学发光法与酶联免疫吸附法对乙肝病毒标志物的检测结果有一致性，且相较于酶联免疫吸附法，化学发光法对HBsAg、HBeAg、HBcAb的阳性检出率更高，对HBsAg的检测更敏感，能为乙肝检测提供更准确参考。但本研究中患者均来自单中心，研究结果存在一定地域局限，未来还需通过多中心样本进一步验证研究结论普适性。
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