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全自动酶免分析仪和酶标板快速孵育器联合进行 ELISA  
检测操作其时间流程优化的实用性探讨

韩小娟 1，赵　玥 2，田洪伦 1，何　军 1

（1. 贵州省第二人民医院检验科，贵阳  550004；2. 温州医科大学检验医学院生命科学学院，浙江温州  325035）

摘　要：目的　采用全自动酶免分析仪和酶标板快速孵育器相结合，优化酶联免疫吸附操作流程，缩短检测时间，提

高工作效率。方法　收集化学发光法检测结果为高（≥ 250 IU/ml）、中（101~250 IU/ml）、低（0.05~100 IU/ml）值的

HBsAg 阳性标本及阴性对照各 50 例，分别用全自动酶免分析仪，以及全自动酶免仪联合酶标板快速孵育器设置孵育时

间为常规时间的 1/2，1/3，1/4 进行检测，比较与化学发光检测结果的差异性。结果　与化学发光检测相比较，全自动

酶免分析仪对 HBsAg 的检测结果差异无统计学意义（χ2=0.053，P>0.05），全自动酶免仪联合酶标板快速孵育器分别缩

短孵育时间至常规 1/2，1/3 和 1/4 对 HBsAg 检测结果差异均无统计学意义（χ2=0 ～ 0.323，均 P>0.05）。各方法比较

差异均无统计学意义，但其中将快速孵育时间缩短至试剂盒规定时间的 1/2 时的总样本符合率和敏感度最高。结论　全

自动酶免分析仪联合酶标板快速孵育器缩短孵育时间至常规的 1/2 时，显著提高检测结果准确度，同时提高工作效率，

在临床标本检测中具有较高的推广应用价值。
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Discussion on the Practicability of the Time Optimization of ELISA Detection 
Operation with the Combination of Automatic Enzyme Immunoassay 

Analyzer and Enzyme Plate Rapid Incubator
HAN Xiao-juan1，ZHAO Yue2，TIAN Hong-lun1，HE Jun1

(1.Department of Clinical Laboratory,the Second People’s Hospital of Guizhou Province, Guiyang 550004，China; 2.School of 
Life Sciences，School of Laboratory Medicine，Wenzhou Medical University，Zhejiang Wenzhou 325035，China)

Abstract: Objective　To explore the method of optimizing the operation flow of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), 
shortening incubation time and improving work efficiency by using the combination of rapid incubation method and automatic 
enzyme immunoassay analyzer. Methods　Collected 50 HBsAg negative specimens and positive specimens with high ( ≥ 250 
IU/ml), medium (101~250 IU/ml), and low (0.05~100 IU/ml) values by chemiluminescence method, respectively. Detection 
with automatic enzyme immunoassay analyzer and combined detection with automatic enzyme immunoassay analyzer and 
rapid incubator combined were carried out simultaneously. At the same time, the rapid incubation time was shortened to 1/2, 1/3 
and 1/4 of the kit’s prescribed time. And then compared the results with the chemiluminescence method. Results　Compared 
with chemiluminescence detection, the results of HBsAg detection by the automatic enzyme free analyzer were not statistically 
significant. The results of HBsAg detection by the automatic enzyme free analyzer combined with the rapid incubator of enzyme 
label plate reduced the incubation time to 1/2, 1/3 and 1/4 ,respectively, the difference were not statistically significant.There were 
no statistically significant differences among the methods, but the total sample coincidence rate and sensitivity were the highest 
when the rapid incubation time was reduced to 1/2 of the time specified by the kit.Conclusion　When the automatic enzyme-free 
analyzer combined with the rapid incubator of enzyme-label plate shorted the incubation time to 1/2 of the routine, the detection 
accuracy and work efficiency were significantly improved, which had a high value of popularization and application in clinical 
specimen detection.
Keywords：enzyme-linked immunosorbent； enzyme-labeled rapid incubator；joint detection；time optimization

酶 联 免 疫 吸 附 法（enzyme-linked immunosor-
bent assay，ELISA）具有简便、快速、成本低等优
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点而被临床广泛运用 [1-3]。近年来，由于全自动酶

免分析仪能减少人工成本及人为操作误差，使检测
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流程更加标准和规范，提高检测结果的精确性和可

溯源性，因此在临床检验中受到广泛应用。但全自

动酶免仪样本孵育时间长，影响临床样本检测效率。

酶标板快速孵育器因能缩短孵育时间，提高工作效

率，在临床检验中的应用越来越多，但快速孵育法

仍需要人工加样，增加了人工参与造成的误差。本

实验通过利用全自动酶免分析仪联合酶标板快速孵

育 器 检 测 乙 肝 表 面 抗 原（hepatitis B surface anti-
gen，HBsAg），探讨优化 ELISA 操作流程在临床

检验中的实用性。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集 2018 年 1 月 ~2019 年 9 月经

化学发光法定量检测 HBsAg 阳性高值（≥ 250 IU/
ml）、 中 值（101~250 IU/ml）、 低 值（0.05~100 
IU/ml）样本各 50 例，HBsAg 阴性样本 50 例。其

中男性 112 例，女性 88 例，年龄 4 ～ 93 岁，平均

年龄 46 岁。

1.2　 仪 器 与 试 剂　 四 川 迈 克 i3000 化 学 发 光

免疫分析仪，嘉兴科瑞迪全自动酶联免疫分析

仪（HB-500E)， 成 都 盖 森 酶 标 板 快 速 孵 育 器

（MKF-6)。迈克生物股份有限公司化学发光法乙

型肝炎病毒表面抗原检测试剂盒，北京万泰生物

药业有限公司酶联免疫法乙型肝炎病毒表面抗原

诊断试剂盒。

1.3　方法

1.3.1　所有收集的血清样本均保存于 -80℃低温冰

箱中直至分析。取出待检样本置于室温至完全融化

混匀，待测。

1.3.2　化学发光法定量检测 HBsAg (C 法 )： 按照

迈克生物股份有限公司乙型肝炎病毒表面抗原检测

试剂盒说明书和仪器 SOP 操作，并严格执行质控

标准。

1.3.3　ELISA 定性检测 HBsAg：试剂盒室温放置

30min 后分别用四种实验方法检测，A 法：使用全

自动酶免分析仪进行孵育检测；B1，B2，B3 法：

均使用全自动酶免分析仪加样、加试剂、洗板、

比色，孵育时转移到酶标板快速孵育器进行孵育，

其中 B1 法孵育时间为说明书规定时间的 1/2，B2
法孵育时间为说明书规定时间的 1/3，B3 法孵育

时间为说明书规定时间的 1/4，具体孵育时间见

表 1，其他操作步骤严格遵守试剂盒说明书和仪器

SOP 进行。

1.3.4　计算每份样本的 S/CO 值：以 S/CO 值≥ 1
时判断为样本 HBsAg 阳性，S/CO 值＜ 1 时判断为

样本 HBsAg 阴性。A，B1，B2，B3 法分别与化学

发光法（C 法）进行差异比较，同时计算各方法的

总样本符合率、敏感度和特异度。

表 1　　　　 各方法实验孵育时间

方法
孵育时间 1

（min）
孵育时间 2

（min）
显色时间
（min）

总反应时间
（min）

A  60 30 30 120

B1 30 15 15 60

B2 20 10 10 40

B3 15 7.5 7.5 30

1.3.5　精密度评价实验：选用试剂盒配套的 HBsAg
阴阳性对照及第三方弱阳性质控品，使用 ELISA  
(A，B1，B2，B3 法 ) 方法进行检测，每个质控品

连续重复测定 20 次，计算变异系数（CV%）。

1.4　统计学分析　使用 SPSS19.0 统计软件对实验

结果进行统计学处理，多组间差异的比较采用卡方

（χ2）检验，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　各方法检测 HBsAg 精密度结果　见表 2。根

据说明书要求，阴性对照结果吸光度值 <0.10、阳

性对照结果吸光度值 >0.80 时实验结果有效，第三

方弱阳性质控 S/CO 值为 2 ～ 5 有效。20 次质控

实验中，阴性对照结果吸光度均值 0.008，阳性对

照结果吸光度均值 3.68，第三方弱阳性质控 S/CO
均值为 3.98，实验结果有效。A，B1，B2，B3 法

批内重复性实验（精密度）判断标准为说明书要

求的精密度变异系数（CV%）≤ 15%，均在要求

以内。

表 2　　各方法对 HBsAg 的精密度检测（CV%)

方法 A 法 B1 法 B2 法 B3 法 判断标准

阴性质控 3.89 3.58 4.12 4.56 ≤ 15

阳性质控 2.23 1.89 2.11 2.67 ≤ 15

弱阳性质控 2.74 2.31 2.70 2.86 ≤ 15

2.2　各方法检测 HBsAg 定性结果　见表 3。各

方法与化学发光法（C 法）检测结果进行比较，

只有全自动酶免仪联合酶标板快速孵育器孵育时

间 缩 短 1/2（B1 法） 时 的 阴 阳 性 检 测 结 果 与 化

学发光法完全一致，全自动酶免仪单独检测（A 
法）时阴性结果一致，阳性结果有 2 例不一致。

但所有结果差异均无统计学意义（χ2=0~0.323，

均 P>0.05）。

2.3　各方法检测 HBsAg 总样本符合率、敏感度、

特异度情况　见表 4 。
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表 3       各方法检测 HBsAg 定性结果（n=200）

方 法 C 法
χ2 P

+（150） -（50）

A 法 + 148 0
0.053 0.819

- 2 50

B1 法 + 150 0
0.000 1.000

- 0 50

B2 法 + 149 0
0.130 0.908

- 1 50

B3 法 + 145 0
0.323 0.570

- 5 50

表 4　各方法检测 HBsAg 总样本符合率、敏感度、 

　　　　　　　　　　特异度情况 (%)

方法
结果符合

（n）
总样本
符合率

敏感度 特异度

A 198 99.00 98.67 100.00

B1 200 100.00 100.00 100.00

B2 199 99.50 99.33 100.00

B3 195 97.50 96.67 100.00

3　讨论

基于 ELISA 具有成本低、简便、灵敏等优点，
因而 ELISA 的临床检验项目在各级医院都得到广
泛开展。近年来，同一 ELISA 检测方法在不同检
测系统间的阳性符合率也越来越得到人们关注 [4]。
在 ELISA 实验中，孵育是检测中影响检测成败的
最关键因素之一 [5]，因此，在确保检测结果准确性
的前提下，优化检测流程和缩短检测时间对临床检
验实际工作有重要的参考意义。

本研究以化学发光法作为检测的金标准，本次
实验收集所有样本的乙肝血清学模式均为 HBsAg，
HBeAg 和 HBcAb 阳性或 HBsAg，HBeAb 和HBcAb
阳性。本次实验采用全自动酶免分析仪联合酶标板
快速孵育器新流程。新流程在缩短 1/2 时间的情况
下，其检测 HBsAg 项目的敏感度比单纯的全自动
酶免分析仪敏感度更高。由此可见，新流程极大地
缩短了检验项目的时长，减少了临床医生和患者的
等待时间。当新流程将孵育时间缩短为原规定时间
的 1/3 和 1/4 时，虽然和化学发光法检测结果比较
差异无统计学意义，但敏感度相对较低，有阳性漏
检的可能，所以不推荐将孵育时间缩短为原时间的
1/3 和 1/4。

本研究还发现，全自动酶免分析仪联合酶标板
快速孵育器检测一些低滴度阳性标本中的敏感度高
于全自动酶免分析仪，其原因可能为酶标板快速孵
育器的升温原理不一样。酶标板快速孵育器的原理
主要是通过发热模块产生空气循环加热，使用多个
方向风扇旋转使孵育腔内形成流动气体，保证温度

的均匀性，且孵育全过程中结合振荡，促进抗原抗
体结合，能一定程度上增加试剂的灵敏度 [6]。而全
自动酶免仪孵育室只有微孔板金属载架加温，反应
板孔受热不均匀，孵育室整体空间比较大，升温曲
线较慢，温度不准确，以及反应板周围环境可达到
预期温度而孔内温度不能达到预期温度 [7-8]。因此，
在孵育过程中其实有大量的时间是用于升温过程，
而最佳孵育段的时间并没有那么长。由此，金属底
板单面加热可能是 ELISA 自动化仪器的缺陷 [9]。

研究中，HBsAg 含量越低，快速孵育缩短的时
间越短，ELISA 漏检率越高。本文结果与刘丽等 [6]

人的研究结果相比，缩短 1/3 时间敏感度略有不同，
可能与本文所选取的低值样本较多和仪器试剂的敏
感度不同有关。且本实验除孵育环节不一致外，其
它步骤均由同一仪器操作完成，减少了实验的系统
误差和偶然误差，使结果更具可比性。

通过本研究证实，优化后的全自动酶免分析仪
联合酶标板快速孵育器的方法检测 HBsAg，将孵育
时间缩短至规定时间的 1/2，在确保结果准确性的
同时，缩短了整个检验项目的检测时间，提高了工
作效率，这对临床标本的检测具有重要的应用价值。
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