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酶联免疫吸附试验中即刻法质控图前三点分析
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　　[摘要]　目的:分析酶联免疫吸附试验(ELISA)即刻法存在质控图警告点偏多的问题,改进即刻法前两板次

的检测条件,使绘制的质控图精准并更具监测意义。方法:ELISA 法进行乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)和人

类免疫缺陷病毒抗体(HIVAb)检测,更换新的批号试剂盒时预做两个板次,然后进行常规标本的检测,依据前三

板次的质控值绘制ELISA即刻法质控图。绘制20个点后对质控图进行数据处理分析,分别将去除预做两点和

保留预做两点的手工加样与仪器加样两种操作方式绘制的即刻法质控图进行比较,验证ELISA即刻法质控图的

影响因素。结果:HBsAg和 HIVAb的检测结果均显示仪器加样与手工加样绘制的去除预做两点的即刻法质控

图差异有统计学意义(P<0.01),且仪器加样的稳定性均优于手工加样。不去除预做两点的仪器加样与手工加

样检测 HIVAb所绘制的即刻法质控图差异无统计学意义(P>0.05),但检测 HBsAg绘制的质控图仪器加样优

于手工加样(P<0.01)。结论:仪器加样对检测 HBsAg和 HIVAb均较手工法更稳定。预做两点可提高手工加

样即刻法质控图的稳定性,减少警告点数量,降低操作方式对质控图造成的系统误差。
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Abstract　Objective:Toanalyzeseveralproblemsintheinstantmethodofenzyme-linkedimmunosorbentas-
says(ELISA),suchasmultiplewarmingpointsinthequalitycontrolchartandhowtoimprovethedetectioncondi-
tionsoftheinstantmethod,sothatthequalitycontrolchartwemadecanbemoreaccurate.Method:Weused
ELISAtodetectthetiterofHBsAgandHIVAbtwotimesbeforereplacingthenewbatchnumber,afterthatde-
tectedtheroutinesample.TheELISA"instantmethod"qualitychartwasmadeaccordingtothequalitycontrol
valueofthefirstthreetimes.Afteradded20pointsintothechart,weprocessedandanalyzedthedatainthechart.
Wecomparedthedifferencebetweenthechartthataddsamplesbyinstrumentorbyhandcraft,andverifiedthein-
fluenceofthefirsttwopointsinthechart.Result:TheresultofthedetectionofHBsAgandHIVAbshowedthat
thechartofaddedsamplesbyinstrumenthadsignificantdifferencesbetweenthechartofaddedsamplesbyhand-
craftwithoutputfirsttwopointsinthechart(P<0.01).Whileputfirsttwopointsinthechart,wefoundthatdif-
ferentmethodstoaddsamplehadnosignificantdifferenceinthedetectionofHIVAb(P>0.05).Butinthedetec-
tionofHBsAg,addedsamplesbyinstrumentwasbetterthanbyhandcraft(P<0.01).Conclusion:Inthedetection
ofeitherHBsAgorHIVAb,theinstrumentoperationwasmorestablethanhandmadeoperation.Addedfirsttwo
pointsinqualitychartcouldimprovestability,reducethenumberofwarmingpointsandsystemerrorcausedby
operatingmode.
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　　由于酶联免疫吸附试验(enzyme-linkedim-
munosorbentassays,ELISA)检测会受到许多因素

的影响,结果相对不够稳定。传统 ELISA 检测的

方法需要对样本进行20次检测后才能绘制质控

图,而即刻法因简便实用,特别适合于ELISA 检测

初筛实验室。ELISA即刻法是指在常规操作条件

下检测样品时,通过检测3~4次质控血清的方式

即可绘制质控图,判断检测过程中有无失控信息

(失控点)的方法〔1〕。但在应用过程中我们发现即

刻法质控图的绘制会出现一些即刻法质控图警告

点偏多问题,现将 ELISA 即刻法对检测进行室内

质控过程中遇到的问题分析及解决办法介绍如下。

1　材料与方法

1.1　试剂

新创乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)诊断试

剂盒(货号:S10810148),万泰人类免疫缺陷病毒抗

体(HIVAb)诊断试剂盒(货号:S20000024)。
1.2　仪器和设备

EVO加样仪(TEACAN),FAME24/20(瑞士

哈美顿公司),加样枪(Dragonmed),Liswell软件

(6.01)。
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1.3　实验方法

ELISA进行 HBsAg和 HIVAb检测(所使用

试剂盒均在有效期内)。
1.3.1　ELISA 检测　HBsAg使用新创 HBsAg
诊断试剂盒进行实验,实验方法依据试剂盒说明书

步骤操作。将试剂盒中各组分取出后于室温平衡,
并按去离子水：浓缩洗涤液=19：1的比例配制

洗涤液备用。将微孔条固定并编号后,向对应孔中

加入20μL的样品稀释液或阴、阳性对照血清100
μL。于37℃孵育1h,向各孔中加入酶标记抗体50
μL。于37℃孵育30min用洗涤液200μL/孔洗涤

5次,进行显色。加入底物 A、B各50μL/孔,轻柔

混匀后于37℃避光孵育30min。加入终止液50
μL/孔终止显色,用酶标仪(Sunrise)于波长 450
nm 测定各孔的吸收度A 值,并记录结果〔2-4〕。
1.3.2　ELISA检测 HIVAb　使用万泰 HIVAb
诊断试剂盒进行实验,实验方法依据试剂盒说明书

步骤操作。按去离子水：浓缩洗涤液=19：1的

比例配置洗涤液备用。将微孔板编号后向相应空

中加入待测样品,阴性或阳性对照各100μL(每板

设置阴性对照孔3孔,阳性对照1型、2型孔各1
孔,空白对照孔1孔),用封板模将微孔板封板后于

37℃孵育1h。轻柔的揭掉封口膜后用洗涤液洗涤

5次。扣干后加入酶标试剂100μL/孔,封板并于

37℃孵育30min。用洗涤液洗涤微孔板5次加入

显色剂 A、B各50μL,轻柔混匀后于37℃避光孵

育30min。加入终止液50μL/孔终止显色,用酶

标仪于双波长450nm/600~650nm 测定各孔吸

收度A 值,并记录结果〔5-8〕。
1.3.3　即刻法质控图绘制　每次试剂盒批号更换

时预检测两个板次,然后进行常规标本的检测,依
据前三板次的质控值绘制 ELISA 即刻法质控图。
按照新创 HBsAg试剂盒,万泰 HIV试剂盒说明书

要求,手工加样预做两个板次,后进入FAME24/
20进行后处理,EVO 加样仪加样预做两个板次,
后进入FAME24/20进行后处理预做,用 Liswell
软件对ELISA结果进行处理,绘制即刻法质控图。
20点后对质控图进行处理分析,去除预做前两点,
用第三点、第四点和第五点作为前三点来画即刻法

质控图,比对去除预做两点前后的即刻法质控图。
1.4　统计学分析

使用软件 HSWARLiswell6.01进行数据的

处理统计和分析。组间与组内数据统计分析根据

是否符合 F 检验,选择使用t 检验或者非参数

Mann-Whitneytext检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2　结果

2.1　ELISA即刻法检测 HIV Ab,加样仪检测并

去除预做两点绘制的质控图较手工检测去除预做

两点质控图更稳定

ELISA即刻法检测 HIVAb绘制的质控图详

见图1。图1a为手工检测并预做两点后绘制的即

刻法质控图(4.533±0.772),图1b为手工检测并

去除预做两点后绘制的即刻法质控图(4.622±
0.728)。图1c为加样仪检测并预做两点后绘制的

即刻法质控图(4.494±0.743),图1d为加样仪检

测并去除预做两点后绘制的即刻法质控图(4.453
±0.755)。1a与1b、1c、1d相比在均线上方的点数

较多,检测结果的一致性较差,质控图较不稳定。
1a与1c比较,差异无统计学意义。1b与1d比较

绘制的质控图差异有统计学意义(P<0.05),手工

加样去除预做两点的结果与常规仪器加样去除预

做两点的结果差异有统计学意义,所以常规仪器加

样法较手工法加样更稳定。
2.2　ELISA即刻法检测 HBsAg,加样仪检测绘制

的质控图较手工检测绘制的质控图更稳定

ELISA即刻法检测 HBsAg后绘制的质控图

详见图2。图2a为手工检测并预做两点后绘制的

即刻法质控图(3.598±0.523),图2b为手工检测

并去除预做两点后绘制的即刻法质控图(3.683±
0.429)。图2c为加样仪检测并预做两点后绘制的

即刻法质控图(2.341±0.467),图2d为加样仪检

测并去除预做两点后绘制的即刻法质控图(2.325
±0.474)。2a、2b与2c、2d比较,2a、2b图中在均

线上方的点数较多,检测结果的一致性较差,质控

图较不稳定。2a与2c比较,绘制的质控图差异有

统计学意义(P<0.01),即2c的方法绘制的即刻

法质控图优于2a方法绘制的即刻法质控图。2b
与2d比较,绘制的质控图同样差异有统计学意义

(P<0.01)。2d绘制的即刻法质控图较2b更稳定。
无论是否去除预做两点,常规仪器加样的结果均优

于手工加样的结果,且比手工加样的结果更稳定。
3　讨论

去除ELISA检测手工预做的两质控点前后的

质控图与常规仪器加样的质控图存在明显差别,说
明手工加样的结果与常规仪器加样的结果差异有

统计学意义。常规的质控对加样的条件及加样的

稳定性存在一定的要求。与采用常规仪器加样相

比,人工加样缺乏稳定性,不同的人员及不同的加

样仪器均会对结果造成一定的影响,造成了结果的

不稳定性。本实验在证明 ELISA 即刻法质控图,
常规仪器的加样操作优于人工法加样,同时也让我

们对优化手工法加样方式进行了一定的思考。
不同的人员的操作方式具有一定的差异性,我

们可以通过定期对操作人员进行规范化培训,规范

统一操作步骤及注意事项来降低不同人员操作方

式不同带来的不稳定性。不同品牌的加样枪与加

样仪存在着显著的差异性,通过专套加样枪专项
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a:手工法预做两点的即刻法质控图;b:手工绘制并去除预做两点的即刻法质控图;c:加样仪法预做两点的即刻法质控图;d:
加样仪法绘制并去除预做两点的即刻法质控图。

图1　即刻法检测HIV抗体质控图绘制结果

a:手工法预做两点的即刻法质控图;b:手工绘制并去除预做两点的即刻法质控图;c:加样仪法预做两点的即刻法质控图;d:
加样仪法绘制并去除预做两点的即刻法质控图。

图2　即刻法检测HBsAg质控图绘制结果
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用,定期校准加样枪及指定加样仪器来减少仪器对

质控图不稳定性的影响。同时预做两点能增强手

工法加样的稳定性,即要求我们在每次更换试剂前

用与日常检测完全相同的加样条件预先做两个批

次,得出即刻法前两点,随后绘制出质控图。这样

可以尽量减少人为的干预与变换条件引起的误差。
经过调整之后,我们可以发现优化后的质控图警告

点数量减少〔9〕。
减少ELISA即刻法前三点人为干预试验,保

持检测的一致性,有利于质控图的稳定性。从上述

的情况说明,即刻法的前三点非常重要,它决定即

刻法的图形走向,所以必须保持 ELISA 即刻法前

三点的检测条件与后面的数点情况一致,这样才能

最大程度的减少误差出现,保证即刻法质控图绘制

的稳定性。
同时即刻法也存在一定的缺陷,由于即刻法是

在当天以前(含当天)的所有测定值中找出最大值

和最小值作为预做两点的值,因此采用即刻法进行

室内质控时,在测定指数数量较少时有些失控的离

群值不会显示为警告点,但随着测定指数的增加,
测定值逐渐趋于稳定后,以前未显示的离群值将暴

露出来显示为失控,我们将这些离群值称为“迟后

异常值”,此为该方法的一大不足〔10-11〕。即刻法作

为质控方法的另外一个缺陷就是其结果易受前3
个质控数据的影响:在统计学中样本量较少会出现

抽样误差,当前3个质控的 CV 值在10%~15%
时,第4个质控 CV 值允许范围为<41%,不满足

临床实验室要求CV值<20%,所以前3次质控结

果对于即刻法就显得尤为重要〔12-13〕。
为预防第二个缺陷,采用即刻法进行室内质控

时,应采用控制变异系数的方法来减少假失控和假

在控的结果,即刻法存在“迟后异常值”现象,即时

的失控并非是当时的质控结果超标,而是由于前面

均值远的离群值的偏差通过累积影响而造成的对

该值的误判,因此即刻法通过结合累积的L-J质控

图可直观质控结果和质控曲线〔14-5〕。在应用即使

累积的质控图上通过观察曲线的漂移、波动、趋势

性变化及精密度等改变,考虑检测的试剂、质控物、
操作人员及实验仪器设备等因素,及时有效的发现

并减少系统误差〔16〕。
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