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乙肝五项、梅毒检测方法学

• 胶体金

• ELISA
• 化学发光

• TRUST
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• 1、胶体金：

• 优点：快速，简单，可单份检测

• 缺点：假阴性率高（灵敏度低，低滴度的阳性检测不出来；钩状效应
：太高滴度的阳性检测不出来）

• 用途：急诊手术，规避医务人员院感风险

• 2、ELISA：

• 优点：钩状效应远远低于胶体金

• 缺点：速度较慢

• 用途：辅助诊断，适合批量检测

• 3、TRUST：
• 用途：检测梅毒非特异性抗体，用于梅毒活动期、疗效及先天性梅毒

的判断
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ELISA实验检测注意事项

• 一、分析前控制：

• 1.  血样保存：在采血后尽快完成检测，如需等待较长时间应置于2-8

度保存，超过48小时需分离血清后置-20度冻存，实验前一夜将冻存

血清转至2-8度。实验前将血清取出置室温平衡，避免反复冻存，溶

血标本不可用。

• 2. 血样及试剂从2-8度取出后置于室温平衡，尽量平衡一小时左右。
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• 二、分析中控制：

• 1  加样：加样前应将试剂反复颠倒混匀，使用加样器加样，加样后应

振荡充分混匀。

• 2 孵育：保证水浴箱温度在36.5-37.5度。应使板架漂浮于水面，不可

放于箱内试管架上。

• 3 洗板：洗液应使用蒸馏水配制，每孔洗液不可溢流，避免交叉污染

，加入洗液后静置20秒。每次均轻拍干，最后一次彻底拍干。

• 4 实验结束后剩余孔条应及时密封以防止包被抗体失活，尽快将试剂

盒放回冰箱。

• 5 质控品结果应在规定范围内。
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ELISA实验检测注意事项

• 三、结果解释：

• 1 由于个体差异或不明干扰因素的存在，不可避免的会有少数病例结

果与临床状态不符，此时应首先排除操作失误，仪器故障，试剂失活

等因素，之后在复检或建议重新送样。

• 2 某些项目的检测结果会受到服用药物以及其他基础疾病的干扰，因

此必须及时与临床医生沟通，作出正确判断。



Sichuan University乙肝两对半的检测及应用
一、乙肝两对半检测结果常见模式：

• 1. -----：过去和现在未感染过HBV.

• 2. ----+:既往感染未能测出抗-HBs；恢复期HBsAg已消失，但抗-HBs尚未出现；无症         

状HBsAg携带者

• 3. ---++：既往感染过HBV;急性HBV感染恢复期；少数标本仍有传染性

• 4. -+---：注射过乙肝疫苗有免疫；既往感染；假阳性

• 5.-+-++：急性HBV感染后康复

• 6. +---+：急性HBV感染；慢性HBsAg携带者；传染性弱

• 7. -+--+：既往感染过HBV,先病毒已基本清除，身体在康复。

• 8. +--++：急性HBV感染趋向恢复；慢性HBsAg携带者；传染性弱。俗称“小三阳”

• 9. +-+-+：急性或慢性HBV感染。提示HBV复制传染性强。俗称“大三阳”
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乙肝两对半的检测及应用

二、乙肝两对半检测结果少见模式：

• 1. +----：急性HBV感染早期，急性HBV感染潜伏期；慢性HBV携带者，传染性弱.

• 2. +--+-：慢性HBsAg携带者，易转阴；急性HBV感染趋向恢复

• 3. +-+--：急性HBV感染早期；慢性携带者，传染性强

• 4. +-+++： 急性HBV感染趋向恢复；慢性携带者

• 5. ++---:亚临床型HBV感染早期；不同亚型HBV二次感染

• 6. ++--+：亚临床型HBV感染早期；不同亚型HBV二次感染

• 7. ++-+-：亚临床型或非典型性感染

• 8. ++-++：亚临床型或非典型性感染



Sichuan University

乙肝两对半的检测及应用
二、乙肝两对半检测结果少见模式：

• 9. +++-+：亚临床型或非典型性感染早期；新的不同亚型感染

• 10.--+--：非典型性急性感染；见于抗-HBc 出现之前的感染早期，HBsAg滴度低而呈

阴性

• 11.--+-+：非典型性急性感染

• 12.--+++：急性感染中期

• 13.-+-+-：感染后已恢复

• 14.-++--：亚临床型或非典型性感染

• 15.-++-+：亚临床型或非典型性感染

• 16.---+-：急性感染趋向恢复
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乙肝两对半的检测及应用

• 三、乙肝两对半检测结果罕见模式：

• 1. +++++：一种亚型的HBsAg及异型的抗HBs;血清从HBsAg转化为
抗HBs的过程
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梅毒血清学试验的临床意义
•  
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一、人体感染梅毒螺旋体后抗体的出现

 1、 抗体出现的时间

       感染梅毒螺旋体1～4周后出现抗体

  2、抗体的分类

       特异性抗体：抗梅毒螺旋体抗体

       非特异性反应素抗体：抗类脂质抗体
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1、梅毒螺旋体抗原血清试验:
      特异性抗体

2、非梅毒螺旋体抗原血清试验:
     非特异性反应素抗体

     

            



Sichuan University

三、梅毒螺旋体血清试验

• 这类试验是检测血清中特异的抗梅毒螺旋体抗体

• 该类抗体在患者经过足够治疗后仍能长期存在，甚至终身

不消失，血清反应持续阳性，因此，它是诊断梅毒螺旋体

感染或既往感染的依据，但不能用于观察疗效。 
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四、非梅毒螺旋体抗原血清试验

• 这类试验是检测抗类脂质抗体即反应素

           反应素是机体对损伤细胞和梅毒螺旋体表面所释放的脂类物质的

免疫反应所产生的非特异性抗体

           该抗体经正规治疗后减少转成阴性。未经治疗可长期存在，部分

病人到晚期也可能减少或消失。 

           目前一般作为观察疗效、复发及再感染的指标。 
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五、我们实验室的选择

• 1、特异性抗体检测：TP-ELISA，初步筛选出正在感染或既往感染梅

毒的病人。不能判断梅毒疾病活动与否,所以不能作为疗效监测手段

。 

• 2、非特异性抗体检测： TRUST，该非特异性抗体可在治疗后转阴，

可作为评价疗效、复发及再感染的指标。
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六、结果报告模式：阴性
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六、结果报告模式：既往感染
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六、结果报告模式：活动期 
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七、检验结果的影响因素

• 1、梅毒螺旋体血清试验的假阳性反应：

    系统性红斑狼疮          类风湿性关节炎

    肝硬化                         淋巴肉瘤

    脑膜瘤                         海洛因成瘾

    结肠癌                         麻风

    自身免疫性溶血性贫血
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七、检验结果的影响因素

• 2、非梅毒螺旋体血清试验的假阳性反应：

• 反应素亦可在非密螺旋体患者血清中出现，例如风疹、水痘等病毒性

感染，类风湿性关节炎、系统性红斑狼疮等自身免疫病，麻风、疟疾

，以及吸毒者，妊娠、甚至个别健康人也可呈生物学假阳性。这类假

阳性一般滴度较低（1：8以下）。 
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八、临床提示

• 临床应该同时检测非特异性抗体和特异性抗体来确诊梅毒。

• 梅毒血清学检查是诊断梅毒的重要依据,但并非唯一依据,医生应在掌

握了患者的个人生活史及体查的基础上,综合分析梅毒血清学检测结

果,排除假阳性,假阴性情况,才能做出正确的诊断。 



Sichuan University

       ELISA质量控制



Sichuan University

• ELISA质量保证是一个复杂的过程，许多环节都影响到检
测的质量。现分述如下：

• 1、标本的影响：

• 标本溶血 ，标本贮存时间过长 
• 标本凝固不全 ，标本反复冻融 



Sichuan University

• 2.仪器：酶标仪的使用需强调仪器的维护和保养，酶标仪首先应放置

通风处，避免机器内部尤其是滤光片发霉，在使用过程中避免酸等物

质溢出腐蚀仪器，比色前应先用洁净的吸水纸或布拭干板底附着的液

体。为使检测结果稳定，酶标仪在使用前应先预热15～30分钟。

• 灯泡的校准及更换：每年需厂商维护及计量局校准检定，及时更换衰

减的灯泡。
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• 3、灰区的设置

• 通常情况下，ELISA定性实验以“阳性”和“阴性”来报告结果，两

者间有一条分界线被称为“阳性判断值”（cut-off value，CO值）

，这是定性免疫测定结果报告的依据。

• 由于ELISA CO值的设置不能区分所有正常和异常的人群，尤其是位

于CO值附近的人群，并且ELISA检测具有以下几个特点：检测变异

大（18%～65%）；不同试剂盒CO值存在差异；病毒感染存在窗口

期；病毒变异后表达产物含量降低以及个体差异等，因此在CO值附

近存在一个临床意义可疑的区域被称之为“灰区”。
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• 3、灰区的设置

• 在国内的传染性病原体抗原和抗体检测的ELISA试剂盒中均未涉及“

灰区”的设置，仅仅依靠CO值来决定感染的有无，尤其是对献血员

的筛查具有较大的风险，因此对于检测结果位于“灰区”的病人可采

用确认实验或追踪检测的办法加以确诊。

•  目前“灰区”的设置有三种方式：⑴CO×（1±CV）， CV为该试

剂的批内CV (一般在15-20%)；⑵CO±2s，s为实验室做室内质控

ROC（常规条件下的变异）的标准差；⑶根据实验数据。 

27/22
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• 4结果报告

• 传统的ELISA结果只报告“阳性”或者“阴性”，但不能

解决“灰区”的问题，因此引入“可疑”的报告方式是比

较合理和科学的，同时对结果做必要的说明，如“结果已

经复查，建议定期复查或定量检测”。
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• 5 室内质控：

• 定性测定的室内质控品，除了试剂盒附带的阴阳性对照外

，实验室还应该选择至少2个室内质控品，其中一个为弱

阳性质控品，接近Cutoff值，S/Co值应该为2～4之间；

另一个为阴性质控品。

• 北京康彻斯坦
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• 5 室内质控：

• 质控图绘制：定性测定可采用弱阳性质控品的S/Co值作

质控图。失控规则设置：22S、13S。

• 质控判断基本规则：定性测定为弱阳性的质控品不能测定

为阴性；阴性质控品不能测定为阳性。
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当得到失控信号时

重做同一质控物（人为差错、偶然误差）

           ↓

      新开一瓶质控物（质控物使用、保管）

           ↓

      进行仪器维护，更换试剂（仪器、试剂）

           ↓

      请专家帮助
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

一、实验室设施和设备的基本要求

          1.临床基因扩增检验实验室应具有四个独立的工作区域：试剂贮存和准备

区、标本制备区、扩增区和产物分析区，每个区域都应设立缓冲区，最好有

专用通道。

       总面积不小于35平方米，应有足够的空间满足检测工作的正常进行。如

使用全自动扩增检测仪，扩增区和产物分析区可合并。

       工作区的气流、人流要单一流向。即试剂储存和准备区 —>标本制备区

—>扩增反应混合物配制和扩增区—>扩增产物分析区。
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

一、实验室设施和设备的基本要求

      2、各区域都必须有明确的标记，以避免设备物品如加样器或试剂等

从其各自的区域内移出从而造成不同的工作区域间设备物品发生混淆。

不同的实验区域应有其各自的清洁用具以防止交叉污染。

      可移动紫外车、加样枪、拖布、白大衣……
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

一、实验室设施和设备的基本要求

     3.各工作区均须配置专用的实验所需仪器设备。按照卫生部《临床基

因扩增检验实验室基本设置标准》进行配置，标本制备区需配置生物

安全柜。

   4.实验室的各个工作区域的设施、能源、照明、消毒（固定装置的紫

外灯）、温控（不适合中央空调）、通风等应适用于检测工作的正常

进行。 



Sichuan University

卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

二、实验室检测的基本要求

• 1.严格按照卫生部《临床基因扩增检验实验室管理暂行办法》和《临床基因扩

增检验实验室工作规范》的要求开展各项工作。人员取得基因扩增上岗证。

• 2.临床基因扩增检验实验室属于II级生物安全（BSL-2）实验室，应按照《二级

病原微生物实验室生物安全管理规范》进行生物安全管理。

• 3.以科研为目的的基因扩增检验项目，不得向临床出具检验报告，不得向病人

收取费用。
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

三、质量体系文件及检测的基本要求

• 1．临床基因扩增检验实验室应编写的质量手册、程序性文件、标准

操作程序及其相关记录表格，其内容至少应包括以下方面。

• （1）质量方针、目标、承诺。

• （2）实验室内务管理程序。

• （3）实验室人员配置及培训程序。

• （4）实验室质量控制管理程序。

• ……………….
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

三、质量体系文件及检测的基本要求

    2.防止污染

（1） 污染类型：最主要来源是扩增产物的污染。如果发生了污染，实验就必须停止，直

到找到污染源为止，并且实验结果必须作废。

（2） 污染源的分析： 

（3）污染的避免：人流、气流的“单一流向”，严格遵守操作规程 ，持续的长波紫外灯

照射 。

（4） 去除污染的措施：工作完后必须定期对实验室采取有效的去污染措施，如用

10%(v/v)次氯酸钠清洁表面；试验后长时间（不低于2小时）的紫外照射实验操作台面

和其他表面；实验设备如加样器的高压消毒；实验室的通风换气；稀盐酸擦拭污染的

表面。
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

三、质量体系文件及检测的基本要求
     3.实验室质量控制

    （1）室内质量控制：由于PCR测定的高敏感性，所以必须对DNA和RNA分析的各步进

行质量控制，以避免假阳性和假阴性，保证测定结果的准确性。

              试剂的选购、实验材料的准备、PCR本身等实验中的每一步都要求有质控。如对

所用一次性耗材、试剂的质检验证。

              每次实验时均需做室内质控，定性试验：阴性对照、试剂空白对照、弱阳性对照

；定量试验：阴性对照、试剂空白对照、临界值对照、中（或高）值对照，同时，制

定适宜的质控规则，绘制质控图并一个月进行一次相关分析。
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

三、质量体系文件及检测的基本要求
     3.实验室质量控制

（2） 室间质量评价：临床基因扩增检验实验室还应参加卫生部临床检验中心或/和四川省

临床检验中心组织的室间质量评价活动。

（3）凡是向临床出具报告的检测项目均应开展室内质量控制，同时必须参加室间质量评价

活动。其结果将作为其开展临床基因扩增检验的重要依据之一 。对于卫生部或省上没

有室间质评的项目，应该与高级别或同级别有资质的实验室进行室间比对。对于没有

室间质评且其它实验室都没开展的项目，应该进行临床吻合度调查。
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卫生部对临床基因扩增检验实验室的要求

三、质量体系文件及检测的基本要求
    4.对检测仪器的要求

 （1）实验室应分册建立主要仪器设备档案，做到一台仪器一个档案，档案至少应包括以

下内容：

        设备的名称；制造商名称、型号、序号或其它唯一性标识；接收日期和启用日期；

        安装及培训记录；目前放置地点（临床基因扩增检验实验室的区域）；

        接收时的状态（例如全新的、经改装的）；仪器使用说明书的复印件；

        校准和／或检定的日期以及下次校准和／或检定的日期；

         迄今所进行的维护和今后维护计划的细节；

         损坏、故障、改装或修理的历史记录及验证的实验结果。
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（2）任一设备如有问题应立即停止使用，并加上明显标识，如可能应将其移放在规定的地

方直至修复。

（3）修复的设备应经校准和／或检定，满足检测要求后方能使用。

（4）实验室应检查由于上述缺陷对以前所进行的检测工作的影响，并记录相关分析、处理

意见。

（5）每一台设备应有明显的标识，特别应标明其校准时间及下次校准时间，以及仪器的运

行状态。



Thank you!


