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单克隆抗体包被粪便幽门螺杆菌抗原检测的
临床研究
闫伟　林静　程艳丽　顾雁　刘秀清　王亚丽　郭伟宏　李玉红　韩彩云　赵灿

　　【摘要】　目的　探讨粪便幽门螺杆菌(Hp)特异性抗原 (HpSA )在诊断 Hp 感染中的价值。

方法　371例因上消化道症状就诊于我院消化内科的患者均采用酶免疫分析(EIA)法检测 HpSA , 以

病理组织学或13 C-尿素呼气试验 (13 C-UBT)作为诊断 Hp 感染的 “金标准 ”, 应用 ROCKIT for windows

1.1β 和 SPSS 15 .0 进行统计学分析 , 应用不拘分布形式参数法(拟合双正态模型 )和非参数法绘制光

滑受试者操作特征分析曲线(ROC curve)和经验 ROC 曲线 , 以曲线下面积(Az)评价 HpSA 试验的诊

断价值。结果　χ2 检验表明 EIA 法检测 Hp 感染与 “金标准 ”比较差异无统计学意义 (P >0 .05);

EIA法检测 HpSA 敏感度 89.2 %, 特异度 96%, Youden 指数 0 .85 , Kappa 值 0 .86;EIA 法检测 HpSA

的不拘分布形式参数法和非参数法 ROC曲线下面积分别为 0 .95 和 0.93 ,与完全无诊断价值的机会

线下面积 0 .50 相比差异均有显著性统计学意义(P <0 .001)。结论　HpSA(单克隆抗体包被)是一

种非侵入性诊断 Hp 感染的方法 ,该法简便易行 ,值得临床进一步推广。

【关键词】　粪便;　抗原;　诊断试验 , 常规;　幽门螺杆菌

Study on diagnosis value of Helicobacter pylori stool antigen coated by monoclonal antibody　YAN

Wei , LIN Jing , CHENG Yan-li , GU Yan , LIU Xiu-qing , WANG Ya-li , GUO Wei-hong , LI Yu-hong , HAN Cai-

yun , ZHAO Can. Department of Gastroenterology , the First Hospital of Tsinghua University , Beijing

100016 , China

Corresponding author:LIN Jing , Email:dodo - yan@163. com

【Abstract】　Objective　To evaluate diagnosis value of the detection of Helicobacter pylori (Hp)

specific antigen (HpSA) in the stool samples for the diagnosis of Hp infection. Methods　HpSA specimens

were detected by enzyme immunoassay(EIA) in 371 cases , the evaluation of Hp infection status was defined

as positive when pathohistology or 13 C-urea breath test(13 C-UBT) was positive , ROCKIT for windows 1.1 β

software and SPSS 15 .0 software package were used to analyze the datum. Parametric distribution-free

approach (PDF)and non-parametric method were used to drawn the relative operating characteristic (ROC)

curve. Using the area under the ROC curve (Az) to evaluate significance of the detection of HpSA in the

diagnosis of HP infection. Results　The chi-square test showed that there was not significant difference

between diagnosis of Hp infection by EIA and by the gold standard (P >0.05 ). The sensitivity and

specificity of detecting the HpSA by EIA were 89.2% and 96%, respectively;Youden′s index =0 .85 ,

Kappa =0 .86. The area under the ROC curve of PDF and non-parametric method by EIA were 0 .95 and

0.93 , respectively , there was significant difference between it and 0 .50 (P <0.001). Conclusions　The

Hp stool antigen coated by monoclonal antibody test is a simple , non-invasive method which was worth

spreading in clinical application.
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　　应用准确的检测方法诊断幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori , Hp )感染对于指导临床诊疗极为重要。随着

对 Hp研究的逐渐深入 , 其检测方法也越来越完善 ,可从 Hp的病理学 、细菌学 、生物学特性以及免疫学
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方法等方面来进行诊断。Vaira 等
[ 1 ]
研究发现 Hp定居于胃上皮细胞表面 ,而胃上皮细胞更新很快 ,在其更

新的过程中 Hp随细胞脱落 ,经过肠道随粪便排出 , 故检测 Hp特异性抗原 (HpSA)可成为临床诊断 Hp现症

感染的方法之一 。我们之前有研究表明酶免疫分析(EIA)法 (多克隆抗体包被)检测 HpSA诊断 Hp感染其

敏感度和特异度均较高
[2 ]
,但 Leodolter等
[3 ]
报道多克隆抗体包被检测 Hp 的敏感度(80 .0%)低于单克隆抗

体包被的敏感度 (94 .3%),单克隆抗体技术是1975年由英国科学家 Milstein和 Kohler所发明 ,并获得 1984

年诺贝尔医学奖 。单克隆抗体技术与多克隆抗体技术区别在于:当机体受抗原刺激时 ,抗原分子上的许多决

定簇分别激活各个具有不同基因的 B细胞。被激活的 B 细胞分裂增殖形成该细胞的子孙 ,即克隆由许多个

被激活 B 细胞的分裂增殖形成多克隆 ,并合成多种抗体 。如果能选出一个制造一种专一抗体的细胞进行培

养 ,就可得到由单细胞经分裂增殖而形成细胞群 ,即单克隆 。单克隆细胞将合成一种决定簇的抗体 ,称为单

克隆抗体。本研究旨在探讨应用 EIA单克隆抗体包被法检测粪便 HpSA诊断 Hp感染的准确性和可靠性 。

对象和方法

1 . 对象:随机选择 2010 年11 月至 2011年 2月在清华大学第一附属医院消化内科门诊或住院患者 ,排

除 4周内服用过抗生素 、铋剂或质子泵抑制剂等对 Hp 检测有影响的药物以及严重腹泻或水样便患者 。入

选患者共371例 , 其中男 171例 ,女 200例 ,男女比为1∶1 .17 ,年龄 18 ～86岁 ,平均 (49 ±15 .28 )岁 。所有入

选患者均次日空腹至少 6 h以上 ,留取新鲜粪便标本 ,以 EIA法检测 HpSA ,同时行
13
C-尿素呼气试验 (

13
C-

UBT )或病理组织学检查。

2 . 方法:(1)设盲:
13
C-UBT 、HpSA及病理组织学均由不同的实验技术人员操作 ,分别保存各自的检验

结果 ,试验结束后揭盲 。 (2 )HpSA (采用全自动多功能酶标仪及自带检测统计软件分别记录样品 、阳性对

照 、阴性对照和空白孔的吸光度 (OD)值 ,两次重复试验后取平均值进行结果计算和判断。试验方法严格按

照试剂盒说明书进行 ,操作步骤如下:取粪便样品约 100 mg ,加入盛样品稀释液的试管中 ,置旋涡混合器上

振荡20 s配成1∶4稀释样品;用吸管取2滴 (约100 μl)1∶4稀释样品加于微孔底部;设置空白对照 ,同时分别

取 2滴阳性对照和阴性对照加入阳性和阴性对照微孔;每孔滴入 2滴酶标抗体 ,在桌面上轻摇混合;用微孔

板封条密封微孔顶部 ,室温孵育 60 min后去除封条;使用希尔自动洗板机每孔洗涤 6次后拍干;每孔中加2

滴底物溶液 ,轻摇微孔板15 s ,室温孵育10 min;向每孔中加2 滴停止液 ,轻摇动 15 s;10 min 内在酶联免疫

读数仪上测定每孔的吸光度并记录。

结果判定:单波长光谱法参考 cut-off值为(450 nm)0 .160 。阳性:OD450≥0 .161;阴性:OD450 <0 .160 。

3 .诊断标准:参照中华医学会消化病学分会幽门螺杆菌学组2007 年庐山会议提出的《第三次全国幽门

螺杆菌感染若干问题共识报告》
[4 ]
,设

13
C-UBT或病理检查为诊断 Hp现症感染的 “金标准”。

4 . 统计学处理:应用 ROCKIT for windows 1 .1 β软件和 SPSS 15 .0软件对数据进行统计学分析 ,具体如

下:(1)采用配对计数资料 χ
2
检验对 EIA法检测 HpSA同

13
C-UBT 或病理进行比较 ,设 P =0 .05 为检验水

准 ,P <0 .05具有统计学差异 。 (2)分别计算出两种试验方法的敏感度 、特异度 、阳性预测值 、阴性预测值 、

假阳性率 、假阴性率 、符合率 、Youden指数。采用 Kappa 值评估诊断试验的一致性 (Kappa 值 <0 为弱一致

性 、Kappa值 0 ～0 .2为轻度一致 、Kappa 值0 .21 ～0 .4 为好 、Kappa值 0 .41 ～0 .6为中度一致 、Kappa 值 0 .61

～0 .8 为高度一致 ,Kappa 值0 .8 ～1 .0 为最强)。 (3 )对 EIA法检测 HpSA所有数据的 OD值首先采用 Sha-

piro-Wilk 方法作正态性检验 ,其次应用不拘分布形式参数法 (拟合双正态模型参数法)
[5-6 ]
和非参数法分别

绘制光滑的受试者操作特征分析曲线 (即光滑 ROC 曲线)和经验 ROC 曲线 ,以曲线下面积 (Az )评价 HpSA

试验的诊断价值 (ROC 曲线下面积准确度评价标准为 Az =0 .5 ～0 .6判定为无意义 , Az =0 .6 ～0 .7 判定为

差 , Az =0 .7 ～0 .8判定为一般 , Az =0 .8 ～0 .9判定为好 , Az =0 .9 ～1 .0 判定为优秀 )。

结　　果

1 . 诊断结果:“金标准 ”诊断 Hp感染率为 39 .90%,其中男66 例 ,女 82例 ,男女比为1∶1 .24 ,年龄 18 ～

86岁 ,平均 (47 ±15 .69 )岁。

 4039 中华临床医师杂志(电子版)2011 年 7月第 5卷第 14期　Chin J Clinicians(Electronic Edition), July 15 , 2011 , Vol. 5 , No.14



2 . 统计学检验:Shapiro-Wilk正态性检验发现 EIA法检测 HpSA所得数据的 OD值不服从正态分布(P

<0 .001)。

3 . EIA法检测 HpSA同 “金标准 ”比较:2 种方法检测 Hp阳性差异无统计学意义 (χ
2
=2 .40 ,P =0 .121 )

(表1 )。EIA法检测 HpSA敏感度 89 .20%,特异度96%,阳性预测值93 .62%,阴性预测值 93 .04%,假阳性

率 10 .80%,假阴性率 10 .81%,符合率93 .26%,Youden指数 0 .85 ,Kappa 值0 .86 ,不拘分布形式参数法(拟

合双正态模型)绘制的光滑 ROC曲线见图1 ,非参数法绘制的经验 ROC曲线见图 2 ,各相关指标见表2 。

表 1　EIA 法和金标准检测 HpSA比较(例)

EIA
金标准

Hp阳性 Hp阴性
合计

Hp阳性 132 9 141

Hp阴性 16 214 230

合计 148 223 371

　　注:χ2 =2 .40 , P >0 .05

表 2　不拘分布形式参数法光滑 ROC 曲线和非参数法经验 ROC 曲线各相关指标

HpSA a b Az SE 95% CI P值

参数法 2.31 0 .78 0 .95 0 . 005 0 . 94 ～0. 98 <0. 001

非参数法 - - 0. 93 0 . 012 0 . 91 ～0. 92 <0. 001

　　注:a , b为拟合双正态模型的光滑ROC曲线的两个参数 , SE为曲线下面积的标准误

讨　　论

自 1983 年澳大利亚学者 Warren 和 Marshall报道从人胃内成功分离出 “未鉴定的弯曲状杆菌”(Campy-

lobacter pylori)
[7 ]
后 ,引起了医学界的广泛兴趣 ,人们在研究这种细菌的生物学特性时 ,曾几次易其名 ,直至

1989 年Goodwin等
[8 ]
建立了螺杆菌属 ,才将 Campylobacter pylori正式命名为 Helicobacter pylori ,简称 H. pylori

或 Hp。国内译为 “幽门螺杆菌”。流行病学调查显示 ,Hp 感染几乎占据世界一半以上的人口 ,具有很高的

发病率 。我国和其他发展中国家 Hp的感染率高于发达国家
[ 9-10 ]
, Kori 等
[11 ]
研究表明多数婴儿在出生后第

一年就已经感染幽门螺旋杆菌 ,本研究中 Hp 感染率为39. 89%,其中男 66例 ,女82例 ,男女比为1∶1. 24 ,平

均年龄 (47 ±15 .69)岁 ,其中50 ～55 岁为发病最高峰 ,与 Marie等
[12 ]
研究 (幽门螺旋杆菌感染率随年龄的增

加呈递增趋势 ,且女性感染率高于男性)相符 ,人是目前肯定的 Hp传染源 ,有研究表明其传染的载体与受污

染的水以及较高的遗传多样性有关
[13-14 ]
。

关于幽门螺杆菌的致病性 ,早在 Marshall最初分离出 Hp时就曾预言 ,如果Warren发现的细菌真的与胃窦

炎密切相关 ,这种细菌可能会在消化性溃疡和胃癌发病中起一定作用
[1 ]
。幽门螺杆菌感染已被国际癌症研究

中心列为Ⅰ类致癌物
[ 15 ]
。众多研究结果表明宿主感染 Hp后可引起胃炎 、消化性溃疡 、胃食管反流病 、黏膜相关

淋巴组织(MALT )淋巴瘤等胃肠道疾病已得到公认 ,此外其与特发性血小板减少性紫癜 、缺铁性贫血 、荨麻疹 、

非酒精性脂肪肝病等胃肠道以外有关疾病的发生尚有一定的关系 ,与原发性胆汁性肝硬化 (PBC )和原发性硬

化性胆管炎(PSC)的发生关系尚有待进一步研究
[16-18 ]
。

本研究采取 EIA法(单克隆抗体包被 )检测 HpSA ,统计学结果表明 HpSA检测 Hp感染与 “金标准 ”

比较差异无统计学意义 (P >0 .05 )。其敏感度 、特异度 、阳性预测值 、阴性预测值 、符合率与国内外报道

相符
[19 -21 ]
。Youden指数表明 ELISA法和 EIA法检测 HpSA真实性较好。Kappa 值表明

13
C-UBT 、HpSA一

致性为最强 。

本研究采用单克隆抗体包被EIA法检测HpSA其敏感度 、特异度均低于我们之前的研究(多克隆抗体包

被 EIA法检测 HpSA),与 Leodolter等
[3 ]
的研究不符 ,分析原因不排除国人与西方国家人群个体差异所致 。

ROC曲线(receiver operating characteristic curves)定义为:“对于可能或将会存在混淆的两种条件或自然状

态 ,需要试验者 、专业诊断学工作者以及预测工作者作出精细判别 ,或者准确决策的一种定量方法
[ 22 ]
”。曲
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线下面积可以直观评价诊断试验的准确性。本研究应用不拘分布形式参数法 (拟合双正态模型参数法 )绘

制光滑 ROC曲线和非参数法绘制经验 ROC曲线 ,笔者认为光滑 ROC曲线可以为临床工作者更好地评价诊

断试验提供一种新的方法 (ROCKIT for windows 1 .1 β软件绘制光滑ROC曲线的优点在于不仅可以得到曲线

下无偏倚的面积 ,而且可对曲线下面积进行差异性比较 ,评价两种诊断试验真实性有无差异 ,还可对诊断试

验进行等效性检验 ,进一步评价诊断试验的准确度 )。本研究表明 EIA法检测 HpSA ,其曲线下面积与 0 .50

相比有统计学意义(P <0 .001 ) ,说明该法诊断 Hp感染有较好的诊断价值 。

笔者认为 HpSA (无论单克隆抗体包被或多克隆抗体包被 )以其独特的优点 ,如:操作简便 、省时 、价廉 、

重复性好 、标本采集便捷 、无需贵重设备以及具有很高的准确性和可靠性等优点有着广泛的应用前景 ,值得
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临床进一步推广 。
志谢　衷心感谢美国芝加哥大学 Charles Metz教授馈赠 ROCKIT for windows 1 .1 β软件用于统计学分析
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