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Abstract: To develop national reference of HIV-1 P24 antigen and establish the corresponding standard, 
specimens collected from normal population, HIV cultivated cell lysates and patients infected with HIV 
or suspected infection, were detected for HIV antibody, HIV P24 antigen, HCV antibody and HBsAg. 
21 specimens positive for HIV P24 antigen, from patients infected with HIV or suspected infection, 
were detected for HIV RNA and, at the same time, HIV genotypes of these samples positive for HIV 
RNA were analyzed. The national references of HIV P24 consisted of 20 negative samples, 10 positive 
samples, 10 sensitivity samples and 2 precision samples, were developed. After analysed the p24 
references with the P24-detecting reagents from different manufactures, the corresponding standards 
were established. It also showed that 3 times freeze-thawing did not affect the stability of the references. 
The national references of HIV-1 P24 antigen would provide important guides on quality control of HIV 
P24-detecting reagents. 
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摘要：收集正常人、HIV感染者和疑似感染者血浆以及 HIV-1病毒培养裂解液，对其进行 HIV抗体、HIV Ｐ24抗

原、HCV抗体和 HBsAg检测，对 HIVＰ24抗原阳性者进行 HIV RNA检测，并对部分样品进行基因分型。以 NIBSC

Ｐ24抗原标准品的系列稀释样品作为线性灵敏度参考品。经过实验筛选出 20份阴性参考品，10份阳性参考品，10

份线性灵敏度参考品，2 份精密性参考品，共同组成 HIV-1Ｐ24抗原国家参考品，经多家不同的试剂进行标定，制

定了相应的标准。稳定性研究结果表明，反复冻融三次对该参考品的稳定性没有影响。由此，初步建立了 HIV-1Ｐ

24抗原国家参考品，该参考品将对 HIV-1Ｐ24抗原、HIV抗体/Ｐ24抗原联合检测试剂的质量控制提供重要依据。 
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自 1982 年命名获得性免疫缺陷病综合症
（AIDS）以来，HIV(Human immunodeficiency virus)
的感染在全球广泛流行，严重威胁着人们的生命健

康，因此，必须对 HIV 感染进行监控。目前，在
HIV感染的筛选中，大多采用检测HIV抗体的方法，
此方法在 HIV的发现、监控中起到了相当重要的作
用。但是，由于该方法只能检测到 HIV抗体，不能
检测出 HIV感染的窗口期样本。据估计血液经 HIV
抗体筛选以后，因 HIV处于窗口期感染而造成输血

后 HIV传播的危险性在 1.4/107[1]，而增加抗原检测

以后可以再减少残余风险的 10%[2]。而且采用酶联

免疫法检测 HIV-1  P24抗原成本较低，操作简便，
可以在普通实验室得到普及。目前已经有 P24抗原
检测试剂在中国申请注册，但是我们尚没有对该类

诊断试剂的质量进行控制的国家参考品。因此，研

制该类参考品对检测进口注册产品以及指导我国

该类试剂的发展均具有重要的意义。现将 HIV-1 
P24抗原国家参考品研制的结果报告如下。 
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1  材料和方法 
1.1  实验材料   

151份 HIV感染者和疑似感染者的血浆来源于
河南、广西、四川、山西、北京、广东、湖北等地；

2份细胞裂解液样品分别来自杭州某公司（A样品）
和军事医学科学院（L 样品）；1 份窗口期样品（P
样品）来自上海地区；稀释用血浆为 HIV、HCV和
HBV标志物阴性的样品，且经去纤维处理。200余
份 HIV非感染者血浆样品分别来自上海、北京以及
江西等地区。 
1.2  试剂   

HIV 抗体试剂为生物梅里埃公司产品；HIV-1 
P24抗原试剂及HIV抗体/P24抗原试剂为美国雅培
公司和生物梅里埃公司产品；HCV 抗体试剂为
Ortho公司产品；HBsAg试剂为上海科华公司产品；
HIV Blot2.2 确证试剂为 Genelabs 公司产品，HIV 
RNA检测试剂为 Chiron公司产品。 
1.3  HIV-1 p24抗原标准品    

WHO推荐，来自英国 NIBSC，为冻干样品，
每瓶Ｐ24含量为 1000U。 
1.4  检测方法    

所有试剂的检测方法及结果判定均严格按照

试剂的说明书进行。按参考文献[3]进行 HIV基因型
分析。稀释用血清的制备依据 WHO 报告(4)，具体

方法为：取 0.5mL 新鲜配制的 2mol/L CaCl2加入

100mL 血浆，混匀，置于 37℃水浴 60min 至血浆
凝集后（若血浆不发生凝集，可适当增加 CaCl2用

量，但其用量不得超过血浆体积的 1％），将样品于
－20℃以下放置过夜，室温重溶样品，无菌纱布过
滤除去纤维，3000r/min离心 20min，取上清，即为
去纤维血浆。 
1.5  R值分析    

所用试剂为生物梅里埃 P24抗原试剂，用样品
稀释液对试剂盒中的定量标准品进行 2倍系列稀释
（共稀释 5 个梯度），对这 5 个梯度的样品进行双
孔检测，检测后对 5 份定量标准品样品的检测值
（S/CO）和 P24含量进行回归分析，依据回归分析
得到线性相关系数（R值）。 
1.6  稳定性研究    
利用不同的试剂平行检测反复冻融三次后的

参考品和-70℃保存的参考品样品，比较测定结果，
了解冻融对参考品的影响。 

2  结果 

2.1  HIV-1Ｐ24抗原国家参考品样品的筛选 
将收集的样品经多种不同的试剂筛选，同时考

虑检测试剂的灵敏度、样品本身 P24抗原的测定结
果值及其基因分型结果等因素，我们选择了 10 份
样品作为 HIV-1 P24抗原阳性参考品的候选，20份
样品作为 HIV-1 P24抗原阴性参考品的候选。 
2.1.1 阳性参考品:从 151 份血清库样品中选择了 4
份 HIV抗体和 HIV P24抗原均为阳性样品，将其编
号为 P1～P4，其中 P3和 P4为 HCV抗体阳性，P3
也为 HBsAg阳性；核酸检测显示该 4份样品为 HIV 
RNA 阳性；将 2 份细胞裂解液样品（L 样品和 A
样品）经系列稀释并用 HIV-1 P24抗原检测试剂进
行检测，最终选择 A 样品的 5×102和 103两个稀释

度、L样品的103和104两个稀释度作为参考品组分，

将其分别编号为 P5～P8；经 HIV 抗体、抗原和核
酸检测证明 P样品为窗口期样品，即该样品 HIV抗
体阴性而 HIV P24抗原和核酸阳性，将其进行适当
稀释后作为参考品组分，将其编号为 P9；以 NIBSC 
HIV-1Ｐ24标准品稀释样品（25U/mL）为 P10号参
考品。 
2.1.2阴性参考品:将收集的 200余份未感染 HIV者
血浆，经 HIV抗体试剂、HIV-1 P24抗原试剂、HIV-1
抗体/P24 抗原试剂、HCV 抗体试剂、HBsAg 试剂
检测，筛选出 20份 HIV抗体、HIV P24抗原，HCV
抗体以及 HBsAg 均为阴性的样品作为阴性参考品
的候选，将其编号为 N1～N20。 
2.1.3 线性灵敏度参考品:用 1mL 去纤维血浆将
NIBSC HIV-1 P24 抗原标准品溶解（其浓度为
1000U/mL）并用去纤维血浆稀释至浓度为 20 U/mL
（命名为 L1）；将 L1 进行 2 倍系列稀释，依次命
名为 L2、L3，，，，L9，其 P24浓度分别为 20U/mL、
10U/mL、5U/mL、2.5U/mL、1.25U/mL、0.625U/mL、
0.3125U/mL、0.15625U/mL、0.078125U/mL，并将
稀释用的去纤维血浆命名为 L10，初步确定以这 10
份样品为线性和灵敏度参考品的候选。 
2.1.4精密性参考品:由于 HIV P24抗原检测试剂和
HIV 抗体/抗原联合检测试剂的灵敏度不同，对同
一样品检测 A值的大小也不同，为正确评价两种试
剂的精密性，应分别选择合适滴度的样品。对 L样
品的多个稀释度样品用不同的试剂分别检测，结果

显示，L样品经 4×105稀释后用生物梅里埃 HIV P24
抗原试剂四次检测，其测定值为 0.966、0.630、0.593
和 0.561，均值为 0.688；生物梅里埃 HIV抗体/p24
抗原试剂检测 L样品经 2×103稀释后的样品，其测

定值为 0.898；因此初步确定 HIV P24抗原检测试
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剂的精密性参考品为 L 样品经 4×105 稀释后的样

品，HIV 抗体/P24 抗原精密性 V 参考品为 L 样品
经 2×103稀释后的样品。 
2.2  HIV p24阳性参考品的基因分型 

对候选的 HIV-1 P24阳性参考品样品的 env V3
区基因进行克隆并测序，将测序结果与参考序列进

行比较，并用进化树分析，确定其 HIV亚型，结果
如下（表 1）： 
2.3  参考品的组成、分装和标定 
2.3.1 参考品的组成、分装:根据以上筛选结果，选
择了 44份样品组成 HIV-1 P24抗原国家参考品，具
体组成如下：10 份阳性参考品（P1～P10）；20 份
阴性参考品（N1～N20）；10 份线性灵敏度参考品
（L1～L10）；2种精密性参考品（HIV P24抗原 CV
参考品和 HIV抗体/P24抗原 CV参考品），每种各
2份样品。 

在本室 P2 实验室将上述样品以 0.5mL/支分装
在 1.0mL 的进口冻存管中，最后组装为成套 HIV 
p24抗原参考品；其外包装采用 50支/盒的包装盒；
参考品标签全部为不干胶标签。组装后参考品样品

保存在-20℃冷库中备用。 
 

表 1  p24抗原阳性参考品候选样品的基因分型结果 
Table 1  The genotyping results of p24 positive samples 

No. of 

references 
Derivation of references Genotype

P1 Sample 34# from PCR serum pool AE 

P2 Sample 106# from PCR serum pool B 

P3 Sample 116# from PCR serum pool B 

P4 Sample 119# from PCR serum pool B 

P5 500 fold-diluted Sample A  ND* 

P6 1000 fold-diluted Sample A ND* 

P7 1000 fold-diluted Sample L B 

P8 10000 fold-diluted Sample L B 

P9 50 fold-diluted Sample P AE 

P10 WHO Standard B 

*ND:  Not  done 

 

2.3.2 参考品的标定:本参考品研制完成后，利用多
批不同的检测试剂进行了标定，标定结果见下表

（表 2、表 3）： 

 
表 2  p24抗原试剂对参考品的标定结果 

Table2   The detecting results of p24 references by HIV p24 antigen assay 
Assay 1 2 3 4 5 6 

Negative Reference(20 samples) 20/20* 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 
Positive Reference(10 samples) 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 

Sensitivity Reference(U/mL) 1.25 0.625 0.625 1.25 0.625 0.625 
Precision reference(CV: %) 6.6 12.3 8.6 5.70 7.10 2.50 

R /** 0.9997 0.9906 0.9982 0.9984 0.9949 

Note：* numerator indicated the numbers of detected samples according with the standard, denominator indicated the numbers of detected references samples 
** Assay 1was a kit for detecting P24 qualitatively，so R value analysis on assay 1 was not done. 

 
表 3  HIV抗体/p24抗原试剂对参考品的标定结果 

Table3  The detecting results of p24 references by HIV antibody/p24 antigen assay 
Assay 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Negative Reference 
(20 samples) 

20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20 

Positive Reference 
(10 samples) 

10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10

Sensitivity 
Reference (U/mL) 

10 5 2.5 1.25 1.25 2.5 5 5 10 10 5 1.25 1.25 1.25 

Precision eference 
(CV: %) 

3.60 9.90 ND 7.10 ND 7.8 7.6 2.7 4.90 2.90 4.70 ND ND ND 

ND：Not done 
 
以上的标定结果显示，20份阴性参考品所有试剂均
检测为阴性，10份阳性参考品均检测为阳性，所有
进行 CV分析的试剂 CV均<15％；线性灵敏度参考
品方面，HIV P24 抗原试剂的最低 P24 检出量为
0.625～1.25U/mL，R 值均>0.95，而 HIV 抗体/p24
抗原试剂的最低 P24 检出量仅为 1.25～10U/mL。

2.3.3 HIV P24 抗原参考品标准的制定:根据不同试
剂的标定结果，初步制定该参考品的标准如下：10
份阳性参考品不得检测为阴性；20份阴性参考品不
得检测为阳性；对灵敏度参考品，HIV抗体/P24抗
原试剂的最低检出量不得高于 10U/mL，HIV P24
抗原试剂的最低检出量不得高于 2.5U/mL，若 HIV 



                 许四宏, 等. HIV-1观世界 P24抗原国家参考品的研制                        105  

P24抗原试剂同时为定量检测 P24抗原的试剂时，
则须进行 R值分析，且 R值必须≥0.95。 
2.4  参考品的稳定性研究 
将参考品置-70℃后融化，反复冻融 3次后，与

-70℃保存的参考品平行进行检测，所用试剂为生物
梅里埃公司HIV-1 P24抗原试剂和HIV抗体/P24抗
原试剂，检测结果显示冻融 3次的参考品样品和-70
℃保存的样品检测结果一致，均符合参考品的标

准，证明反复冻融 3次对参考品的稳定性没有影响。 

3  讨论 
对诊断试剂质量控制主要考虑试剂的特异性、

灵敏度和精密度，考虑到本参考品主要用于 HIV 
P24抗原诊断试剂和HIV抗体/P24抗原诊断试剂的
质量控制，而且 HIV抗体/P24抗原诊断试剂在制备
时，固相载体上同时包被抗 P24单克隆抗体和 HIV
抗原，而载体的表面积是一定的，因此吸附到载体

上的抗体和抗原的量均会受到限制，造成抗原和抗

体检测之间的干扰现象，使试剂检测 HIV 抗体和
P24抗原的灵敏度均降低。据报道单独检测 P24抗
原的试剂灵敏度可达到 3～5pg/mL，而 HIV 抗体
/P24 抗原诊断试剂检测 P24 抗原的灵敏度则在
30pg/mL 以上(5)，因此，本参考品的研制充分考虑

这两种类型试剂各自不同的特点，同时也对试剂的

特异性、灵敏度和精密度提出了相应的要求。 
本参考品的研制，从 200余份未感染 HIV的血

浆中筛选出 20份 HIV抗体、HIV P24抗原、HCV
抗体以及 HBsAg 均为阴性的样品作为阴性参考品
（N1～N20）；要求 HIV P24 抗原诊断试剂和 HIV
抗体/P24抗原诊断试剂试剂必须均检测为阴性，由
此对试剂的特异性进行严格的控制。 
从HIV感染者和疑似感染者血浆以及HIV病毒

培养裂解产物、WHO P24标准品中筛选 10份样品
作为阳性参考品（P1～P10），其中其中 P3和 P4为
HCV抗体阳性，P3也为 HBsAg阳性。在这些阳性
参考品中，不仅包括 P24抗原强阳性样品，也有 P24
抗原阳性较弱的样品，既有 HIV P24抗原单独阳性
的样品，也有 HIV抗原和抗体同时阳性的样品。考
虑到我国流行的 HIV基因型中 B、BC、AE亚型共
占约 95％，因此阳性参考品组分尽可能选取这 3种
亚型的样品。同时，利用 WHO 推荐的 P24 标准品
制备了一组线性灵敏度参考品。考虑到 HIV P24抗
原诊断试剂和 HIV抗体/P24抗原诊断试剂在检测 

 
 

P24抗原灵敏度上的差异，分别要求这 2种试剂有相
应的 P24 最低检出量，而且对定量检测 P24 的试剂
还要求进行 R值分析（R值必须≥0.95），由此将所
有试剂统一到某一水平，为 P24 抗原检测试剂的质
量控制及参考品的标准化研究提供了理论基础。 
对试剂精密度的要求，同其他的诊断试剂一

样，CV值必须<15％。考虑 HIV P24抗原诊断试剂
和HIV抗体/P24抗原诊断试剂在检测P24抗原灵敏
度上的差异，因此，在应用 HIV病毒培养裂解产物
制备精密性参考品时，针对这 2种类型的试剂制备
了两种不同的精密性参考品，但是要求其 CV均必
须<15％，以保证试剂的精密性。 
据本实验室在临床应用的实验和一些相关文

献报道，HIV抗体/p24抗原诊断试剂可以检出窗口
期样品，并将窗口期缩短 4-5d(6)，但是应该看到 HIV
感染的窗口期样品存在的几率毕竟很低，目前对血

液筛查的主要指标仍然是 HIV抗体。因此，HIV抗
体/P24抗原诊断试剂应该在增加检测HIV P24抗原
的情况下，不影响 HIV 抗体检测的灵敏度和特异
性，该类试剂的质量应该同时符合 HIV抗体国家参
考品和 HIV P24抗原国家参考品的要求。 
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