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提 要

本文将 用于 固相免疫吸附试验
,

建立 一 抗一 试验方法
,

并与

普通 法进行 了 比较
。

实验表明 本法敏感性较普通 高 一 倍
,

检出 率高出

后者 肠
,

且具有较好的重复性
。

为血清抗一 检测提供了一种新的
、

切实可行

的方法
。

本试验采用 改 良过碘酸盐法制备酶标记抗生物素
,

以含 蛋 白葡萄球菌菌体亲和吸 附

试验制备抗 , 抗体
,

在稀释液中加 入 凝聚正常兔 以克服类风湿 因子的干扰
、

考核方法

的特异性采用 了含 蛋 白葡萄球菌菌体吸附试验及抗
一 抑制试验

。

抗
一

的检测对评价乙型肝炎病毒 复制状况
,

区分 现症与既往

感染具有重要的意义
。

目前多采用酶联免疫吸附试验测定
。

新近
,

不少作者报道生物素
一

抗生物素系统 引入免疫试验
,

能提高方法的敏感性
,

特异性及稳定 性
,

已 应

用于多种领域 〔‘一 “ , 。

但是采用 检测抗
一

迄今尚未见
一

报导
。

本文介绍以辣根

过氧化物酶标记抗生物素
,

建立血清抗
一

试验方法
,

并对有关问题 进行了 探

讨
。

材 料 和 方 法

材料

生物素
一 一

羚基珑拍酞亚胺醋
, 一 、

抗生物素
, ,

一 、

辣根过氧化物酶
、

矶
、 一 、

葡萄球菌

蛋 白菌体
,

上海生物制品研究所
、

羊抗
一

人 血清 北

京生物制品研究所 等自市售获得 , 大肠杆菌克 隆化 系中国医学科学院病毒研

究所肝炎研究室供应
。

辣根过氧化物酶标记抗生物素 一 采用改 良过碘酸盐法标记 〔 , 。

取辣根过

氧化物酶 溶于 蒸馏水中
,

加
,

高碘酸钠溶液
,

室温振荡 分钟 加
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, 了

已

入乙二醇溶液
,

继续振荡 分钟
,

置透析袋中
,

对 碳酸盐缓冲溶液换液透析

过夜
,

然后加入抗生物素溶液
,

室温轻搅 小时
,

对 透析平

衡
,

以 牛血清白蛋 白溶液适当稀释后分装
,

置一
”

贮存
。

将此法标记之
一

与

咭 同类产品及本室双醛法标记的
一

进行比较
,

其显色效果相当
。

生物素标记抗
一 一

抗
一

抗
一

自慢性 携带者血清中提取
,

以亲和层析法除去其 中可能存在的抗
一 。

按照 报道的 方法 进 行生 物素 标

记 〔“ 〕,

标记物以 甘油稀释后置 一
“

贮存
。

抗人 件链抗体 抗 琳 采用 菌休吸附试验制备
。

取 标志阴性血

清
,

以 作 稀释
,

加入 菌体
, ”

保温 分钟
, “

过夜
,

以 离心洗涤至上清液无蛋 白质
,

去上清
,

沉淀仍 以 配成 悬液
,

取 菌

体悬液
,

加至 经离子交换层析法纯化 的羊 抗入 中
,

混 匀
,

。

温育 分钟
,

放置 小时
,

加 低温离心 分钟
,

取上清
,

加 甘 油至

浓度
,

置 一
”

贮存
。

采用此法制备的抗中 ,

经 实验证实无抗人轻链抗体组份
。

凝聚 制备 将 经 离 子 交 换 层 析 纯 化 之 正 常 兔

置
”

水浴 分钟
,

待冷
, ”

贮存备用
。

方法 抗
一

检测采用捕获法
,

实验步骤如下
。

将抗琳以 碳酸盐缓冲液稀释至 卜 ,

加至反应板各孔中
,

每孔
, “

过夜
, 以

一

洗涤 次
,

甩干

加入稀释待检血清标木
,

每孔
,

每板同时加入相同稀释度之阳性 孔

及阴性 孔 血清
,

并留 孔仅加血清稀释液以做为对照
。

盯
”

放置 一 小时
,

洗

涤法同上
。

加入 以含 凝聚正常兔
,

牛血清之
一

缓 冲 液

稀释 各
, “

过夜
,

洗涤方法同上 多

加入
一

抗
一

以 含 凝聚正常 免
,

牛血清
, ,

含
, , 、 , ,

、 、 。 、

二
、

、 ,
、

、 , , , , 。 。 , 。 ,

、
、 , 八 、·

‘ “‘ “之 ‘ 一 “ 缓冲液稀释
,

每孔
·

’, “ 育温 言小时
,

以 ”
·

”,

含

之
一

缓冲液洗涤 次
,

甩干
。

加入
一

以 含 小牛血清之同上 “ 一

缓冲液 稀释
,

每 孔
。

, ”

温育 分钟
,

洗涤方法同上

加入邻苯二胺
一

双氧水底物溶液
,

置室温显色 分钟
,

加入 “ 硫酸终止

反应

以 火 一

酶标光度计比色
,

并计算 指数
,

以 指数夕
。

者 为抗
一

阳性
。

结 果

一
、

方法的特异性

取
一

检测抗
一

呈阳性反应血清 份 其中类风湿因子阳性血清
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心 心

份 , 以 做 稀释后加等量 菌体悬液
,

混匀
,

置
“

温育 分钟
,

分钟低温离心
,

取上清
、

再以 稀释至
,

然后进行 抗
一

及总抗
一

检测
,

并在同一反应板上加入相同稀释度的经 菌体处理前的 标 本
。

结

果经 菌体处理后血清抗
一

活性为未经处理时 平均 士

,

而处理后总抗
一

活性仅为未处理时
。 一 。

菌体处理前后抗
一

烤

及总抗
一

检测结果见表
表 菌体吸收实验结果

, , ,

抗
·

总抗
一

稀释 度

吸 附前 吸附后 活性保存 肠 吸 附前 吸 附后 活性保 留 肠

,

了

,

‘

‘ ,

守白

注 , 为类风湿 因子 阳性者

取同上 份血清在同一块反应板上分两组进行抗
一

检测
,

在加入 反

应后
,

抑市孔内加入抗
一

各
, “

温育 二 小时
,

对照组以 取代抗

一 ,

洗涤
、

加入
一

抗 继续完成 以后各步操作
。

结果 份血清抑制试 验全部为 阳

性
,

平均抑制率达
,

类风湿因子阳性标本与阴性标本的抑制率无明显差别
。

二
、

方法的稳定性

对 份血清重复四次进行抗
一

检测结果见表
。

表 抗
一 。 检测方法的重复性 值

, 一 一 日 一

重 复 次 数 一

门‘

⋯
内‘曰

变异系数 肠

。

, 。 。

。

次次次次值差一二三四准第第第第均标
。

,

,

。

三
、

血清稀释度对买验结果的影响

取抗
一

阳性血清 份
,

系列稀释后进行检测
,

观察血清稀释度对检测结果

的影响
,

结果 份血清中 份在采用较低血清稀释度时检测 指数反 低于高稀释 度
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,

日山

时 抗
一 。 几 检测 指数与血清稀释度之间的关系见图

。

据此
,

我们 将血清 稀

饭

‘“

一飞 一 二

血清稀释 度

口 叹 肖稀释 度与 林恻结果的关 系

, , 、 。 、、 。 一 、

人
一

叮 一

只入 产 芝

廷 二 卜

释度定为 、。。。

四
、

万法的敏感性

采用双 抗 体 夹 心 法 对
一

与 普 通

玛 人 的敏感性进行 了考核
。

将克隆化 系

列稀释
,

洲至 包被有抗
一

川、。 的反应板 各孔中
,

放置过夜
,

然后分另加入酶标记抗
一

及
一

抗
一

进行
一

及普通
‘

实验
,

比较两

利“ 丈验万法的敏感性
,

结果采用
一

研 检测

敏感性较普通 巧 高 一 倍
,

两组实验检测

结 果见表
。

丧 飞 两 仲不 同宝验 方 法幼 赌 性 比 较〔 了占 ,

‘ 。 。万一 ‘ 。 , , 二

「 。 , ‘ 人 。

气 稀 释 货 原 厂, 斗 厂。 , “ 月 万从

表 两 种试 验 方 法 抗
一

小淞之硬结果 比 较
包

七 一

企 。 一 亡 二。班

一 ‘

·

一

一

歹 气 几

普通 卜 几

夕 日 ‘ 石 门 丁了 ‘ 卫 工

日 日

州亚
‘

二

同日
一 ,

我们采 川
一

及 普通 对功 份盯炎患者 ’

结果 见表
,

前者检出 杯 、 稍高于 听 杆 , 礴‘, ,

著差 异
。 。

青进 丁了又寸比检测
,

两法检出率比较无 显

讨 仑

在免疫实验 中通常采取
、

桥联抗生物素
一

生物素试验 及生物 素一

抗生物素复合物试验 召 等三种试验方式
,

在 中多数作者采用 〔‘ 一 〕。

将

用于免疫实验不仪可提高万法的敏感性
、

特异性及稳定性
,

并能 宿短操作时问
,

节

省反应试剂
,

且有标记技术简单
,

标记物性质稳定
,

用途广泛等优点 〔‘一 “ ’“ , “ , ,

实 用 价

值较高
。

我室将 用于 血清抗
一 。 烤 检测

,

实验表明其检出率较普通 高
,

检测敏感性较后者高 倍
,

并具有很好的特异性及重复性
。

为血清抗
一

检测提供了一个 切实可 子阴新方法
。

进 行 式验
, 一

一般均采用戊二醛双醛法制备 〔‘一 。

本室采用改 良过碘酸盐法

进行标记
,

亦取得理想结果
。

与双醛法标记物和 只咭 同类产品进 行比较
,

三者显色

效果相当
,

工作效价前者稍高于后两者
。

采用本法检测抗
一 ,

必须获得高效价抗平
。

鉴于 目前克隆化及动物源性抗
一

都不易获得
,

有作者曾采用戊二醛偶联人 亲和吸附实验制备抗平抗体 〔’。〕 。

我 室
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,

采用 菌体亲和吸附试验 自羊抗人 血清中制备抗小
,

制备物经改 良 试验证

实不含抗人轻链组分
。

与戊二醛偶联人 亲和吸附试验比较
,

本法不需提纯人
,

操作简便
,

收获率亦相对较高
。

用于血清抗
一 。 检测

,

效果与采用单克隆抗琳 相

当
,

为抗
一

及其它抗型抗体检测的普遍开 展提供了可能性
。

血清中类风湿因子 可干扰抗
一

检测结果
,

一

文献报道 标志 阴 性

阳性血清 出现抗
一

坛 假阳性
。

消除 干扰通常可采用提高血清稀释

度
,

在稀释液中加入异种动物血清
,

正常人血清
,

人 及凝聚人坛 等措施 〔“ 一 ‘“ 〕,

新

近又有报道采用酶标记抗
一

进行实验
,

可排除 干扰 〔‘“。

但这些措施 中前四

种仅可部分对抗 影响
,

加入凝聚人 及采用酶标记抗
一 一

等措施又 由于标 记

技术复杂
、

来源困难而难以广泛应用
。

凝聚兔 能与人 结合
,

并曾用于血清 检

测 〔“ ” 。

利用这一特点
,

我们在稀释液中加入凝聚正常免 以消除类风湿因 子 的 干

扰取得了满意的结果
。
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