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检测肾综合征出血热抗原特异性循环 

免疫复合物 ELISA方法的建立’ 

张东鲞一孙 辉 ／高 峰 ． — — — — — —  
— — — —  

(山末省淄博第二卫生学校．淄博 255015) R 弓 

我们在建立了检测 HFRS—IgA，IgE，IgG，IgM抗体方法的基础上[4,5】，建立了检测 HFRS抗 

原特异性循环免疫复合物(CIC)的 ELISA方法。鉴于检测 IgE，IgD型特异性免疫复合物的方 

法 已有报告 ，故本文仅报告检测 IgG，IgM，IgA型免疫复合物的方法。 

材料与方法 

1 材料 

1．1 兔抗 HFRSV多克隆抗体(兔抗 HFRS—Ab)，卫生部药品生物制品检定所俞永新教授惠赠。 

1．2 F1RP一抗人 lgG．1gM，lgA—McAb及基 89—1([gs工作标准)．中国医学科学院基础研究所提供。 

1．3 鼠抗 HFRSV—McAb：A25—1系抗 HFRSV棱蛋白型．AI9系抗 HFRSV塘蛋白 G2型抗体，均 由中国预 

防医学科学院病毒学研究所睬伯权教授赢赠。 

1．4 待测血清，来 自当地病人及正常人群。 

2 检测方法——夹心 E1，ISA 

用适当稀释度的兔抗 HFRS—Ab包被．4℃，18 h以上 1％牛血清白蛋白 PBST封闭(亦为稀释液)． 

37℃．2 h．用 pH7．4 PBST洗 ×4 加 1：2O稀释的待检血清及对照，4℃，18 h，洗 ×4 加入适当稀释度的 HRP 

一 抗人 lgS 37℃，2．5 h(或 4E．18h)．洗 ×4 加 OPD--~终止反应。 

结果与讨论 

结果见表 1～5。 

本研究依据夹一tL,ELISA原理建立的直接检测 HFRS抗原特异性 IgG，IgM，IgA型 CIC方 

法，是建立在抗原抗体特异性反应的基础之上，因此受影响因素较步。据替代试验、阻断试验 

(包括 PEG沉淀试验)、重复性试验、灵敏度试验及l描床标本检测结果，所建方法特异性 、重复 

性、灵敏度均较高。 

本文于 1996年 3月4日收到 4月24日修回 
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洼：No 1～14均为用工作滴度阻断物与 1：20稀释持谶血清37"C作用 30mkn后．3000 r，m 离心 15rain，取上清加样。 

No 15为工作滴度 HRP一抗^ Igs与相同蛋白量基 89—1作用 37℃、30rain后．30OO r，m 离心 15rain．取上清加 

样 

Not㈨N ．1～14 Reagent of obstruction(W~rkingtlter)adds sera(1：20)．37℃．30 rain．3000 r，m ，15rain 

No．15 HRP—MAH一[gS(Worklngtiter)adds h一 [gS(89一I)．37℃，30rain．30OO r，m ，15mkn 

衰 3 三种免痤复合鲁批内批闫重复性嗣定l变异系截 

Tab 3 Reproducible te~Kllalg ICV) 
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衰 4 三种特异性免痤复合枷是敏度翻定殛与特异性抗悼的比较 

Tab 4 Titer— paf Ls[Ⅲ between HFRS antib0dy and sp∞ f CIC 

注： 爵异硅1 习 讳焉 羁耵盯T__蓟 ———————一  

N0 ：The titet of HFRS—IgG antibody was[nly[~ted to 1：3200 

衰 5 191份不同来谭血；膏每车检驻结果f阳性宰 ％ 

Tab 5 R6u Df teeing 191一 {p~dtive rate[ 

初建方法时曾采用 McAb作包被抗体，但结果不稳定．可能与抗体的结合位点不同或较少 

有关。故转而采用兔抗 I-IFRS—Ab。但也可能与不同病期免疫复合物 中结合的 I-IFRSV蛋白 

性质不同相关。从阻断试验结果(No．3～5)看，A19阻断率在 3型免疫复 合物 中均以急性期 

高于恢复期；A2．5—1阻断率差异在 IgG型不明显，在 IgM 型恢复期高于急性期。在 IgA型则 

仍是急性期高于恢复期。既提示了上述差异，又提示了不同抗体清除 I-IFRS病毒的差异性， 

似乎支持特异性 IgA抗体具有保护性的可能。上述 3型抗原特异性免疫复合物及 IgE型抗原 

特异性免疫复合物水平与临床之回的关系研究正在进行中。 

从检测临床标本的结果看，免疫复合物在病后血清标本中均未检出。而在病程血清中檀出 

率达 56．16～90．74％，进一步提示了免疫复合物在 HFRS发病中的地位。但若作为临床诊断 

学指标．特异性免疫复合物检测似乎仍然难以替代特异性抗体的作用。 
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Study on ELISA M ethod for Detecting Specific Circulating 

Immune Complexes in Sera of Patients with HFRS 

ZhangDonghai Sun Hui Gao Feng 

(ZiboSecondHealth School，Zibo，StmndongProvince 255015) 

A New ELISA method was established for detecting specific IgG，IgM ，IgA type circulating 

immune compkxes(CIC)in sera of patients with Hemorrhagic Fever with Renal Sydrome 

(HFRS)．TIle rahhit anti—HFRS virusantilx~dyWaS used as coated attt[h~[y and anti．一humaa 

IgG，IgM，IgA monoelonsl antibodies were used as HRP conjugates．The results showed that the 

det~ted rates of specific IgG，IgM，IgA types CIC in 73 acute pha (1～8 days after mness) 

were69．49％，69．86％ and 56．16％ respectively，in 54 convalescencephases(10--28 days after 

i1Iness)were 90．74％，85．19％ and 75．93％ respectively．28 serain1～3 yearsafterillnesswere 

a11 0．00％ ，36 serum specimens from noITllal and hepatitis B patients were all negative．TIle de- 

veloped method showed high1 specificity and sensitirity as well as reproducibility (CV：IgG 

12．07％，IgM 6．29％ and IgA 12．89％)for the det~tion of HFRS specie CIC． 

Key words Hemorrhagic Fever with Renal Sydrome(}IFRS)，Specific Circulating Immune 

Complexes(CIC)，ELISA 
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