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固相放射免疫分析法在 A B O 血型

微量测定中的应用
①

吴奋强② 郭景元

(中山医科大学法医系物证学教研室 ;广州
,

5 1。。 89)

提 要 本文报道一个经过改良的简单
、

快速
、

灵敏和准确的固相放射免疫分析法 (50 1记 P h as
e R ad iio m

-

m u no as sa y
,

S P RI A )
,

对其方法学
、

灵敏度和准确度进行了测定
,

并对其在检测法医物证几种生物检材血型物

质应用方面进行了研究探讨
.

本方法批内变异系数为 5
.

6 %
,

批间变异系数为 10
.

15 %
。

新鲜血的稀释度达 l

:
2 56 0 时

,

仍可用此法有效测出其中所含 A B O 血型抗原
。

用该法分别检测人体微量血痕
、

毛囊组织和唾液

斑的 A BO 血型
,

获得满意结果
。

然后盲测 50 例样本血型
,

以样本计数值大于 8 00 次 / m in 判为阳性孔
,

小于

80 。 次 /m in 判为阴性孔进行判型
,

结果全部正确
。

由于本法适用于各种微量生物材料血型物质的测定
,

因此

在法医学领域内将会有较好的应用前景
。

主题词 法医学
, A BO 血型系统 /免疫学

;

放射免疫测定 /方法

中图号 D 9 1 9
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4

自从 5 0年代 P r e s s m e n
首次应用放射性

碘标记技术进行抗原抗体结合反应的研究以

来
,

同位素标记测定技术得到很大的发展
,

目

前 已成为生物学测定灵敏度最高的方法 之

一 在法医血清学领域内已用于种属 1[]
、

性

别 2[] 和血型闭的测定
。

本实验先建立起一种

经过改良的同位素标记技术的方法之一
一 固

相放射免疫分析法 (S P R I A )
,

再用来尝试检

测微量人血斑
、

组织和体液斑的 A B O 血型
,

获得较满意的结果
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 试 剂 包被液
: p H 9

.

6 0
.

l m o l / L

碳 酸盐缓冲液
;
洗 涤液

: p H 7
.

4 0
.

02 m ol / L

T w e e n 一

2 0 磷酸 盐缓冲液
; 1% B SA ( b o v i n e

s e r u m a lb u m i n )和 3%鸡蛋清液
;
单克隆抗

-

A (M o A b
一

A )和抗
一

B ( M c A b
一

B) ( 由卫生部长

春生物制品研 究所 提供
,

效价 由 51 2 调至

一2 8 ) ; ” 5
1
一

羊抗 鼠 I g G 血清 (
` 2 5 1

一

S A M
,

羊 抗

鼠 I g G 冻干血清购 自卫生部上海生物制品

所
,

标碘由广东科学院测试所完成
,

放化浓度

为 2 5 4拜C i /m l
,

放化纯度为 9 7
.

4 % )
。

1
.

1
.

2 仅 器 F T
一

6 1 3 自动计数
` 2 5

1 放免

测定仪 (核工业部北京核仪器厂生产 ) ;
40 孔

软质微量反应板
。

1
.

2
.

3 检 材 将新鲜全血滴于干 净棉纱

上制成血痕
; 取新鲜毛发根部作毛囊组织的

血型测定
;
新鲜唾液斑用滤纸制成

。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 检材 的处理 ①新鲜血 用包被液

将其作适量稀释 (或不稀释 )
,

然后加于软质

微 量 反 应 板的 2 个孔 中
,

每孔 加 30 川
,

置

56 ℃千燥箱 中干燥
。

②血痕 剪取血痕纤维

Zm m 长
,

用大头针将其撕松
,

然后放于微量

反应板的 2 个孔 中
。

用吸管吸取少许 3%鸡

蛋清液加于孔的低部
,

浸湿血痕纤维
,

迅速吸

去多余蛋清
,

然后将板置 56 ℃干燥箱 10 m in
。

③毛囊组织 取 2一 3 根毛发用 10 川 包被液
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浸泡根部 sm in 后
,

用针刮下毛囊
,

将其研磨

成糊状
,

然后再加 5。川 包被液
,

混匀
,

再加于

软质微量板的 2 个孔中
,

每孔约 30 川
。

将板置

56 C 干燥箱中 10 m in
。

④唾液斑 剪取唾液

斑约 Zm m , .

加 6 0胖l 包被液浸泡 Z h
,

之后吸

取浸泡液加于微量板的 2个孔中
,

每孔 30 闪
,

再将板置于 5 6 C 干燥箱中 10 m in
。

1
.

2
.

2 加 样 ① 各孔 加 1% B S A 液

2 0 0拼l
,

室温放置 l o m i n 后弃去
。

②各孔加洗

涤液 。
.

2m l
,

轻摇 l m in
,

弃去内容物
,

然后再

洗 2 次
。

③ 一 孔 加 M e A b
一

A
,

另 一 孔 加

M e A b
一

B
,

各为 5 0胖一
,

室 温静置 Z o m i n 后 弃

去
。

④依步骤 1
.

2
.

2②用洗涤液洗 3 次
。

⑤各

孔加
` , 5

1
一

S A M Ig G 3 0拌l (放化浓 度 2 5 4拌C i /

m l
,

按 l : 5 0 稀释 )
,

室温放置 Z o m i n ,

之后弃

去
。

⑥依步骤 1
.

2
.

2②用洗涤液洗 3 次
。

1
.

2
.

3 样本浏定 用剪刀将各孔背面突出

部分剪下
,

分别放于小试管中
,

用放免仪进行

测定计数
。

2 结 果

2
.

1 s P R I A 方法学测定

2
.

1
.

1 批 内变异 来数 的测定 同一种样本

分成 10 份
,

分别放入小试管中
,

同一次用放

免仪进行测定
,

得 10 个数据
,

计算均数
,

标准

差得 C V 批 内一 .5 6%
。

2
.

1
.

2 批 间变异 来数 的浏定 同一种样本

分成 10 份
,

分 10 次在放 免仪 进行 测定
、

计

数
,

得 C V 批间一 1 0
.

1 5 %
。

2
.

2 14 0 例新鲜血样的测定

将新鲜全血用包被液稀释后按 1
·

2
.

2 所

述方法加样和测定
,

结果见表 1
。

表 1 S P R I A 法测定 140 例血样结果
赞 (均值 )

血 型 A 型血 ( 4 0 例 ) B 型血 ( 4 0 例 ) 0 型血 ( 4 0 例 ) A B 型血 ( 2 0 例 )

M
e A b

一

A M
e A b

一

B M
e
A b

一

A M
e A b

一

B M
e A b

一

A M
e A b

一

B M
e A b

一

A M
e A b

一

B

计 1 2 0 0
.

4 5 9 3
.

8 5 7 0
.

6 1 1 0 5
.

5 5 4 6
.

8 5 0 9
.

9 9 0 6
.

9 9 1 4
.

5

数 ( 8 1 6一 1 8 4 3 ) ( 5 0 9 一 6 9 7 ) ( 3 8 5一 6 9 4 ) ( 8 0 6一 1 8 97 ) ( 4 4 8一 6 7 4 ) ( 3 9 7一 6 3 7 ) ( 8 1 3一 9 9 7 ) ( 8 6 1一 10 6 1 )

,
( l) 每份血样用包被液按 l :

50 0 稀释 ; ( 2) 阳性孔计数大于 800 次 / m in
,

阴性孔计数小于 7 00 次 / m in ;
(3 ) A 型和 B 型血样

的阳性孔与阴性孔计数的差别 明显 (尸 < 。
.

0 0 1 ) ; ( 4 ) O 型血样的抗 A 与抗 B 孔以及 A B 型血样的抗 A 与抗 B 孔计数值无统计学

上的差别 (尸> 。
.

5 ) ; ( 5) A B 型血的抗 A 和抗 B 孔与 O 型血的抗 A 和抗 B 孔计数值差别明显 ( P < 。
.

0 0 1 )
。

( 6) 计数单位
:

次 /m in

2
.

3 灵敏度的测定

新鲜血的稀释度高达 1
: 2 5 6 0 时

,

仍可

有效的测出其中所含血型物质匕计数大于 80 0

次 /m i n )
。

结果见表 2
。

2
.

4 血痕血型的测定

将各型血痕纤维按 1
.

2
.

1②及 L 么 2 所

述方法进行处理和测定
,

结果见表 3
。

2
.

5 毛囊组织和唾液斑血型测定

将 10 人的毛发和唾液斑样本按 1
.

2
.

1③

④及 1
.

2
.

2 所述方法进行处理和 测定
,

结果

见表 4
。

表 2 S P R IA 法灵敏度的测定 (次 /m in)

血 样 稀释度

nUOC
ùO自q曰1工月了叮f月匕二dCU00 O

心胜ù00OU月了0
1ód6乙11

00OJOJUOn甘Qdnù亡口月任QJ,上1上OJ,1. .1左几0
non6ò二」口乙q乙0

11,111A 型

B 型

1 : 3 2 0

1 9 7 9

1 : 6 4 0 1 : 1 2 8 0 1 : 2 5 6 0 1 : 5 1 2 0 1 : 1 0 2 4 0

抗 A 孔

8 9 7

4 3 0

A B 型 <

抗 B 孔 1 5 1 2 1 1 1 2
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表 3 S P R IA 法测定血痕血型 (次 /m i n ) ”

血 型

样本数

抗 A 孔计数

抗 B 孔计数

A 型

2 8

1 1 9 8

( 8 1 6~ 1 8 4 3 )

6 0 3

( 5 2 0 ~ 7 9 0 )

B 型 O 型

2 6 2 7

5 7 6 5 5 4

( 3 8 6~ 7 8 4 ) ( 4 1 8~ 7 9 4 )

1 0 9 9 5 3 6

( 8 0 6~ 1 8 9 8 ) ( 3 9 7~ 7 9 4 )

A B 型

1 5

9 0 6

( 8 1 3~ 9 9 7 )

9 1 4

( 8 6 2~ 1 0 6 1 )

1) 阳性孔与阴性孔计数值及统计学 比较基本同表 l ,

只是表 3 中阴性孔计数值可大于 7 00 次 / m in
,

但小于 8 00 次 / m in

表 4 S P R IA 法测定毛囊组织和唾液斑血型 (计数 均值
,

单位 次 / im n)
”

检 血型

材

A 型 B 型 O 型 A B 型

毛囊组织

唾液斑

抗 A 孔

9 0 4

1 0 0 4

抗 B 孔 抗 A 孔 抗 B 孔 抗 A 孔 抗 B 孔 抗 A 孔 抗 B 孔
6 0 3 6 1 0

5 2 0 4 9 0

9 5 0

1 0 0

6 0 2 6 0 0

5 1 0 5 0 0

8 6 0 8 2 0

9 3 0 9 6 0

1) 测定结果
,

阳性孔 ( A 型的抗 A 孔
,

B 型的抗 B 孔
,

A B 型的抗 A 孔
,

抗 B 孔 )均值大于 8() 0 ,

阴性孔 ( A 型 的抗 B 孔
,

B

型的抗 A 孔
,

O 型 的抗 A 孔
、

抗 B 孔 )小于 7 00
,

两者均值差别明显 (尸 < 0
.

0 5)

2
.

6 准确性测定

将 50 个已知血型血样 (包括新鲜血和血

痕 )编号后盲测
,

以计数大于 8 00 次 /m in 为

阳性孔
,

计数小于 8 00 次 /m in 为阴性孔进行

判型
,

结果无一错误
。

3 讨 论

S P R I A 法的应用在法 医学方面未 见报

道
,

在临床医学方面有些学者用来测定血中

肾素 [’j 和与风湿病有关的胶原蛋 白图
。

S P R I
-

A 法与常规放射免疫分析法 ( R I A )相 比具有

较简单
、

快速但准确性稍差的特点
。

有的学者

在做此法时要先用一些吸附物 (如聚 乙烯珠

粒或磁性颗粒等 )吸附抗体并在试管 中进行

反应
,

这样的操作比较麻烦
。

本试验采用软质

微量反应板
,

未用吸附物
,

操作 比较简便
,

一

批可以作数 10 个样本的测定
,

而且测定方法

也 比较独特和简便 (测定结果时只需剪下反

应板背面孔的突出部分
,

这样就可以利用微

量反应板同时作许多样本的测定
,

而且 比较

简单 )
,

与国外报道此法的方法学 比较
,

本法

批 内变异系数 5
.

6%与所报道 的相近
,

只是

批间变异 系 数 10
.

15 %稍 高些 ( 国 外报道

C V 批内 ~ 5
.

5 ~ 6
.

9%
,

C V 批间 = 3
.

7一 8
.

2% )
。

为了使非特异性计数不致于过高
,

检材用量

不要太多 (如每孔血痕用量不要超过 0
.

c4 m )
,

另

外用 1% B S A 液进行封闭和在洗涤液中加适量

的 T w ee n 一

20 有一定的减低效果
。

由于本法是用

计数值来判断结果
,

而不是用法医物证学大部分

试验所采用的定量的方法
,

所以判断结果比较客

观和容易
,

不需要特别的经验
。

目前测定血痕血型 比较灵敏的方法有解

离试验和混合凝集试验等 6j[
,

在灵敏度方面

与本试验大致相同
,

但本试验不需指示红细

胞
,

结果稳定
,

判断也比较客观
。

使用传统的

方法在测定血痕
、

体液斑
、

组织等的血型时往

往采用不同的方法
,

如测定血痕的血型用解

离试验
、

混合凝集试验等
,

测定体液斑用中和

试验等川
,

而本法则适合测定各种检材的血

型抗原
,

比较方便
。

关于判断结果标准
,

在抗体的标记情况

(放化纯度
、

放化浓度等 )不一样和各种抗体

的效价不一样时
,

判断结果的标准 (阳性孔和

阴性孔的计数值 )应有差别
,

本试验各阳性孔

计数值均大于 80 0 次 / m in
,

阴性孔计数值均

小于 8 0 0 次 / m in
,

以此值为标准做盲测试

验
,

判断结果全部正确
。

由于本试验比较稳定
,

并且灵敏
、

简便和

判断结果较客观
,

适合各种法医物证微量检
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材的血型抗原的检测
,

因此为法 医学微量检

验技术提供了一个新的类型
,

将具有较好的

应用前景
。

(本 项研究曾得到核医 学教研 室桂治宁教 授 和

曾熙兰教授的支持和 帮助
,

特此致谢 )
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