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单克隆多克隆抗体不同标记 E L sI A

技术对H Be A g /抗
一HBe 检测评估

高志 良 姚集鲁

( 附属第三医院传染病科

提 要 采 用 抗
一 H B e 单 克 隆 和 多克隆抗体进行生物素或酶标记作酶免疫试剂检测 H B e A g及抗

一 H B e ,

结果显示单克隆抗体 ( M c A b ) 敏感性高于多克隆抗体 ( P c A b )
。

生物素试剂在检测 H B c A g 的稀

释度为 1 :
5 00 0

,

比酶标法E L IS A高 1 倍多
,

与R I A相当
,

且稳定性优于 R I A
。

生物素标记 抗体至少 1

年内保持效价不变
,

1 年内批间变异系数为 5
.

8%
,

相同标本重复检测变异系数为 5
.

94 %
,

是一 种较理

想的检测 e系统的方法之一
。

另外
,

研究发现一孔一期法同时测H B认盯抗
一 H B e时

,

无论标记抗体为单

克隆或多克隆
,

其包被只能用单克隆抗体
。

关健词 生物素
一

亲和素系统 f 单克隆抗体 ; 多克隆抗体 ; 酶联免疫吸附试验 ; 乙型肝炎病毒 e 抗

原 ; 乙型肝炎病毒 e杭体

中田号 R 3 9 2
.

z l

在检测 乙型肝炎病毒 ( H B V )感染指标中
,

-

e 系统有重要的价值
。

一般认为
,

H eB A g 阳性

是反映病毒复制的直接指标
, 因为几乎全 部

“

抗原阳性的血清可测出 H B v 一 D N A[
`〕 。

而 抗
-

H B . 的检出
,

则提示传染性减少
,

疾病有慢性

化或发生肝内 H B V 一D N A 整合机 会 大
【” 。

新

近研究表明
,

部分变异型 H B v 感染时
,

主 要

表现
。 系统检测不 出

。

因此
,

发展敏感
、

快速

的检测
“ 系统试剂很实用

。 R I A 固然敏 感 性

高
,

但因有污染
、

半衰期短等使应用受限
。

作

者用单克隆抗体 ( M c A b )
、

多克隆抗体 ( cP A b)

进行生物素或酶标记
,

_ _

建立 E LI S A 检 测
e 系

统试剂
,

比较各种试剂的敏感性
,

选出较理想

的方法利于实际应用
。

材 朴 与 方 法

试 剂 单 克 隆 抗
一 H B“ 两 株

: e 。

作 标

记
、

e日作包被
。

多克 隆抗
一H eB 来 自抗

一 H eB

阳性血
,

经 I D 法测效价 1 : 16 以上
,

用饱和硫

酸钱沉淀 2 次以后
,
D E一 52 离子交 换 层 析纯

化
。

活化生物素 ( B N H S )
、

辣 根 过 氧 化 物酶

( H R p )
:
为 S i g m a 产 品

、
R Z = 3

.

0
。

生物 素
-

亲和素
一
酶 ( A B C )复合物及酶标亲和 素 ( E A )

:

由华美公司提供
。

R I A 。 系试剂盒
:

由北 京生

研 所 提 供
。

包 被 液
:

M c A b 用 p H 7
.

6 ,

20

m m of / L T r i s 液
、

F e A b 用 pH g
.

5 , 0
.

o s m o l / L

碳酸盐液
。

底物
: 四甲基联苯胺 ( T M B )

。

检测标本 为本科门诊及住院病人血清
。

方 法 H R P 标记用过碘酸 钠 法
。

生 物

素标记技术
: 用去离子二甲基 甲酞胺将活化生

物素先 配 成 1 0 m g /m l B N H s 液
。

取 9 6书 1上

液与纯化的抗
一H B e ( i一 5 m s /m l ) 1 m l 混匀

,

室温 Z h
,

间歇摇振
,

放 4 ℃过夜后以 0
.

01 m ol

/ L p H 7
.

4
BP S 透析过夜

,

换 液 3 ~ 4 次
。

一

孔一期法操作见文献〔3〕 ,

A B C一 E L IS A 稍有 不

同
;
吸干包被孔

,

加 10 衅 生物素标记抗体 i(1
:

2 0 0 )
,

同时加 75 醉 待检血清 及 25 衅 定
_

量 的

H eB A g 中和液
,

45 ℃ l h, 洗 4次后加 A B C复

合物 1 0 0卜 1 , 室温 1 5 ~ 3 0 m i n ,

洗 4 次后加底

物 TM B 1 0 0 件l
,

无需避光于 1 0~ 2 0 m i n后加中

止液后
,

在酶标阅读 仪 4 50 n m 测吸光 度 ( O D )

值
,

其样 品 O D 值 /阴 性 对 照 (S / N ) ) 2
.

1 为

H B e A g 阳 性
, (
晋为抗

一 H B e

阳性
。
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单克隆多克隆抗体不同标记 E L IS A技术对H B e A g /抗
一 H B e检测评估

断方法
.

H B e A g 阳性 显 深 蓝 色
,

抗
一 H eB 阳

性不显色
,

正常又J照呈淡蓝色
。

结 果

生物案标记抗
一 H B e 鉴定 取两块 聚乙 烯

板
,

一块用 H B e A g 包被
,

另一块为空 白 板
。

在对应孔中分别加砂倍稀释的生物 素 标 记 抗
体

, 4 5 ℃ l h ,

洗 4 次
,

加 E A
,

室温 3 0 m i n ,

洗 4 次后加底物显色
。

用 H eB A g 包被 的结果

全部阳性
,

且随标记抗体稀释度升 高
, O D 值

随之下降
,

而空白板结果全部阴性
,

证明生物

素标记抗
一 H B e

成功
。

不同的包被抗体对实验方法的影响 结果

发现只有用 M c A b 包被
,

无论标记的 抗 体 为

eM A b 拟或 cP A b 均可用一孔一 期 法 同 时 测

H B e A g / 抗
一H B e 。

反之
,

用 P c A b 包被则行不

通
。

生物素标记 E U S A法特异性试验 ①替 代

法
:

分别用 H B s A g
、

H B e A g
、

H B e A g 作 标;本

进行检测
。

结果仅 H B e A g 标本阳性
,

且 随 稀

释度增加
, OD 值 下 降

。

用 H B s A g 或 H B e A g

替代 H B e A g 全部阴性
。

②中和试 验 :
用 20 份

H eB A g 阳 性血清
,

加入抗
一H eB 阳性血进行阻

断
, O D 值平均下降〕 40 %

。

敏感性试验 见表 1
。

用 H eB A g
、

抗
一 H B 。

阳性血各一份稀释
,

用多种 E LI s A 及 R I A 比

较
,

结果 示 M c A b 敏 感 性 高 过 rC A b
,

M -c

A B c 一 E LI s A 敏感性已达 到 R I A 水 平
,

优于

酶标法
。

稳定性试验 ① H B e A g阳性血 ( S /N 3~ 5 )

表 I R I A 与 儿 种 E L I S A 敏 感 性 比 较

方 法

H B e A g稀释度 ( S / N )

一
~

一 一卜 ~ 卜 , ~ `

一 ~ 一分
一

一
-

一一
一 , 一

5 0
一

1 0 0 5 0 0 1 0 0 0 2 0 0 0 5 00 0

抗 一 H B e稀释度 ( S /N )

1 0 0 0 0 原 4 0 8 0 1 6 0 3 20

M e 一 E L IS A D
。

1 5
`
6 4

.

3 3
.

6 2
.

9 2
。
6 1

。

9 O
。
3

O
。
3

0
。
3

_

1
.

昼

P e 一 E L I S A
。

6 3
。

M c 一 A B C 一 E L I S A 9
.

4 5
.

7 5
.

4
。

3 3
。

2
。

9 2
。 。

9 0
。

P e 一 A B C 一 E L I S A 8
.

3 4
.

3
。

6 2
。

9

R IA 7
。
2 7

。
0 6

。

1 3
。

9 3
。

2
。

5 2
。
2 1

。
4 0

。
1 0

。
1 0

。
3 0

。
3 0

。
4

注
: R I A : S /N李 2

.

1为 H B e A g 阳性
,

< 0
.

5为抗 一 H B e阳性

10 份
,

每月用生物素试剂测 1 次
,

连续 6 个月
、

内变异系数为 5
.

94 %
。

9 个月
、

12 个月各测 1 次
,

批间变 异 系 数
:

临床应用 1 84 例 H sB A g 阳性血
“ 系统检

5
.

8%
。

②H eB A g
一

阳性血 10 份在相 同条 件下 测结果见表 2
。

用 M c 一 A B C 一E L I S A 试 剂重复 测 1任次
,

得批
一

表 2 18 4 例 H B s A g 阳 性 血 c 系 统 检 测

M e 一 E L I S A P e 一 EL I S A M e 一 A B C 一 E L I S A P e 一 A B C一 E L I S A

H B e A g

抗 一 H B e

7 9 ( 4 2 ) 6 8 ( 3 7 ) 8 1 ( 4 4 ) 78 ( 4 2 )

5 7 ( 3 0 ) 4 6 ( 2 5 ) 5 1 ( 2 7 ) 4 0 ( 2 2 )

注
:

括号内阳性百分数

讨 论

M c A b 的使用解决了 P c A b 应用的许多 不

足
:

如来源
、

纯度等
。

M c A b 仅针对相应抗 原

分子上某一特定抗原决定簇
,

在作双抗体夹心

E L I SA 时
,

单 用一株可能会影响反应 结 果
。



中山医科大学学报 ( A e a d J S U MS ) 2 9 93 ; 1 4 ( 4 )

本文所用两株 M c

Ab 是针对 H eB A g 抗原上 不

同的 2个抗原位点 a( .b )
〔` ’ ,

一株 作 包 被
,

另

一株作标记
,

因此
,

不仅可用作夹心 E IL S A
,

且

敏感性高于 P c A b
。

本文进一步发 现 M c A b 包

被时
,

一孔一期法同时检测 H eB A g /抗
一H eB 才

会成功
,

这时的标记抗体无论是 M c A b 或 cP A b

均可
,

但只有 cP A b 包被时则不行
。

其原因不

清
,

可能与 P c A b 含杂蛋白较多有关
。

目前认

为抗原
一
抗体反应模式是一个化学

一吸附两个阶

段作用过程
〔” :

第一是抗原
一
抗体形成简 单 复

合物
,

反应是特异的
;
第二是复合物之间的结

合
,

为非特异 的
。

这两个阶段没有严格的时间

概念
。

因而
,

如果标记抗体与中和试剂或样本

成分的结合受杂蛋白干扰或延缓
,

或者结合后

没有足够多标记抗体
一
抗原复合物与固相 载 体

上抗体结合
,

会被洗脱而出现假阴性
。

为了寻找更敏感的血清学检测技术来代替

放免 技 术
。

现 已 有 生 物 素
一
亲 和 素 系 统

( B A S )
〔 ` ’ 、

地高辛标记
〔5 ’
等

。

本文采 用的 A B C -

E L I sA 是 B A s 中 方法之一
。

其特点是高度特

异及敏感
,

因为在 A B C 复合物 中
,

当亲和素

( A )与生物素 ( B )以适当比例作用后
,

A 的 4个

结合点分别与 B 结合
,

同时酶标 B 上的多个 B

分子又与 A 之间结合形成晶格样复合物
,

从而

把抗原
一
抗体 反应体与 B 标记连 成一体

,

大 量

酶分子被罗列
,

呈现出多极放大效应
。

本文结

果 M o A B C一 E LI s A 在检 测 H eB A g 稀释度 时

可达 1
:
5 0 0 0

,

与 R I A 相当
,

较酶标法高 2 倍

多
。

经替代
、

中和等试验证实其特异性可靠
,

稳定性优于 R I A
,

其批内
、

批间变异系数分 别

只有 5
·

9 4%
、

5
.

8%
。

生物素标 记 抗
一 H B e 于

4℃保存至少 1 年
,

抗体效价不变
,

因而 是一

种较为理想的检测
e
系统的方法

。

对 18 4 例 H sB A g 阳性的血清 用 4 种 E L -

I S A 方 法平行 检 测 e 系 统
。

发 现 M c 一A BG
E LI s A 对 H B e A g 检出率最高

,

虽与其几种它

方法差别不显著
,

但说明一般常规 检 测 标 本

中
,

H B e A g 的含量也比较 高
,

因 而
,

可 能用

本文中的 4种 E L sI A 均可测出
,

但当遇 到低

滴 度 H eB A g 血清 标 本 时
,

M c一 A B--c E L招A

就会显示 出其高灵敏性的优势
。
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更 正

本刊 1 9 9 3 ,

庄广伦
、

方群
、

1 4 ( 3 ) 目次第 1 页倒 1行
“
选择性减胎术处理 4和 3 胎早期妊娠

”
遗漏了作者姓名

。

现补充
:

游泽山
,

等
。

目次第 “ 页错字
“
责任编争

”
应为

“
责任编争

” ,

倒 1 行英文顾问
:

施钦仁的英

文名称
“ S in sn es ” 漏 了 “ k ” 字 应 为 S ik sn en

s 。 封底版权页英文
“ J u en

”
应为

“ S eP t em ber
” 。

插 2 页
:

图 4

应为图 1
,

图 1 应为图 2
,
图 2 应为 3 ,

图 3 应为图 4
。

特此更正
,

并致歉意
。
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A P P L I C A T IO N O F E L I S A T E C H N IQ U E S U S IN G

M O N O C L O N A L A N D P O L Y C L O N A L A N T I B O D Y R E A G E N T S

L A B E L L IN G 丫V I T H B I O T IN F O R T H E D E T E C T I O N

O F H B e A g A N D A N T I一H B e

G a o Z h i l i a n g aY o J I Iu

(D e P a r tm e n t o f I n f e e t io u s D i s e a s e s ,
T h i r d A f f i l i a t ed H o s P i t a l )

A PP l i e a t i o n o f E L I S A t e e h n i q u e s u s i n g m o n o e l o n a l a n d P o l y e l o n a l a n t i一 H B e r e a g e n t s

l a b e l l i n g w i t h b io t i n w a s r e P o r t e d
.

I t s s e n s i t i v i t y 15 s im i la r t o R I A a n d h i g h e r t ha n M e -

E L I S A
.

A n t i一H B e e o n ju g a t e 15 s t a b l e f o r a t l e a s t o n e y e a r
.

T h e s u e e e e d o f s i n g l e w e l l a n d

o n e s t e P i n e u ab t i o n t e e h n i q u e s f o r the d e t e e t i o n o f H B e A g a n d a n t i一H B e d e P e n d e d o n u s i n g

M e A b r a t h e r t h a n P e A b fo r e o a t i n g
.

T h e r e fo r e
,

M e一 A B C 一 E L I S A 15 t h e e h o i e e o f m e t h od

fo r t h e d e t e e t i o n of H B e A g a n d a n t i一 H B e
.

Ke y w o r d s b i o t i n 一 a v id i n s y s t e m : m o n o e l o n a l a n t ib o d y : P o l y e l o n a l a n t i b od y : E L I S A :

H B e A g ; a n t i一H B e

。

新成果
.

动脉硬化性脑梗塞 ( 脑血栓形成 ) 遗传学系列研究

课题负资 刘悼霖

( 附属第一医院神经科 )

动脉硬化性脑梗塞 ( 脑血栓形成 ) 是严重危害人类健康常见疾病之一
,

遗传因素在本病发病机 制 中的作用

尚不清楚
。

作者针对这一问题把群体遗传学
、

生化遗传学
、

分子遗传学的研究方法结合起来
,

对动 脉 硬化性脑

梗塞这一常见的脑血管疾病的遗传问题
,

进行了多层次
、

多指标的综合研究
,

发现了低 H D L
一 C 及其亚组分

,

A P O A l 一 C l l l 一A I V基因簇变异是本病的重要危险因素
,

明确群体中本病为遗传度为 遵1 士 7 %
,

阐 明了遗传因

素在脑血管病发病机制中的重要作用
,

填补了国内空白
,

对脑血管病的发病及防治研究具有重要的科学意义
,

其成

果不仅具有理论指导意义
,

而且可应用于人群的普查
、

筛选
、

咨询
、

检测易感家族和个体
,

更好 地 防治脑血管

病
。

本研究成果具有先进性
、

创新性
、

实用性
,

处于国内外领先地位
,

该成果已获 1 9 9 2年国家教 委 科技进步奖

二等奖
。

( 陈丽芳 )


