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用 E L sI A 进行A B 型体液与A

和 B 型混和体液的鉴别
周 斌 郭景元

( 法医物证学教研室 )

扭 要 A B型人体液中
,

在伺一血型物质分子上
,

同时含有 A 和 B 抗原活性
。

我们应 用 这一研究

结果
,

用酶联免疫吸附法 ( EL sI A ) 来进行A B型体液 ( 斑 ) 与 A 和 B型棍和体液 ( 斑 ) 的血型测定 和

鉴别
。

用单克隆抗 A 或抗 B 抗体进行包被
,

通过用人抗 A
、

人杭 B 抗体和酶标抗人 IsM 来 进 行 A 和 B

血型物质的定量分析
。

用这种方法 10
,

000 倍稀释的体液仍能测出
。

A B型体液 ( 斑 )
,

在单克隆 抗 A 或

者抗 B 包被板
,

能同时测出 A 和 B 型血型物质
。

然而
, A和 B 型混 和 体 液 ( 斑 )

,

在相应的抗体包被

板上
,

则只能测出相应的一种血型物质 A或 B
。

关锐饲 A B O血型 体液 唾液 精液 酶联免疫吸附法

在法医检案工柞中
,

常会遇到A B。 血型测 10 分钟后
,

置冰箱内备甩
。

将上述人员的唾液

定
,

一般通过吸收试验
、

解离试验以及混和凝

集反应就能进行分型
。

但在实际工作中
,

遇到

的检材多数并非单一的体液
,

而是两种或者两

种以上体液的混和物
。

特别是强好案的鉴定
,

阴道内提取的检材常常是由男性精液与女性阴

道分泌物的混和物
,

要从混和物中判断各自的

血型
,

目前仍较困难
,

本文试图应甩酶联免疫

吸附双抗体夹心法来进行 A B 型体液 (斑 )与A
、

B 型混和体液 ( 斑 ) 的血液测定和鉴别
。

材 杆 与 方 法

一
、

抗血清
1

.

抗 A
、

抗 B 单克隆抗体 由司法 部 司

法鉴定科学技术研究所陈建赠送
。

2
.

人抗 A
、

人抗 B 血清 从本校 附 属第

一医院输血员中分离
,

选其效价高
,

特异性好

的血清置冰箱备甩
。

寻找合适的人抗血清是本

实验的关键
,

要求阴性孔吸 光度 值 在 。
.

1 以

上川
。

3
.

羊抗人 I gM 酶标抗体 由北京市生物制

品研究所购买
。

二
、

检材的收集
、

制备与保存

唾液由本教研室已知 A
、

B
、

A B 分 泌型

工作人员及进修班学员提供
。

A 型 18 例
,

B 型

玲例
, A B型 18 例

。
收集后

,

置沸水浴中加热

吸 2 00 衅
,

置滤纸上
,

室温凉千保存
。

精液从本校附属第一院检验科收集
,

用中

和试验检测血型
,

收集 A
、

B
、

A B 分泌型人精

液置冰箱内备用
。

收集 A 14 例
,

B 型 14 例
,

A B 型 8 例
。

取上述精液 约 l m l
,

置纱布上
,

室温凉干保存
。

阴道分泌物棉签由本校附属第一医院妇产

科收集
,

室温凉干
,

甩中和试验测其血型后选

A
、

B
、

A B 分泌 型人阴道分泌物棉签
,

置室

温保存备用
。

A 型 8 例
,

B 型 10 例
,

A B 型 3

例
。

三
、

体液斑的处理

剪取 A
、

B
、

A B 型体 液 斑 ( 精 液 或 唾

液 ) 约 1 平方厘米 ( 含体 液 约 2 0衅 )
,

剪碎

后
,

将 A B 型放一试管内
,

A 和 B 型放另一试

管内
,

各加 BP 乐 T w ee n l m l ,

微量旋涡混合器

混合 10 分钟后
,

移入 4 ℃冰箱 过 夜
,

离心
,

取

上清备用
。

将体 液 用 BP S一 T 稀释为 1 / 1 0
,

1 / 100
,

1 / 1 0 0 0 0 的稀释度
,

将体液斑 稀 释为 1 / 50
,

i / 5 0 0
, i / 5 0 0 0

, 1 / 5 0 0 0 0的稀释度
。

四
、

E L ISA操作方法

取单克隆抗 A
、

抗 B 用 O
.

05 M pH g
.

6碳酸

纳液稀释后包被
,

每孔 1 0 0衅
,

室温 2 小时
。

后加 l % B S A -
P马5 20 0件1/ 孔

,
3 7 ℃ 6 0分 钟

。
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加垃稀释的休液等检材
,

1 00 口 /孔
,

37 ℃ 30 分

钟
。

用 P B s一洗板 7 次
,

每次 6 分钟
。

角孔加

1 00 衅经 B s A 一P B s 合适稀释的人 抗 A 或 人 抗

B
,

室温反应 1 小时
。

用 P B S一 T洗板 7 次
,

每

次 6 分钟
,

每孔加 1 00 口 经合适稀 释 的抗 人

gI M酶标抗体
,

37 ℃40 分钟
。

甩BP S一T 洗板 7

次
,

每次 6 分钟
,

用卫生纸将板拍千后
,

每孔

加10 。尸邻苯二胺底物
,

避光放置 30 分钟
,

加

5 0林12 0% H : 5 0
`

终止反应
,

室温放置 1 5分钟后
,

用D G 一 3 0 2 2型酶联免疫检测仪在峨g on m 进行测

定
。

五
、

结果刹断

用每次已知 A 十 B 混和液 ( 斑 ) 的阴性孔

oD 值的均数加 3 个标准 差 ( 面阴
+ 3sD ) 作

为阳阴性的临界值
,

超过此值为阳性
。

另外
,

用坐标纸以横坐标作为检材稀释度
,

纵坐标为

O D值作图
。

实 验 结 果
.

用 E L I S A 法与中和试验检测体液 A B O

血型的敏感性比较
〔“ ’ 。

A 型
、

B 型体液在中和试验时
,

当用相同

效价的人抗血清测定
,

检材稀释到 1 28 ~ 25 6倍

时
,

就不能测出阳性结果
。

但 用 E LI s A 测定

时
,

检材稀释 5 0 0 0~ 1 0 0。。倍时
,

多数仍能得

出阳性结果 ( 见表 1 )
。

可见 E LI S A比中和试

验灵敏度要高
。

2
.

A B型体液 ( 斑 ) 与 A 型和 B 型混和体

液 ( 斑 ) 的血型测定和鉴别
。

本实验共检测体液 ( 斑 ) 检材 1 85 例
,

其

中包括唾液及唾液斑 95 例
,

精液 ( 斑 )
、

阴道

分泌物 90 例
。

在单克隆抗 A 包被板
,

A B 型体

液即能检出 A
,

也能检出 B 型 血 型 物 质
,

而

A + B 型混和体液则只能检出 A 型血型物质
。

在单克隆抗 B 包被板
,

A B型人不仅能检出 B ,

而且能检出 A 型抗原活性
。

而 A 十 B 混和体液

则只能检出 B 型抗原活性 ( 见表 2
、

图 1 , 2 ,

3 , 4 )
。

这是由于 A B 型人在同一血型物质分

子上
,

同时含有 A 型和 B 型抗原活性
` 3 ’ 〔毛’ ￡6 ’ ,

所以
,

当用抗 A 或抗 B 包被时
,

A 和 B 抗原同

表 1 中 和 试 验 与 EL IS A 敏 感 性 比 较

检材稀释度

A 型 体 液 B 型 体A 型 休 液 B 型 体 浪

1八 0 2 / 1 0 0 1八 00 0 1 / 1 0 00 0 z八 0 1八 00 1 / 1 0 0 0 1八 0 0 00

中和试验

十 十 十 土

E L IS A

人抗 A

人抗 B

人抗 A

人抗 B 十 士

表 2 B A型体液 ( 斑 ) 和A型
、

B型混和体液 ( 斑 ) 的测定结果

检材稀释度
单 克 隆 抗 A 包 被 板 单 克 隆 抗 B 包 被 板

i / 1 0 1 / 1 0 0 1 / 10 00 1 / 10 0 00 空白 i / 1 0 2 / 100 1 / 10 00 1 / 10 00 0 空白

A + B

体液 (斑 )

A B

体液 (斑 )

人抗 A 忿+ +

人抗 B 一 一

人抗 A + 十

人抗 B + +

+ 士

+ 十
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图 1 在单克隆抗 A 包被板上
,

用人抗 A
、

人抗 B

测定 A + B型体液的 O D值

人抗 A一
。

一 人抗 B 一
。

一

图 4 在单克隆抗 B 包被板上
,

用人抗 A
,

人抗 B

测定 A C型体液的O D值

人抗 A 一
。

一 人抗 B 一
。

一

时被吸附
,

而 A 十 B 型体液由于 A 和 B抗原是

在二个分子上
,

则只能检出包被抗体相应的抗

原
。

( 感谢司法部司法鉴定科学技术研 究 所 陈 建同

志
,

上海市中心血站卢月香同志
,

长春生物制品研究

所曾国华主任在实验中给予的大力协助 )

图 2 在单克隆抗 A 包被板上
,

用人抗 A
、

人抗 B

测定 A B型体液的 O D 值

人抗 A 一一 人抗 B 一
。

一
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图 3 在克隆抗 B包被板上
,

用人抗 A ,

人位 B 测

定 A + B 型体液的 OD值

人抗 A 一
,

一 人抗 B 一一
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