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酶联免疫吸附试验在检测

登革免疫复合物应用
“
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提 要 采用 E IL S A 法检测登革热 (D )F 病人血清特异性免疫复合物
,

发现在发病 后 1 一 5天

内测出光密度 (O D ) 值为 2
.

2 2 士 0
.

02 ~ 2
.

5 5 士 0
.

00
,

而正常人及肝炎病人血清 O D 值均为 1
.

3 5 士 0
.

0 3
,

两者O D值比较有显著差异 〔 p < 0
.

01 ) ; 登革免疫复合物 O D 值判别界限为 1
.

78
,

登革热病人血清特异

性免疫复合物 O D值全部大于截断点 1
.

78
,

而肝炎病人或正常人血清 o D值无 1 例超过 1
.

78
。

可见 E L IS A

法检测登革热病人血清特异性免疫复合物特异性高
,

重复性好
,

对于研究登革特异免疫复 合 物在登革

出血热 (D H F )发病机制中的作用有一定意义
。

关幼词 登革热 登革出血热 特异性循环免疫复合物

登革免疫复合物在登革出血热发病机制中

的作用 日益受到重视
〔 ` ’ ,

然而其检测手段仍为

细胞放免分析及聚二 乙醇沉淀试验等非特异性

方法
汇“ 〕 。

酶联免疫吸附试验具有高度敏感性和

特异性
,

广泛用于多种疾病的研究
。

我们探索

将其用于登革免疫复合物的测定
,

结果显示以

多克隆登革抗体建立的 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

( E LI S A ) 对于研究特异性登革免疫复合物具

有一定价值
。

材 朴 与 方 法

材 料 ①多克隆登革抗体 ( 4D ) 军事

医学科学院病毒所制备
。

②辣根过氧化物酶标

记鼠抗人 I g G 卫生部生物制备
。

③底物 测

定时临时制备
,

联苯二胺 40 毫克
,

用p H 5
.

0磷

酸盐柠檬酸缓冲液 1 00 毫升溶解
,

临用时加 30 %

H
ZO Z

0
.

5毫升
。

④被测 血清 共 46 份登革热病

人血清
,

全部均经过病毒分离及免疫荧光试验

证实为登革 I 型
。

阴性对照为体检正常人血清

12 份以及肝炎病人血 清 13 份
。

血清 一 30 ℃保

存
。

检测方法 采用 E L IS A 间接法
。

1
.

包被杭体 ① 以 o
.

IM pH 9
.

5 碳酸盐

缓冲液按 1 :

25 。稀释多克隆登革抗体
,

包被于

聚苯 乙烯板
,

每孔 0
.

2毫升
,

置于 3 7 ℃两小时
。

②移去包被液
,

用含 T w ee n 一 20 的 pH 7
.

2 磷酸

盐缓冲液 ( P B S 一 T ) 洗涤 3 次
,

每次在室温下

放置 3 分钟
,

最后 1 次倒扣在滤纸上待干
。

2
.

加被检血清 ①用含 10 %小牛血 清 的

P B S汀 ( pH 7
.

2 ) 液将待检血清稀释 4 倍
,

每

份标本加两孔
,

每孔 0
.

2 毫升
,

室温下放置 2

小时凉干
。

同时设置有阳性及阴性孔作对照
。

②同上洗涤 3 次
。

3
.

加鼠抗人 gI G 一H R P 用含 0
.

1% 白明

胶的 p B S一T 液将抗 I g G 一 H R p 按 1 : 2 0 0 0 稀

释
,

每孔加 0
.

2 毫升
,

放置 37 ℃两小时
,

同上

洗涤 3 次
。

4
.

加 。 P D 每孔加新配制石。 PD 底物溶液

0
.

2 毫升
,

室温放置 15 分钟
,

再每孔加入 Z M

硫酸溶液 1 滴终止反应
。

判读结果 以酶免疫测定光密 度 阅 读 器

( M I N I R E A D E R 1 1 ) 4 9 0 毫 微米波长测定光

密度 ( O D 值 )
。

铸
卫生部科研基金资助课题

结 果

EU S A 检 测登革免痊复合物特异性

以本法检测 46 例登革血清
,

其免疫复合物

OD 值为 2
.

40 士 1
.

15
,

高于正常人 ( 12 例 ) 及
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12 4

肝炎病人 ( 场例 ) 的 OD 值
, t 检验两者有显

著性意义 ( p < 0
.

0 1
,

、 ,

而正常人血清与肝炎

加人血清 o D 值则无显著性差异
,

说明本法对

于检测登革免疫复介物有特异性 又表 1 )
。

表 1 E LI S A 检测登革免疫

复合物特异性

组 别
受检
人数

O D值范围
( X )

无 士 s

登革热

正常人

圳
二

炎

4 6 2
.

2 0~ 2
.

5 5

1 2 1
.

3 0~ 1
.

4 0

2
.

4 0 土 0
.

1 1苦

1
.

3 5 士 0
.

0 3苦爷

1 6 1
.

3 0~ 1
.

4 0 1
.

3 5 士 0
.

0 3

大子 1
.

78 可诊 断为登革免疫复合物阳性
,

少

于 1
.

优
一

可诊断为 阴性
。

从表 艺可以看出登革热

病人免疫复合物 O D 值全部大于截断点 1
.

78
,

而肝炎病人或正常人 O D 值全部少于 1
.

7 8
。

不同病日登革免疫复合物检测结果 不同

病 日抽血测定登革免疫复 合 物
,

以第 1 日最

高
,

其 O D 值为 2
.

5 5 士 O ; 以后逐 日下 降
,

至

第 5 日仍可测 出贷革免疫复合物
,

其 O D 值为

2
.

22 士 。
.

0 1 9 ;
病程第 1 一 4 日间 O D值结果有

显著差异 ( 尸 < G
.

O I )
,

而病程第 4 和第 5 日

间变化不大 ( p = 0
.

24 ) ( 表 3 )
。

表 3 不同病 日登革免疫复合物检测结果

F = 1 1 6 1
.

6 9 P < 0
.

0 1

关
登革热 分别与正常人及肝炎病人比 较

,

均为

护< 0
.

01
关
气卜常人与肝炎病人 比较

,
P > 0

.

05

病程
检测

例数
O D 值范围 又 士 s

第 1 日 2
.

5 5 士 0

E u s A 检测登革免疫复合物重复性

随机抽取 5 例登革热病人血清分别作 3 次

测定 ( 结呆见表 : )
,

其 。 D 了改变化不大 ( F

= o
·

2 2 , p = 0
.

8 0 )
,

重复性好
。

表 2 E L I S A 检测登革免疫

复合物重复性

标本编号
光密度 ( G D )值

第 1 次 第 2 次 第 3 次

1 2
.

5 5 2
.

52 2
。

5 2

2 2
.

3 5 2
.

2 5 2
.

2 0

3 2
.

乙4 2
.

3 5 2
.

3 5

4 2
.

4 0 2
.

4 0 2
.

4 5

5 2
.

3 8 2
。

40
·

2
.

3 4

平均值 2
.

4 0 2
·

3 8 2
·

3 6

方 差 0
.

0 0 7 0
.

0 0 9 0
.

0 1 3

F = 0
.

22 P > 0
.

0 5

登革热血清免疫复合物 0 0 值判别界限的

确定 根据王若涛
〔“ ,诊断界限确定 的 电 脑 程

序
,

输入 X
:

( 肝炎病人或正常人血清 。 D 平均

值 )
二 1

.

3 5 ,
S

;

(上述 O D 值标准差 ) 二 0
.

0 3
,

X
Z

( 登革热病人血清 O D 平均值 )
= 2

.

40
,

凡

( D F 病人 。 D 值标准差 )
= o

.

n
,

计算出截

断点 1
.

7 8 ( 假设
a = 0

.

0 1 ,

尽 = 0
.

0 2 )
,
O D值

2 日 1 5 2
.

4 0~ 2
.

5 5 2
.

4 6 士 0
.

0 4

3 日 1 2 2
.

3 7一 2
.

4 3 2
.

3 9 士 0
.

0 2

4 日 8 2
.

2 0~ 2
.

4 0 2
。

2 6 士 0
.

0 7

5 日 4 2
.

2 0~ 2
.

2 4 2
.

2 2 士 0
.

0 2

注
:

F = 8 2
.

4 6 P < 0
.

0 5

第 1 日与第 2 日比较
,
尸 < 0

.

0 1 ; 第 2 日与第 3

日比较
,

P < 0
.

0 1 , 第 3 日与第 4 日比较
,

P < 0
.

0 1 ,

第 4 日与第 5 日比较
,

P > 0
.

05

讨 论

免疫复合物导致补体激活消耗是登革免疫

病理机制中的重点
,

已用于解释登革出血热的

出血倾向
〔“ 〕。

然而检测登革免疫复合物的传统

方法均有不足之处
,

即非抗原特异性
。

1 9 8 7年

K u n 。 等
〔端’
研究应用 E LI S A 法检测人工 合成

登革 gI M 免疫复合物获得成功
,

为测定 特 异

性登革免疫复合物提供了可能途径
。

在本文实

验中曾设计用各型单克隆登革抗体包板检测免

疫复合物
,

但均告失败
,

其原 因可能与单克隆

抗体与抗原结合位点少致使吸附力差有关
;
而

用多克隆登革抗体进行检测获得成功
。

实验表

明用 E L I S A检测登革免疫复合物具有特异性和

重复性好的特点
。

据 R u a n g j i r a c h u p o r n 报 道
〔 2 〕 ,

Jll非特异



·

1 2 5
.

性的 R ja i 细胞放免法
, 8 。% D H F 病人血清可

测 出循环免疫复合物
,

其高峰筑出现在发病后

第 遴一 5 日
。

本文研究结果
,

发病 5 日内均可

测得免疫复合物与其他报进相似
,

但高峰犷汇却

以发病第 1 日为最高
,

以后随之下降
。

结果差

异原因有待进一步研究
。

近年来登革热在海南省及广州等地仍有流

行
,

深入开展登革免疫复合物在 D H F 发病机

理 中所起作用的研究有着现实意义
。
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