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快速斑点
一E IL S A 法测定体液 (斑 )

血 型 的 建 立
带

周 斌 郭景元 汪传喜

( 法医系物证教研室 )

陈 建

( 司法部司法鉴定科学技术研究所 )

提 要 本实验应用A B H酶标单克隆抗体
,

通过斑点E IL s A
,

快速进行体液和体液斑的血型测定
。

在实验中
,

将待测抗原滴在硝酸纤维膜上
,

然后将膜分别放入坑 A
、

抗 B和抗H 酶标单克隆抗 体 中
,

再

加二氨基联苯胺底物
。

抗原抗体反应 阳性部位将出现一个洁晰的棕褐色斑点
。

我们共测定 5 21 份检材
,

结果均正确
。

本方法准确
、

简便
、

灵敏
、

快捷
,

结果易观察
,

不需特殊仪器设备
,

30 分钟内即可 获 得

结果
。

其灵敏度比常规的中和试验
、

吸收试验高很多
。

1 0
一 4一 1 0

一`稀释的唾液
、

所谓非分泌型 人 唾 液

用此方法仍能测定血型
。

关健词 A B H酶标单克隆抗体 斑点
一

E IL S A A B O血型 体液斑

在法医学上体液 (斑 )的血型测定一般常规 上
,

室温凉干
,

装信封内保存备用
。

应用中和试验
、

吸收试验
、

解离试验及混合凝集 精液从本校附属第一医院检验科收集
,

用

反应
〔` ’ 艺 , 。 这些试验既耗时

,

又需较高的技术
,

中和试验测其血型后
,

沸水浴中煮 5分钟
,

置

且要新鲜标准红细胞指示结果
。

本实验系应用

我们 自己提纯酶标的 A B H酶标单克隆抗体
〔“ ’ ,

利用斑点 E L ls A简便
、

快速
、

灵敏等优点
,

来

进行体液 ( 斑 ) 的血型测定
。

通过颜色变化直

接判断血型
。

材 朴 与 方 法

一
、

A B H酶标单克隆抗体 由作者自己制

备
〔” 〕 。

二
、

硝酸纤维膜 购自浙江省黄岩人民化

工厂和美国 is g m a 公司
。

三
、

检材的收集
、

制备和保存 唾液由已

知血型的本教研室工作人员及进修 班 学 员提

供
。

沸水浴煮 5 分钟
,

放入
一 30 ℃冰箱内备用

。

A

型 3 5例
, B型 2 9例

, 0型 3 0例
,

A B型 1 5例
。

唾液斑制备 将 以上人员的唾液滴在滤纸

.
获 1 9 9 0年广东省科技进步一等奖

,

为该奖项主

体论文
,

并获我校第三届中青年优秀论文二等

奖 ( 1 9 8 9)
。

该研究成果
“
酶标血型测是试剂盒

及其制备方法
”
获国家发明专利

一
30 ℃冰箱内备用

。

共收集 A 型 14 例
,

B型 14 例
、

0型 7例
,

A B型 8例
。

精斑制备 取上述精液约 l m l滴在纱布或

滤纸上
,

室温凉干
,

装信封内备用
。

阴道分泌物由本校附属第一医院妇产科用

棉签收集
,

室温下凉千
,

用中和试 验 测血 型

后
,

室温下保存备用
。

A型 8例
, B 型 10 例

,
0

型 5例
, A B型 3例

。

四
、

体液斑的预处理 剪取 A
、

B
、

O
、

A B

型人体液斑 (精斑
、

唾液斑或阴道分泌物 )少许
,

约 0
.

2~ 0
.

4c m 忿 ,

剪碎后
,

加抗原稀释液 2 0 0卜1
,

室温放置 5分钟
,

后用旋涡混 合器 搅 拌 5 分

钟
,

取上清液备用
。

五
、

斑点 E LI S A操作方法 ①抗原稀释后

滴在硝酸纤维膜上
,

每滴约 20 川
,

放置 3分钟
。

②将膜放入牛血清溶液中 5 分钟
。

③反应膜放

入经合适稀释的酶标抗体溶液 中
,

反 应 0] 分

钟
。

④反应膜放入洗涤液中
,

洗 2分钟
。

⑥取出

膜
,

滴加二氨基联苯胺底物溶液
。

⑧用清水洗
。

⑦观察结果
,

在反应膜上出现棕揭色斑点的为
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阳性
,

无色则为阴性
。

反应膜可长期保存
。

亦

可照相
。

六
、

灵敏度测定 ①用不同浓度唾浓测定

血型
,

取 A
、

B
、

O
、

A B 型唾液
,

用抗原稀释液

稀释成 10
一 2 、 1 0

一 8 、 1 0
一 4 、 1 0

一。 、
1 0

一 。
等不同浓

度
。

然后用斑点E LI s A方法测定血型
。

②测定

非分泌型人唾液的血型 取已知 A 型非分泌型

人睡液 3例
,

B型 2例
,

o 型 4例
,

用斑点E LI S A

测定血型
。

七
、

盲测 取 40 例已知血型的唾液
、

唾液

型
。

检材时问为 1 年以内
。

八
、

实际检案 99 例送检案例检材
,

唾液

斑 38 例
,

精液和精斑 61 例 ( 包括混和斑 )
,

用

斑点 E LI S A测定血型
。

斑
、

精液
、

附表

精斑检材
,

交由他人编号后测定血

斑 点 E L I S A

结 果

一
、

已知检材测定结果 用抗A
、

抗 B及抗

H 酶标单克隆抗体测定体液斑和体液血型的结

果
:
阳性反应在抗原滴加部位出现清晰的棕褐

色斑点
。

在测定17 8人 5 21 份不同时间的体液斑

和体液检材中
,

核对所有结果均属正确
。

灵 敏 度 测 定
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二
、

用 斑 点 E LI SA测 定 血 型 灵 敏 度

2 0
一 `

~ 1 0
一 6

稀释的唾液
,

即 0
.

0 0 0 1拼l 新鲜唾液

即能侧出血型 ( 见附表 )
,

随着唾液稀释度的

增加
,

斑点的颜色也逐渐变浅
。

已知非分泌型人
,

用中和试验未能测出唾

液
,

精液中血型物质
,

用此方法仍 能 测 出 血

型
。

三
、

盲测结果 盲测 40 例
,

检材时间为 1

天至 1 年
,

结果判断全部正确
。

四
、

实际检案结果 唾液斑 38 例
,

测得 A

型 1 3例
、

B型 1 2例
、

o 型 1 1例
,

A B型 3例
。

精液

和精斑 (包括混和斑 ) 61 例
,

测得 A型 15 例
、

B 型

20 例
、

o 型 19 例
,

A B型了例
。

以上检材 同 时 由

他人用其他方法测定
,

两者结果相符
。

讨 论

本文描述了一种应用酶标A B H单克隆抗体

斑点 E LI S A法快速进行体液和体液斑的血型侧

定方法
。

用此方法测定体液和体液斑的血型
,

30

分钟内即可得出结果
,
通过结合在抗体上的酶

作用底物出现颜色变化来直接判断血型
。

作者

在本文中直接将酶标记在 A B H单克隆抗体上
,

从而使反应时间比 C e c k a ￡̀ ’
的少很多

,

其操作

也更为简便
,

不需第二抗体
。

本实 验 灵 敏 度

极高
,

当唾液稀释为 1 0
“ ` ~ 1 -0 ”

时
,

仍能得到

满意的结果
。

这与C e c k a 和 B O l t o n 仁“

服道的灵敏
度相近

。

当用中和试验
,

吸收试验测不出血型

的非分泌型人唾液
,

用此方法仍能得出正确结

果
。

在本文中
,

由于抗原
,

抗体反应时间短
,

仅

用 10 分钟
,

所以
,

我们采用
,了较高浓度的酶标

抗体
。

为了防止非特异性吸附
,

我们采用 了小牛

血清来进行封闭
,

抑制抗体的非特异性吸附
,

降低反应膜的背景颜色
。

在实验中
,

唾液的稀

释度一般以 1 ,

20 0~ 1 ,
50 0为较佳

。

在检案工作中
,

我们发现有些新鲜唾液或

精液检材
,

在阴性部位也有少量的颜色反应
,

从而影响结果判断
。

我们将新鲜体液经沸水浴

加热 5分钟后
,

这些阳性反应即消失
。

估计可能

由于新鲜体液中含有内源性过氧化物酶活性
,



.

3 5
.

从而催化底物显色
。

因而
,

对新鲜体液的血型

测定
,

最好预先加热 5 分钟
。

从而破坏过氧化

物酶活性
。

在现场测定亦可加过氧化氢处理 5

分钟后再进行血型测定
。

在测定中
,

如抗 A
,

抗B和抗 H 3 种抗体颜

色均较浅或无色时
,

则可将体液稀释度调整为

1 : 1 0
产、 1 :

50 后
,

重新测定
。

A和 B型人体液与抗

H 有不 同程度的反应
,

有些较强
,

有些较弱甚

至无颜色反应
,

但 0 型体液则均有反应
。

综上所述
,

应用斑点 E L sI A测定血型
,

具

有简便
、

快速
、

灵敏
、

特异
、

结果易观察
,

无

需特殊仪器等优点
。

整个过程 30 分钟内即可完

成
,

所需试剂易保存携带
。

因此
,

用此方法测

定血型
,

可代替过去常规的中和试验等
。
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