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H B S A g的酶标记及其在检测

抗一 H B s
的E IL S A系统中的应用

姚 集 鲁

(传染病学教研室 )

抗
一 H sB的出现

,

标志着 H B V感染者已经清除了 H sB A g ,

并产生了对 H B V 的一定

程度的免疫能力
。

目前我国使用的被动血凝法检测抗 一 H sB
,

敏感度不太高
。

应用 RI A

法检测的敏感度高
,

但 限于条件
,

我国尚难 以广泛采用
。

本文报告一种 E L IS A系统
,

用

改良过碘酸钠法以辣根过氧化物酶 ( H R P O ) 标记 H sB
,

按双抗原夹心法原 理 检 测 血

清 中 的抗
一 H B s 。

检测的敏感度可达 0
.

04 国际单位抗 H B s的水平 (相当于 含 高 滴度 抗

一
H B s 的 恢复期 血清 1 : 5 0 0 0的水平 )

。

材 抖 与 方 法

H B s A g 的纯化

纯化的 H B s A g用于包被固相支持物及用作酶标记
。

H B s A g来自含高滴度 H B s A动勺

携带者血清
,

经 1 0。 火 5 厘米 S e p h ar os c 6 B枉层析
,

并以 X m 1 00 A滤膜超滤
,

用氯化艳密

度梯度超速离心 ( 1 24
, 。。 0 9

,

每次 3 天
,

共两次 ) 收集含 H B s A g的区带
,

制备 成 含量

为 10 毫克 /毫升的 H B S A g制剂
。

固相支持物的包被

固相支持物采用 96 孔聚苯乙稀微量 平板 ( D y n a t e c
h)

。

H B s A : 以。
.

02 M
, p H 7

.

6

T R IS /H C I缓冲液稀释 为 1 : 2 0 0 0 ,

每孔放 0
.

1毫升
,

置室温下 3 夭
,

以 0
.

o ZM
, p H 7

.

6

T R ls/ N a c 1ZH
c l缓冲液洗涤 3 次后

,

每孔加满含。
.

5 %小牛血清 白蛋 白T R IS 缓冲液
,

置

于室温下一小时
,

以封闭未被 H价 A g包被的部位
。

于吸除大部分孔中的缓冲液后
,

用胶

纸封盖微量 平板防 止干燥
。

置 4 c 储存
。

并经证明在保存达半年之久仍然有效
。

H B
s A g的酶标记

H B
s A g的酶标记采用改良过碘酸钠法

R Z 3) 进行同样的处理
。

具体方法如下
:

。

分别对 H B s A g及辣根过氧化物酶 ( H R P O
,

0
.

1毫升 H B s A g ( 10 毫 克 /毫 升 ) 与 2 毫 克
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H R P O 分别溶于新鲜配制的 1毫升 o
.

3M
,

P H S
.

1碳酸氢钠溶液
。

分别加人 0
.

1毫升 1 % 氟

二俏推苯无水乙醇溶液
,

室温下置滚动混合器上充分混和一小时
。

然后分别加入 。
.

2毫升

折鲜配制的。
.

I M过碘酸钠溶液
,

混合半小时
。

分别移人透析袋中
,

以 1 0 0 0毫升 o
.

o 01 M
,

1
’
H 4

.

4乙酸钠缓冲液于 4 ℃透析过夜
。

次晨
,

经过处理的 H B s A g移到 o
.

01 M
,

P H g
.

5碳

艘钠缓冲液
, 4 ℃ 下继续透析两小时

。

经过处理及透 析的 H R P O
,

加 人 约 0
.

02 毫 升

。
.

2M
,

P H g
.

5碳酸钠缓冲液以提高到 F H g
.

5左右
。

然后 立即把经过处理 的 H R P O 和

川劣s 八 g乳
一

己合
,

室温下置滚动混合器
_

}: 充分混和两小时
。

再加入。
.

1毫升新鲜配制的。
.

I M

哪篮酸钠溶液
,

摇匀后 置 4 ℃两小时以上
。

再经过 1 5 x 1
.

6厘米 eS p h ar os e 6 B柱层析
,

把游离的未标 记的酶 (第二峰 ) 从 已被酶标记了的 H B s A g (第一峰 ) 分离开
,

收 集 酶

标记了的 H B s 八: 部分
,

以蔗 糖浓缩为 2
.

5毫升左右
。

保存于 4 ℃备用
。

经棋盘滴定
,

选择 1 : 1 00 的稀释度作为实际检测时应用
。

即一次标记量可检测约 2 5 0 0份标木
。

经过

侧试表明
,

浓缩的酶标 H B s A g在 选℃ 下经过 9 个月
,

其活性仍无大改变
。

酶标 H B s A g的稀释液

协次检测应用前配制成 1 :

10 。酶 标 H B s A g 稀 释 液
。

稀 释 用 o
.

02 M
, p H 7

.

4

l)j 巧 / T W E E N缓冲液
,

含 1 %正常 人血洁及 1 %小牛血洁白蛋白
。

底物

酶的底物溶液在每次应用前新 鲜 配 制
。

以 8 毫 克 入 B T S 〔 2 , 2 `
八

2 1二 。
一 id ( 3

。 、 11 0 1 b e n Z t h i a Z o l i n S u 一f o n i e a e i d ) 〕 溶于 x o毫升 o
.

o 7 5M
,

P H 4
.

o柠檬酸 /磷酸 氢二

钠缓冲液 ( 含 0
.

1屯升 20 %过氧化氢 )
。

铸孔用 0
.

1毫升底物溶液
,

酶反应终 众液为 2 毫

少乞/ 注升
·

布愁化钠溶液
。

试验方法

吸除包被了 H B s A g的微量平板孔中的缓冲液之后
,

加入 。
.

1毫升待检血洁
,

室温下

放 i叹过夜
。

次 日以 。
.

02 M
,

p } { 7
.

4 P B S / t二 c 。 n 缓 冲 液 洗 涤 5 次 后
,

加 0
.

1毫 升酶 标

l川
: 人: 稀释液

,

室温下放置 3 小时
,

洗涤 5 次后
,

加。
.

1毫升底物溶液
,

置黑哈中半小

时
,

以 。
.

2毫升抓化钠溶液终止酶反应
。

肉眼观察显色反应 (无色为阴性反应
,

阳性反

成则呈绿色 ) 或 以分光光度计 ( 4 15n m ) 阅读吸收值
。

待检血清吸收位与阴性对照 血清

吸收值之比 ( T / N ) 大于 2 者为阳性
。

结 果

日
、

{
曰污人血消 (抗一 H价 已知为阴性 ) 及钉毫升 含 0

.

1 , 0
.

04
, 。

.

02 国 际 J丫毛位 抗

川川示川 血洁
,

甲本 E L IS A 系统检侧
。

同时
,

又以含高滴度抗
一 H sB 的恢复期 阳性对

袱血洁 (约 !
:

日当于疥毫升含 2 00 国际单位 ) 的一系列稀释
,

进行测试
。

结果见附表
。

试脸结果表明
,

应用术 E L巧 A 系统检测抗
一H sB 的敏感度

,

肉眼测定可达 0
.

1国际



表 H Bs Ag的酶标记及其在检测抗
一 H B。的 E LSI A系统中的应用

单位
,

如 以分光光度计阅读
,

可 以达到。
.

04 国际
一

单位的水平
。

试验血清 显色反应 吸 收 值 T /N

正常阴性血清
0

.

1国际单位 /毫升

。 .

04 国际单位 /毫升
。 .

0 2国际单位 /毫升

0
。

0 6 3

0
。

3 2 8

0
。

1 4 3

0
。

1 0 2

高摘度抗
一H B s阳性对照血清

: 1 0 0

: 1 0 0 0

: 2 0 0 0

: 5 0 0 0

2
。
8 4 6

O
。

6 2 3

0
。
3 6 0

0
。

1 2 3

4 5
。
2

1 0
。

0

+十+

讨 论

术文的结果表明
,

辣根过氧化物酶标 记 到 H B s A g 上
,

并 用 于 检 测 抗
一 H 已: 的

E L I S A 系统
,

检测敏感度能达 。
.

1一 0
.

04 国际单位的水平
。

到底在血清中 含有 多高浓变

的抗一 H B S
才能认为对 H B V 感染有免疫力

,

迄今 尚无统一意见
。

但一般认为 如果 血护
,`了

抗一 H B s
水平达到每毫升 0

.

05 国际单位
,

就可能有一定程度免疫能力
。

由此
,

本系统检

测抗一 H sB
,

基本上能满足一般临床及流行病学调查的要求
。

不同浓度的 H B s A g包被固相支持物
,

对检测抗
一 H B s 的教感度有影响

。

通过棋盘滴

定表明
, 1 : 2 0 0 0最为理想

。

但稀释达 1 : 1 0 0 0 0时
,

敏感度仍然可达 0
.

1国际单位的水

平 (分光光度计阅读结果 )
。

用于酶标记的 H B s A g
,

在标记过程中的处理亦十分重要
。

最初
,

只对辣根过氧化

物酶用氟二哨基苯及过碘酸钠处理
,

然后与 H B s A g反应
,

结果标记并不理想
。

后来
,

在处理辣根过氧化物酶的同时
,

亦分别用氟二硝基苯与过碘酸钠处
’

理 H B s A g
。

然后洲:
-

让处理过的酶和 H B s A g混合
。

这种处理获得的酶标记 H sB A g比较理 想
。

这 种酶 标 抗

原
,

在 4 ℃ 下保存相当稳定
,

经过 9 个月的储存后
,

检测抗
一 H sB 的敏感度仍能维持在

0
.

1国际单位的水平
。

(本 文的工作在英国 M记 d lc s e x 医 院病毒学系完成 )
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E n z y m e 一 l a b e l l i n g o f H B SA g a n d A P P l i e a t i o n o f

t h e C o n j u g a t e t o t h e E L I S A S y s t em f o r

D e t e e t i n g A n t i ee H B s

Y a o J i l u

( D e p a r t m e n t o f I n f e e t i o u s D i s e a s o s ,

Z h o n g S h a n M e d i e a l C o l l e g e )

A b s t r a e t

I { B s 了\ g h ; 5 b o e 且 1: b o l l c d w i t l l h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e s u e e e s s f u l l J b J

t h o rn e t h o d p r e s e n t e d b y N a k e n a & I又a w a o i w i t h s o m e m o d i f i e a t i o n s .

`

r h e e o n j u g a t e 1 5 s t a b l e f o r 皿 o r e t h a n 9 m o n t h s w i t h o u t s i g n i f i e a n t

e h a n g e i n a e t i v i t丁
.

T h e d e t e e t a b l e l e v e l o f a n t i一 H B s 15 u p t o 0
.

0 4 I u

p e r In l s e r u m a n d 15 t h o u g h t t o b e s a t i s f a e t o r y f o r e l i n i e a l a n d e p i d e m i -

0 l o g i e a l i n v e s t i g a t i o n 。


