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( 传染病学教研室 )

针对病毒抗原的特异性 gI M 抗体的检测
,

在急性病毒感染的早期诊断上 的重要作

用
,

日益 受到重视
。

乙型病毒性肝炎 gI M核心抗体 ( gI M抗
一
H B 。

) 于急性早期出现
,

滴

度迅速上升
,

恢复期后 gI M 抗体逐渐被工g G 抗体所替代
。

因此
,

检测到高滴度 lg M 抗
一
H B 。 ,

对于确定急性乙型肝炎病毒感染
,

尤其是在急性期后 HB o A g 已经从血液中消失

的情况下
,

有着重要作用
。

此外
,

对于 H B S A g 携带者的急性非乙型肝炎的鉴别诊断
,

也是有十分重要的帮助
.

总体抗
一
H B 。 的检测

,

加上对表面抗原抗体系统及
e
抗原抗体系统的检测

,

应用在

流行病学调查上
,

能够帮助我们作出更为符合实际情况的估计
。

应用于乙型肝炎病毒感

染的诊断
,

病期与传染性的评价
,

都有重要的作用
。

本文介绍以辣根过氧化物酶标记抗
一
H B 。 ,

并把它应用于 E L IS A 系统
,

检测总体抗
.
H B 。 ,

及检测 lg M 抗
一
H B C .

这个 E L SJ A系统的敏感度接近 R I A 法的水平
。

在我国 目前

条件下
,

推广 R I A 法仍有 困难
,

E L IS A法具备的优点应该受到充分的重视
。

材 料 与 方 法

抗
·
H B c

来 自含高滴度抗
一
H B 。 的 H B o A g 携带者血清

,

以离子交换层析法 ( D E
一

52 ) 分离

gI G
。

lg G 抗一B 。
被浓缩成为 2

.

5毫克 /毫升
。

准备作辣根过氧化物酶标记用
。

H B e
A g

来自免疫抑制的H B o A g携带者的尸体肝脏
.

H B o A g 被含有 0
.

5肠小牛血清白蛋白
、

0
.

05 肠吐温 20
,

0
.

1肠叠氮钠的 0
.

02M
,

p H 7
.

2 磷酸盐缓冲液稀释成适当浓度的稀释液

备用
。

抗
一卜

绵羊抗人 I gM ( 重链 ) 血清的 Ig G ( 即 a nt i
一件

,

S e w ar ds L a b or at or ie 3 L dt ) 用于

包被固相支持物
,

以检测 gI M抗
一
H B co

固相支持物及其包被

固相支持物是采用 96 孔微量聚苯乙烯平扳 ( D y N A T E C H )
。

检测总体抗一B c 的

固相支持物是以 H B c A g 稀释液包被
,

检测 Ig M 抗
一
H B c 者

,

则以抗 , 血清的 稀 释液包

被
。

稀释用的是 0
.

0 2M
,

p H 7
.

6三经甲基氨基甲烷缓冲液
.

每孔放置 0
.

1毫升包被液
,

室

温下 3 天
,
然后以上述缓冲准洗涤 3次

,

再用含0
·

5肠小牛血清白蛋白的上述缓冲液加满
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每孔
,

置室温下一小时
,

吸除孔内大部份缓冲液后
,

以胶纸封闭微量平扳防 止 孔 内千

燥
,

于 4 ℃保存备用
。

抗
一
H B e的酶标记

辣根过氧化物酶以改良过碘酸钠法标记抗
一
HB c

。

具体过程如下
:

4 毫克 辣根过氧

化物酶 ( iS g m a
,

R Z 3
.

0 ) 溶于新鲜配制的 1毫升 0
.

3 M
,

p H S
.

1碳酸氢钠溶液
,

加人 0
.

1

毫升 1肠氟二硝基苯无水乙醇溶液
。

在室温下充分混和一小时后
,

加入新鲜配制的0
.

2毫

升D
.

IM过碘酸钠溶液
,

室温下混和半小时
。

移入透析袋 中
,

以 l m M
,

p 4H
.

4 乙酸钠缓

冲液 4 ℃透析过夜
。

同时
,

1
.

5毫升抗
一
H B c ( 2

.

5毫克 /毫升 ) 亦置于另一透析袋中
,

以

0
.

01 M
,

p H g
.

5碳酸钠缓冲液 4 ℃透析过夜
。

次 日
,

把 0
.

02 毫升 O
.

ZM
,

p H g
.

5碳酸钠缓

冲液加进经过处理的辣根过氧化物酶
,

提高到p H g
.

5左右
。

并立即与 1
.

3 毫升经过透析

的抗
一
H B c 混合

,

置室温下充分混和两小时
。

再加人 O
,

1毫升新鲜配制的 0
.

I M硼氢酸钠

溶液
,

置 4 ℃两小时以上
,

然后浓缩为约 1毫升左右
。

通过 2
.

6 X 4 0 厘米的 S eP h ar o se

6B 柱层析
,

洗脱液为含 0
.

1%小牛血清 白蛋白
,

5肠甘露糖的硼酸缓冲液
.

收集含有酶

标抗
一
H B c 的部份

,

以蔗糖 浓缩成约 3 毫 升左右
。

再用 结合 了正 常人血 清 及血 浆 的

S印 h ar os e C L 4 B亲和层析柱
,

去除其中的抗人成份
.

最后浓缩成约 4 毫升左右
,

保存

4 ℃备用
。

每次用于试验前配成适当的稀释液
。

稀释用 0
.

OZM
,

p H 7
.

4 磷酸盐缓冲液
,

含 1%小牛血清白蛋白
,

4 肠正常人血清
,

0
.

5 ~ 1毫克 /毫升的经过 63
`

1 5, 处理的人血清球

蛋 白
,

以及0
.

0 5肠吐温 20
。

不应含有叠氮钠
。

如用于检测总体 抗
一
H B c

,

则 不必含热 处

理的人血清球蛋 白
。

底物

底物必须新鲜 配制
,

置 黑暗中保 存
。

8毫 克 2
.

2, A iz n ) id ( 3 et h ly b e n就 h iaz of in

s u l f o n xe a e sd ) 溶于 1 0毫升 0
.

07 5M
,

p 4H
.

0 柠檬酸 /磷酸氢二钠 缓冲液
,

含 0
`

1毫升

2 0肠过氧化氢液
。

酶反应的终止液是 2 毫克 /毫升的氟化钠溶液
。

总体抗
一
H B c的检浏

按照竞争性抑制原理进行
。

一期法
:

0
.

0 8 毫升待检血清与 0
.

02 毫升
.

酶 标扮 H B c

稀释液
,

同时加进包被了 H B c A g的微量平板凹孔中
,

置室温下过夜
.

次 日于洗涤 5 次

后
,

每孔加底物 0
.

1 毫升
,

置黑暗中半小时
。

以氟化钠溶液终止酶反应
,

肉 眼 观 察 结

果
,

抗一 B c 阴性标本应呈现绿色显色反应
,

阳性标本则不显色
。

以分光光度计 41 5 n m

阅读吸收值
。

凡是吸收值低于正常阴性对 照 标本的 50 肠 ( 即抑制达 50 % 以上 ) 作为掀
H B c 阳性

。

二期法
:

基本上同一期法
,

但先加0
.

1毫升待检血清
,

于室温下过夜
,

次 日

洗涤 4 次后
,

加 0
.

1毫升酶标抗
一
H B c 稀释液

。

置室温下 3小时
。

洗涤 4 次后加底物
,

置

黑暗中半小时后终止酶反应
。

结果阅读同一期法
。

gI M抗
一
H B c的检浦

这是按照近年来才发展起来的特异性抗体
“

捕捉
”

原理设计的检测技术
。

已在许多特

异性 lg M 抗体的检测中应用
。

待检血清先用含有 0
.

5肠小牛血清白蛋 白与 0
.

0 5肠吐温20

的0
.

0 2 M p H 7
.

4 磷酸盐缓冲液稀释成 1 : 2
,

000
。

0
·

1毫升经过稀释的待检血清
,

置于已被

抗 , 包被的微量平板的凹孔中
,

室温下过夜
。

次晨以含 0
.

0 5肠吐温的磷酸盐缓冲液洗 涤

4 次
,

每孔加 0 : 1 毫升 H B 仁A g 稀释液
,

室温下 4 小时
。

然后在洗涤 4 次后
;

加人.0 1毫升

奋蓄

俗
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酶标抗
一
H B “ 稀释液

,

置室温下 3 小时
。

再洗涤 4 次后
,

每孔加 .0 1 毫升底物
·

置黑暗

中半小时
。

然后用氟化钠溶液终止酶反应
。

阴性标本不呈显色反应
,

阳性者呈绿色
。

以

分光光度计 阅读结果 ( 4 1 5 n m )
,

待检血清与正常阴性对照血清的吸收值之比 ( T/ N )

木于 ;
一

勃
阳性

。 _

- -

一
一

结 果

一
、

总体抗
一

BH
e 的检洲

·

正常人血清
,

已知抗
`
H B 。 为阴性 ( R I A法 )

,

以本 E IL s A 法检测 150 次
。

结果全

部均皇深绿色的显色反应
,

没有假阳性出现
.

急性恢复期高滴度抗一B c 阳性标准血清的稀 释系列
:

1 : 100
、

1: 1000
、

1 : 10
,

0 00
、

:1 20
,

0 00
、 `

1:5 0
,

朋。
,

分别应用一期法及二期法检测抗舰B c
。

从表 1
、

2 可见
,

一期法

的检测敏感度可达 :1 1
,

0 00
,

但是二期法的检测敏感度
,

则可以高达 1: 20
,

0 00
。

表 1 一期法检测抗
一
H B c

正常阴性

血清

抗
一

H B e 阳性标准血清稀释系列

功 0 1 : l
,

0 00 1 : 10
,

0 00 1 : 20
,

0 00 1 : 50
,

0 00

显色反应
+ + + 十

吸收道 2
.

8 1日

T/ N X 10 0肠 10 0肠

结果判定 一

0
.

17 3

6帕

+ + + +

2
.

79 1

9 8帕

2
.

78 9

9 8肠

2
.

8 10

100肠

表 2 二期法检测抗 一H B c

正常阴性

血清

抗
一

H B c 阳性标准血清稀释系列

: 100 1 : 10 00 1 : 10
,

0 00 1 : 20
,

00 0 1 : 50
,

00 0

显色反应

吸收值

T/ N x 100 肠

结果判定

1
.

95 3

10 0肠

0
.

152

8帕

+

0
.

2 3 5

12肠

+

+

0
.

3 58

18肠

+

1
.

00 9

5 2帕

对 99扮医院送检血清
,

同时用本 E LI S A 系统及常规的 R I A 法作平行试验
。

两种方法

的检测结果十分相近
。

仅
`

4 份血清以 R I A 法检测为阳性而 E L拐 A 法阴性
。

两者符合率

高达 96 肠
。

结果见表 3
。

表 3 E L I S A 与 R IA 法检测抗一B e 的比较

封
一9999

4
ǎ11à3OC

士

一
2。"

八O竹」6n)t

抗
一

H B e

E L I S A

R IA法
扒汁一 , 一一 , 叭甲 , 一一一一一 ,
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检洲中的应用 9

二
、

互乡渡 伙
一
下

7, e 钓脸测

对正常产
.

户洁
,

以本 E L IS A 系统检测 50 次
,

及有发现任何一次出现显色反应
,

即

没有 {坦现似阳性现象
。

选于李含高滴度 独M 抗
一
H B c 阳性血清作为阳性标准血清

。

把该血清订为含有 l
,

000单

位 片烦 抗召几 c 经过一系列的稀释
,

制备分别含有 10 0
、

50
、

2 5
、

10
、

5
、

3单位 gI M

抓 一巾沈 的阳 滩标谁血洁
。

用这系列阳性标谁血清
,

并以正常阴性血清作对照
,

进行本

价
·

玛八 系统价测 职M 一 H B c
的敏感度观察

。

这个系列的阳性标谁血清还被用作待检血清

的 班从 抗一 H B c
含量标准

。

敏感度观察的结果见表 4
。

表 4 E L玛 A 法检测 I只M 抗
一
H B c

正常阴性

刘
一

照血清

:西色反应

吸收值

T / N

0 9 0

对 13 3 价医院送检
一

血清
,

同时以本 E L IS A 系统及常规 R I A 法进行检测比较
。

结果
’

显示两者所得的结呆是十分近似的
。

详见表 5
。

表 5 E L侣 A 法与 R工A 法检测 烤M 抗
一
1主B c

屯M抗
一

H B c 100 u 5 0u 2 6u 10 u s u 3 u 一 共计

7 2 9 8 78 13 3

10 9 78 13 3

2l21E L IS A

R工A

讨 论

.
辣根过氧化物酶标记抗一 B c ,

使用不同的技术方法
,

既可以用于检测总体抗
一
H B c

,

也 可以川于检洞工gM 抗
一
H B c 。

敏感度接近固相放射免疫测 定 的水 平
。

这个 E L IS A 系

统简 单
`

、

方便
,

结果令人满意
。

但 目前在核心抗原的来 源与制 备上 的问题
,

妨 碍了它 的

广泛 )
、

花少{
。

热而
,

开展非 甲非乙型肝炎的研究
,

必须有 切实排除急性乙型肝炎的办法
,

工g M 抗
二
H B c 的检测就是一项十分重要的项 目

。

!亥心抗原问题是急待解决的
。

检测 gI M 抗
一
H B e 的 E L侣A 系统是十分放感的技术

。

经验 表明
,

达到 2 5单 位 以上

者
,

常提示为急性乙型肝炎
。

但 目前尚缺乏统一的诊断界线
。

此外
,

目前也缺乏统一的

阳性标准血洁
。

因此
,

确定一套阳性标谁血洁
,

调查较大量的不同类型的乙 型 肝 炎 患

者
,

制订合理的诊断标谁
,

也是需要解决的重要向题
。

总详抗
一
H要交 检测 ;

_

二: 川 J标禅液
、

洗涤剂以及血清等
,

都不应含有 叠 氮钠
。

叠 氮 钠

的存在 段大地降低了检测的敏感度
,

甚至使试验失败
。

一 期忿检测抗
一
H B c 虽 然 较 简便

,

{
;妇 一 欠大低于

一

二 J班从 应该推荞使用三期法以冬心 辛令
l斑脸放燕席

。



笼0 中 山 医 学 院 学 报 3卷

,
一

参 考 文 献

[ 1 1 S m it h A M
a n d R 5 T e d d er : J V ir o 1 M以h o d s 3 : 1

,

19 8 1

[2〕 R o g g e n d o r r M et a z : J e 一i n M i e r o b i o l 13 ( 4 )
: 6 l a

,

z g a l

侈〕吸 d d er R 5 a n d V犷11s o

-n C r o o m e R : J M e d V i r o l 6 : 2 35
,

198 0

( 本文的工作在英国M i d d les e x 医院完成 )

E L I S A S y s t e m f o r D e t e e t i o n o f A llt i一 B e

a n d I g M A n t i
一

H B e

Y a o 几 l u

印eP a r tm e nt o f I n fe : t i o u s D i s e a s e 。 ,
Z h o o g S h a n M e d i e a l C o l lge e )

A b s t r a C t

堪 G a nt i
一
H B e 15 p u r jife d b y D E

一
5 2 f r o m

一

h ; g h t it er e o n v a le s e en t P a t i e n t

ser um an d 15 4ab e l le d w it h h or s e r a d i s h P er o x i〔 la s e
.

E习 z y m e l a b e l l e d a nt ~i H B e 15 u s e d f o r d e t e ct i o n o f t o t a l a n t i- H B e b y E L IS A

s y就 e m (e o m g e t儿 i v e m e th o d ) a n d u s e d f o r

由t e e t i o n o f I g M a n t i
一
H B e

by E LI S A

yS st e m ( a n l ib o d y c a P t u r e a s s a y )
.

T h e d e t e e t a b l e
_

le v e l o f b of h a nt i
一
HB e a n d gI M a n t i- H B e

aer
e l o s de t o

ht
o s e o f R I A

.

( T h i S w o r k w a s e a r r i e d o ut i n t h e D eP a r t m e n t o f iV r o l o即
,

M id d l e s e x

物 SP it a l M e id e a l S e h o o l ; L o n d o n ,

U
·

K
·

)


