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一步夹心法检测 H BS A g 的高灵敏度

单克隆试剂 E L ISA 技术

姚集鲁 郑锡澄 郭万里

(病毒性肝炎研究室

在病毒性肝炎防治工 作 中
,

H sB A g 的 检

测至为重要
。

我国近几年来的 H B s A g 检 测 技

术有很大进步
,

但目前仍有不少间题
。

放射免

疫技术仅能在少数研究单 位 应 用
。

E LI S A 试

剂仍不理想
,

检测过程采用二步孵育法
,

费时

费力
,

酶标记抗体消耗量大
,

不利 于 推 广 普

及
。

本文介绍一种新的单克隆试 剂 E IL S A 技

术
,

以一步孵育夹 心 法
,

使 H B s A g 的检测时

间缩短
,

操作简化
,

酶标抗体大为节省
,

灵敏

度明显提高
。

止酶反应
,

阳性孔从蓝色转变为黄色
,

用酶标

阅读器置 45 0 n m 下 阅 读光吸收值
,

S /N 值超

过 2
.

1 以上时为阳性反应
。

结 果

对正常人 H B v 标志物 阴 性 血 清
,

以 及

H sB A g阳性标准血清稀释系列
,

进行灵敏度测

试
,

检测 H B s A g 的灵敏度可达 1 ~ 3 n g H B s A g /

m l i为水平
。

见表 1
。

表 1 检测 H sB A g 的灵敏度

材 朴 与 方 法

单克隆抗
一H B s H 3 F S 株杂交瘤 细 胞

,

接

种雄性 B al bc/ 小鼠获得的腹水
,

以饱和硫 酸

按沉淀法分离含有抗
一 H B s 的球 蛋 白

,

经预试

后确定以 1 : 3 0 0 0 的稀释液
,

作为固相载体的

包被抗体液
。

另一株单克隆抗书B “ 杂交 瘤 细

胞 D ZH S 株接种小鼠
,

产生的腹水用 D E 一52 分

离 gI G 抗
一 H B S ,

与过氧化物酶偶 合
,

作 为 酶

标记抗
一H BS 用于本 E LI S A 系统

。

经滴定决定

以 1 :
3 0 0 稀释液为工作溶液

。

选用四甲 墓 联

苯胺 ( T e t r a ln e t h y l b e n z i d i n e
) 作为底物

。

终

止反应用 ZM 硫酸溶液
。

检测过程
:

置 10 微升酶标记 抗
一H sB 稀 释

液 ( 含 20 %正常小鼠血清 ) 于包被 了 抗
一 H sB

的每一反应孔中
,

随后在每孔分别加入 90 微升

待检血清或对照血清
。

混合后置 45 ℃水浴中 1

小时
,

取出洗涤 5 次
。

吸千残留在反应孔中的

液体后
,

加入底物溶液 ( 不必避光 ) 20 一 3 0分

钟后
,

可用肉眼观察
,

呈现蓝色者 为 阳 性 反

应
。

阴性标本不显色
。

亦可用 ZM 硫酸溶液终

H B s A g

( n g / m l )
正常
血清

光吸收值

S / N 比值

。
0 1 6 0

。

0 1 9 0
。

0 3 5 0
。
0 9 0 0

。
3 7 3

在不 同的孵育条件下
,

灵敏度水平稍有变

动
。

在 37 ℃ 2 小时
,

灵 敏 度水平只达 10 n s/

m l
。

室温 ( 2 0~ 2 5 ℃ ) 2小时或 4 小时
,

灵敏

度仅达 1 0 n g /m l 的水平
。

然而
,

在室温过夜孵

育
.

或45 ℃ 1小时
,

以及 45 ℃ 2小时
,

检测的

灵敏度基本相近
。

对己知 H B v 标志物阴性的正常人血 清 32

份
,

混合后进行分次重复检测
,

共达 32 次
,

无

一 发现阳性
。

光吸收值在 0
.

0 11 ~ 0
.

0 3 0之间
。

均值为 0
.

0 2 0
。

对己知 H sB A g 阳性 ( R I A 法
,

北京 某 单

位 的商品性试剂盒 ) 的携带者血清 2 6 9 份
,

以

本法重复检测
,

发现全部均有明显 的 显 色反

应
,

光吸收值均在 0
.

2 00 以上
。

两法由不 同操

作者分别完成
,

结果完全一致
。

此外
,

我们又对送到我室常规检验的各种
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类型人群的血清标本 1 ,

00 0 份
,

由不 1司的操作

者
,

互不了解彼此情况的条件下
,

同时分别应

用本法及 R I A 法检测
。

9 76 份标本两种方法检

测结果完全一致
。

11 份标本为 R I A 法检 查 阳

性
,

本法为阳性
。

该 11 份标本 抗
一 H cB 无 1例

为阳性
。

13 份血清标本以本文 的 E IL S A 法 检

测力 H B s A g 阳性
, R I A 法为 阳性

。

然 而
,

这

儿份标本中有 10 份为抗
一H B叫泪性

。

表 2 1 0 0 0份广州地区人群血清

H B S A g 检测

R IA 法

E IL S A法阳性

E L I S A法阴性

阳性 阴性

1 9理 1 3

1 1 7 8 2

讨 论 与 结 论

本文报告的虽然仍 然 是 夹 心 法 原 理 的

E L I S A 法
,

但我们是采用一步孵 育
,

即 待检

J位清与酶标记抗
一 H B s 同时 孵 育

。

这与目前我

国各地报告的 E L IS A 技术不 同
,

这些试 剂 盒

都采用两步分期孵育
,

即待检血清先作孵育
,

洗涤后才加入酶标 抗
一H sB 孵 育

。

再经洗涤后

始加底物显色
。

本文介绍的一 步 夹 心 法 检 测 H sB A g 的

E L I S A 技术
,

优点是操作简便
,

节省大 量 试

剂 ( 尤其是酶标记抗
一H B ” 的 用量 )

,

灵敏度

相当理想
,

与目前我国商品性 R I A 试剂 盒 的

H B s A g 检出结果极为接近
。

一步夹心法能够成功的因素
,

主要是我们

应用两株不同的单克隆抗
一H B S ,

分别 作 为 固

相载体的包被抗体及过氧化物酶标记抗体
。

这

两株单克隆抗
一H sB 对 H sB A g 有高度亲合力

,

是经过筛选而获 得
。

含 单 克 隆抗
一 H B s

的 腹

水
,

经过 D E 一 5 2 层析
,

分离 到 gI G 抗
一H B “ ,

始用作过氧化物酶标记
。

高纯度 的 抗
一
H sB 用

于酶标记
,

亦是本法成功因素
。

本法的设备条件要求不高
,

既可用酶标阅

读器记录光吸收位判定结果
,

也可 由肉眼观察

显色情况而鉴别
。

四甲墓联苯胺作为底物
,

不

必避光观察
,

灵敏度高
,

安全 可 靠
,

易 于 判

定
,

大大优于目前常用的邻苯二胺或 A B T S
。

此外
,

本法既可放置 45 ℃水浴 l 小时孵育
,

也

可以置室温过夜之后洗涤
,

加底物显色
,

操作

甚为简便
。

基层单位也可推广应用
。

由于本法使用小鼠单克隆抗体
,

浅们在酶

标杭体稀释液中除加入适当量灭活正常人血清

外
,

还加入 20 %正常小鼠血清
,

以消除假阳性

反应
。

我们发现在少数标本中
,

如不加入正常

小鼠血清
,

会出现轻度显 色反应
。

最后
,

我们认为木法是一种简单
、

迅速
、

灵敏
,

特异性高的检测 H B s A g 技术
。

能 满 足

我们研究工作与临床诊断的要求
。
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