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一种非常敏咸的检涌H B s A g

的EL ,sA系就

匆匕集寄

(传染病学教研室 )

检测 乙型肝炎表面抗原 ( H B s A g ) 的三种主要的第三代技术
:

反向被动血 凝 试 验

( A P H A )
,

酶标记免疫吸附试验 ( E L SJ A ) 与放射免疫 测 定 ( R IA )
,

近 年来已被

广泛应用
。

我国 目前较多采用的是 R P H A 法
。

它有简便
、

价廉的优点
,

但敏感度远低于

其他两种方法
。

此外
,

判断结果有时会有困难
,

并有可能受主观因素影响
。

R IA 法最为

敏感与客观
,

但必须有价昂的丙种射线计数器
,

而且还涉及处理放射性物质的问题
。

而

E L L S A法兼有两者的优点
,

检测的敏感度接近于 R IA 的水平
,

使用的试剂稳定
、

无毒
,

保存期长
,

不需要 昂贵的设备
,

能用肉眼或以分光光度计阅读结果
。

但无论哪一种检测

方法
,

试剂的制备
,

理想的检测条件的确定
,

对敏感度都有很大的影响
。

本文报告一种

非常敏感与实用可靠的 E L IS A 系统
,

检测 H B , A g达 2毫微克 /毫升的水平
。

适 合 临床及

流行病学现场调查应用
。

材 料 与 方 法

固相支持物及其包被 聚苯乙烯 9 6孔微量平板作为固相支持物
。

包被抗体为硫酸按

沉淀法制备的马抗一 H B 。
球蛋白

,

经过棋盘滴定
,

确定 1
:
1 0 0 0的稀释度为最 理 想

。

用

。
.

02 M
,

p H 7
.

6 itr s/ H CI 缓冲液稀释
。

每孔加 0
.

1毫升包被抗体 稀 释 液
,

置 室 温下 3

天
,

然后用 tr i 。 / H C I 缓冲液洗涤 3次
,

再 在 每孔加满含 0
.

5肠小牛血清白蛋 白的 t r i 。 / H CI

缓冲液
,

封闭未被抗
一 H B s包被的部份

。

一小时后吸除孔内大部分缓冲液
,

以胶纸封盖微

量平板防止干燥
,

保存于 4 ℃备用
。

半年后仍有效
。

杭
一 H B 。的的珑化及晚标记 用于酶标记的抗

一 H B 。 ,

来 自含高滴度抗
一 H B s 的 山羊

血清
。

先用饱和硫酸按双沉淀法分离球蛋 白
,

然后以亲和层析 ( 结合正常人血清及血浆

蛋 白的 S eP h a r o s e C L 4 B )
,

去除球蛋 白 中的抗人成分
。

再通过结合 H B s A g的 S e p h一

ar os e C L 4 B亲和层析柱
,

使 球
}

蛋 白中的抗
一 H B s

结合到柱上
,

然 后 用 4 M K C N S及

o
.

o Z M
,

p H 7
.

6 t r i s / H C I/ N
a C I缓冲液洗脱抗

一H B s
。

洗脱液用 o
.

0 2 M
,

p H 7
.

5 P B S
,

4℃透 析 过夜以去除 K C N S
。

再用 P B S作负压透析
,

浓 缩 为 2毫克 /毫升的高度纯 化 抗

一H B s 。

酶标记采用过碘酸钠法
。

取 含 量为2毫克 /毫升的高度纯 化 抗
一H sB 1

.

5 毫 升
,

以

孟娜
ù

么
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0
.

01 M
,

p H g
.

5碳酸钠缓 冲液于 4℃透析过夜
。

取 4毫 克 辣根过氧化 物 酶 ( iS g m a ,

R Z

3
,

。 ) 溶于 1毫 升 新鲜配制 的 0
.

3 M
,

p H S
.

1碳酸氢钠涪液
。

加 0
.

1毫升 1 肠氟二 硝 基苯

无水乙醇溶液
,

室温下置干滚动混 合器上充分棍和一小时
。

然后加入 。
.

2毫升 新 鲜配制

的 0
.

I M 过碘酸钠浴液
,

充分混和半小对
。

随后移入透析袋中
,

用 0
.

00 1M
,

p H 4
.

4 乙酸

钠缓冲液 4 ℃透 析 过夜
。

次晨
,

加入约。
.

02 毫升 o
.

ZM
,

p H g
.

5碳酸钠缓冲液
,

并 立 即

加入 】
.

3毫升经过透析的高度纯化抗
一H B 。 ,

室温下置滚动混合器上充分混合两小时
。

然

后加入 0
.

1毫升新鲜配制的 0
.

I M 硼氢酸 钠
,

放 置于 4℃不少于两小时
。

用蔗糖浓缩为 1

毫升左右
,

通过 4 0 X 2
.

6厘米 S e p h ar os e 6 B层 析 柱
,

去除少量未被标记的蛋 白质 聚 合

物 ( 第一小峰 ) 及游离酶 ( 第三峰 )
。

收集已被酶标记了的抗
一 H B :

部分 ( 第 二 峰
,

即

主峰 )
,

再以蔗糖浓缩为4毫升左右
,

在4 ℃下保存备用
。

约可供 4 0 0 0份标本的检测用
。

酶标杭
一 H B S的稀释液 经过棋盘滴定

,

确定稀释 度 为 1
:
1 00 的酶 标 抗

一 H B s 为 理

想
。

每次在使用前配制稀释液
。

稀释使 用 0
.

02 M
,

p H 7
.

4 P B S / T W E E N 缓 冲液
,

含

l肠正常人血清
,

1肠正常山羊血清及 1肠小牛血清白蛋 白
。

底物 底物溶液在每次应用前新鲜配 制
。

用 8毫 克 A B T S 〔2
,

2 `
A z i n o 一 id ( 3

一 e ht y l

b e n z t h i a z o l i n )
s u l f o n i e a e i d 〕 溶于 1 0毫升 0

.

o 7 5M
,

p H 4
.

o柠檬酸 /磷酸氢二钠缓冲液
,

含。
.

1 毫升 20 肠过氧化氢
。

每孔使用 0
.

1毫升底物溶液
。

酶反应终止 液 为 2毫克 /毫升 氟

化钠溶液
。

试验方法 吸除包被了抗
一 H B 、 的微量平板孔 中的缓冲液后

,

每孔加待 俭血清 0
.

!毫

升
,

置室温下过夜
。

次晨
,

以 0
.

02 M
,

p H 7
.

4 P B S / T W E E N 缓冲液洗涤 5 次
。

每孔加

0
.

1毫升酶标抗
一H B 、

稀释液
,

室温下放置 3小时
。

洗涤 5次后
,

每孔加底物 0
.

1 毫 升
。

置

黑暗中半小时
,

加入 0
.

2毫升氟化钠溶液终止酶反应
。

肉眼观 察 显色反 应
,

绿 色 为 阳

性
。

或 以分光光度计 ( 4 15 毫微米 ) 阅读记录吸收值
,

计算待检血清与阴性对照血清的吸

收值之比 ( T / N )
,

等于或超过 3 以上者为阳性
。

姑 果

一
、

敏感度与可靠性

测试正常人血清及各种浓度的 H B s A g阳性血清
,

结果见表 1
。

检测 H B s A g的敏 感

度高达 2毫微克 /毫升的水平
。

表 1 正 常 人 血 清 的 浓 度

正常人血清

H sB A g阳性血清 ( 毫微克 /毫升 )

2 0 0 0 2 0 0

显色反应

吸收值

T / N

2 0

十

0 0 2 0

+

2
.

5 3 8

1 2 7

+

.

3 5 9

6 8

0
.

2 4 6

1 2
_

3

+

0
.

14 1

+

0
.

0 6 0

3
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混合的 H B s A g阴性 ( A U g IR A 亚 ) 正常人血 清重复测试 1 00 次
,

均不呈显色反应
,

吸收值的均值为 0
.

0 3 2
,

标准差为 0
.

01 1
。

又分别测试共 100 份 H B s A g 阴性的正常人血

清
,

亦无一份呈显色反应
,

吸收值的均值为 0
.

0 45
,

标准差为。
.

0 13
。

对含有 H B : A g 40 毫微克 /毫升的阳性血清重复测试 40 次
,

全部均呈明显的 绿 色 显

色反应
。

吸收值的均值为。
.

、 引
,

标准差为 0
.

0 8 7
。

特异性的证实
。

为了证实反应的特异性
,

应用含 H B S A g 2 0 o n g /毫升的阳性 血 清 进

行测试
,

同时分别使用稀释的人抗
一H B S

免疫球蛋 白及山羊抗
一H B 、血 清

,

作二期及三期

法中和试验
。

结果在没有加入抗
一 H B : 的对照标本

,

呈现强阳性反应
。

但在加入抗
一H B 、

的标本
,

结果均呈阴性反应 ( 包括 肉眼观察显色 反应及吸收值测定判断结果 )
。

从而证

明了本 E L 巧 A 系统对检测 H B 、 八 g的特异性
。

类风湿因子阳性血 清的检测
一

为了观察类风湿因子引起假阳性反应的可 能 性 的 大

小
。

测试了叨份已知 H B S A g阴性
,

类风湿因子阳性 ( 绵羊红细胞凝集试验滴 度 l :

32 、

1 : 1 0 2 4 ) 的 血 清
。

结果在 肉眼观察均不呈显色反应
,

吸收值为 0
.

0 44 、 0
.

0 81 ( 正 常 阴

性对照血清为0
.

04 5 )
,

T / N 均低于 2
,

无一份血清呈假阳性 H B S A g
。

二
、

三种第三代检测 方法的比较

对加份标准血清
,

以密码编排
,

在操作者不 了解血 清性质 的情况下
,

分别应用三种

不同的第三代 方法
:

R P H A ( H E P A T E S T )
,

R I A ( A U S R IA I ) 及本文的 E I
J

IS A 系统
,

进行 H B : A g的检测
。

结果见表 2
。

结果可见
,

本 E L I g A 系统与 R I A ( A U S R I A 亚 )的检检测结果完全一致
,

但 R P H A

( H E P A T E S T ) 的检测敏感度明显地低于前两者
。

表 2 三 种 第 三 代 测 试 方 法 的 比 较

H B s A g (
n g /毫升 ) E L I S A + / 一 R I A + / 一 R P H A + / 一

0 0 / 4 0 / 4 0 / 4

4 2 / 0 2 / 0 0 / 2

6 1 / 0 2 / 0 0 / 2

7 2 / 0 2 / 0 0 / 2

1 0 2 / 0 1 / 0 0 / z

1 4 1 / 0 1 / 0 0 / l

2 0 8 / 0 8 / 0 0 / 5

三
、

碳化二亚钱 ( C a r
bo id i m i d e

) 对抗体包被的促进作用

抗体稀释液 中含有碳化二亚按
,

能促进抗体结合到固相支持物上
,

从而可以缩短包

被时间而获得相近的检测敏感度
、

在三种不同的包被条件下
,

观察对检 测 H B 、 A : 的敏

感度的影响三种条件为
:

包被液中含或不含碳化二亚钱
,

室温下一小时
,

以及不含碳化

二亚钱
,

室温下 3 天
。

不同包被条件下包被 的固相支持物
,

用于检侧 H Bs 八 : 时的敏 感
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度比较结果见表 3
。

表 3 不同包被条件下检侧 H B s A玄敏感度的比较

正常人血清

显色反应

吸收值

显色反应

吸收值

显色反应

吸收值

0 0 3 2

0 0 5 4

0
_

0 5 4

H sB A g (毫微克 /毫升 )阳性血清

2 0 0 0 2 0 0 2 0

+ + +

2
.

5 8 5 1
.

4 5 8 0
.

2 8 2

+ + 土

1
.

2 4 5 0
.

5 5 7 0
.

1 3 8

+ + +

2
.

2 8 7 1
.

0 6 2 0
.

2 3 1

注 1
.

酶反应时间为一小时

注 2
.

1
、

含碳化二亚钱
,

室温下一小时
。

I
、

不含碳化二亚钱
,

室温下一小时
。

l
、

不含碳化二亚按
,

室温下 3天
。

从表 3可见
,

用 不 含碳化二亚铰的包被液
,

室 温 下 3天所包被的固相支持物
,

用于

检测 H B o A g时
,

敏感度是理想的
。

但如缩短包被时间为一小时
,

则敏感度 大 为下 降
。

然而
,

包被液中含有碳化二亚按
,

包被时间仍为一小时
,

敏感度都有显著的提高
。

四
、

使用纯化程度不同的抗
一H B s

用作酶标记
,

对检测 H B 、 A g的敏感度的影响
。

用作酶标记的抗
一 H B 。

纯度不同
,

对检测的敏感度有很大的影响
。

应用纯化程 度 不

太高的抗
一 H B 、

制剂
,

如用离子交换层析分离山羊抗一H B s
血清

,

获得坛G抗一 H B 、用作酶

标记时
,

检测 H B 。 A g 的敏感仅达 1 o o n g /毫升的水平
。

但如以高度纯化的抗
一H B 。

( 即 lg G

抗
一H B 。进一步经过 H B o A g eS p h a r 。 、 e C L 4 B亲和层析柱处理而 得 的 抗

一 H B 、
) 用作

酶标记
,

检测 H B s A g 的敏感度可达 2毫微克 /毫升
。

五
、

聚乙二醇 ( P ol ye ht y l e n e g ly co l ) 加进酶标记抗体稀释液中
,

对 敏感 度 的 影

响
。

曾有报告认为聚乙二醇能促进酶标抗体结合到抗原上去
,

从而提高 E LI S A 的检 测

敏感度
。

但本 E L I S A 系统却未支持这一点
。

曾对正常人血清及含有不同浓度 H B 、 A g的

阳性血清进行测试
。

在酶标抗
一H B 。

的稀释液中
,

不含聚乙二醇以及 含有 2 肠
、

4 肠或

8 肠聚乙二醇
。

酶标抗体反应时间为一小时
。

结果如表 4 所示
。

在含有聚乙二醇的测试

系列
,

能够加强阳性标本的显色反应
,

分光光度计阅读的吸收值也显著 提 高
。

与此 同

时
,

正常阴性对照血清也发现本底色颜色与吸收值提高的现象
。

从而对 T / N 比 值 没有

改善
,

检测敏感度没有提高
。
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表 4 聚 Z 二醉加进醉标抗体稀释液中对敏感度的影响

酶标抗
一H B 、

稀释液 正常人血清

不含聚乙二醇

含 2 肠聚 乙二醇

含 4 肠聚乙二醇

含 8 % 聚乙二醇

0
.

0 5 4

0
.

0 9 7

0
.

17 1

0
.

7 2 8

H sB A g阳性血清 ( 毫微克 /毫升 )

2 0 0 2 0 2

1
.

0 8 9 0
.

2 8 9 0
.

0 7 3

2
.

0 3 7 0
.

5 6 4 0
.

1 4 3

2
.

4 94 0
.

8 1 8 0
.

2 1 1

2
.

8 2 7 2
.

0 9 4 1
.

1 13

结 籍

本文报告的 E L巧 A系统是一种非常敏感 与实用可靠的检测 H B s A g 的方 法
。

可 以用

目测
,

又可以分光光度计阅读结果
。

检 测 H B s A g 的 水 平 高 达 2 毫微克 /毫升
,

接近RI A

( A U S R I A I ) 的水平
,

大大优于 R P H A 法
。

用于酶标记的抗
一 H B s 的纯化

,

是提高检测 H B s A g的敏感的重要步骤
。

为了获得 理

想的敏感度
,

还必须把整个检测系统中的每一步骤理想化
。

例如通过棋盘滴定确定包被

抗体与酶标抗体 的最佳稀释度
; 通过比较不 同温度及时间的待检血清孵育与酶标抗体孵

育
; 观察对检测敏感度的影响

,

选定实验条件
。

反应在室温下进行较 为简便
。

提高温度

可以缩短反应时间
,

但同时也提高了正常阴性对照的
“

本底
” ,

使敏感度受影响
。

固相支持物的包被时间以室温下 3 天为宜
。

时间短于 1天
,

会使敏感度下降
。

但如

在包被液加入碳化二亚钱
,

则可提高敏感度
。

在本试验的条件下
,

聚乙二醇未能证明有提高检测敏感度的效果
。
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AS e ns i tiv ea n
P d ra eti ea l ELI S S A ys t em fo r

D et e etio o nfH Bs Ag

Y o aJi lu

(D e pa rtm e ntoI f nf e etiou sD is a es es ,

Z h o n g S h a n
M

e d i c a l C o l l e g e
)

A b s t r a e t

A n E L I夕A s y s t e m f o r d e t e e t i o n o f H B s A g 15 s e t u p
.

T h e r e s u l t s e a n b e

r e a d e i t h e r b y e y e o r b y s p e e t r o P h o t o m e t e r
.

T h e a s s a y 15 o p e r a t e d a t r o o m

t e m p e r a t u r e
.

I n t h e o p t i m u m e o n d i t i o n s t h e d e t e e t a b l e l e v e l o f H B s A g 15 u p

t o 2 n g P e r m l s e r u m
.

T h e p u r i f i e a t i o n o f t h e a n t i一 H B s u s e d f o r l a b e l l i n g w i t h e n z y m e 15 e x -

t r e m e l y i m p o r t a n t f o r e n h a n e i n g s e n s i t i v i t y o f t h e a s s a y
.

F o r t h i s p u r p o s e

a f f i n i t y e h r o m a t o g r a p h y i s n e e e s s a r y
.

W i t h a d d i n g e a r b o d i i m i d e t o e o a t i n g s o l u t i o n t h e s o l i d p h a s e e o a t i n g

t i m e e a n b e s h o r t e n e d a n d e o m p a r e d w i t h n o r m a l 3 d a y m e t h o d
.

P o l y e t h y l e n e g l y c o l a dd e d t o e n z y m e一 。 o n i u g a t e d i l u t i o n g i v e n o s i g n i -

f i e a n t e f f e e t o n e n h a n e i n g t h e s e n s
i t i v i t y i n t h i s a s s a y

.

( T h i s w o r k w a 。 c a r r i e d o u t i n t h e D e p a r t m e n t o f V i r o l o g y
,

M id d l e s e x

H o s p i t a l M e d i e a l S e h o o l i n 1 9 5 1 u n d e r t h e i n s t r u e t i o n o f D r D a n e a o a

p a r t o f t h e p r o j e e t
“
P r o d u e t i o n o f m o n o e l o n a l a n t i b o d i e s a n d t h e i r a p p l i e a -

t i o n t o E L ] S A & R I A
, ,

)


