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关于酶联法检测抗H B c 一I gM 时

血清稀释度的探讨

吴纯清 谢 明
*

李奇芬

第一附属医院 传染病科)

要

本报告初步探讨酶联法检测抗H B “ 一 馆M血清最适稀释度 的结采
,

标本 按 1 0
一 工

一 1 0
“ 7

稀释
。

26 份正常人血清标本有 22 份完全呈阴性反应 , 另 4人是
: 2 人 10

一 ’ ,
1 人 1。一 “ ,

1 人 1 0
~ ,一 1。 ~ “ ,

均显示为阳性反应
,

对照孔不显色
。

42 份各型乙肝患者标本的 结果是
:

当 血清 1。~ 1稀释时
,

只有

6 例呈 l泪性反应
,

1 0
一 “
时2 0例

,
1 0

一 “ 、
5 x 1 0

一 “及 1 0
一 `
时阳 性率最高

,

分 别为 8 5
.

1 %
,

7 5
.

5 梦̀和

69 %
,

以后随血清稀释度的增高阳性数递降
。

为尽可能排除假阳性和 假阴性反 应的干 扰而又能反

应出患者的实际病情
,

血清以 5 x l o
. 3稀释较为适宜

。

抗 H cB
一

I g M对于乙型病毒性肝炎现症患

者的诊断意义 日趋明确
。

采用酶联法检测更

具有实用价值
,

但 目前对于本实验的阳性滴

度判断尚存在一 定问题
。

为此
,

我们 应用

E L IS A对 42 例乙肝病人进行探讨
。

材料和方法

对象 正常人 26 例
,

系本院工作人员和

本校学生
。

肝功正常
,

H sB A g ( 一 )
,

各
`

型乙肝患者 42 例 (其中急肝 15 例
,

慢迁肝 7

例
,

慢活肝 12 例
,

重型肝炎 5 例
,

肝炎肝硬

化 3 例 )
,

其他疾病 3 例 (其中肝硬化 1 例
,

胆囊炎 1 例
,

脾大待查 1 例 )
,

均为临床或

病理确诊病例
。

试剂 纯抗人 Ig M抗体 由成 都生物制品

所提供
。

H B o A g
、

酶标记抗 H B c系北京军科

院基础医学研究所提供
。

G X M 一 2 0 1型酶标光度计和聚苯 乙稀微

孔板 ( 5 5孔 ) 为四川分析仪器九厂生产
。

方法 酶联捕捉抗 体法
。

步 骤为抗人

I g M抗体按 1 0 0雌 / m l
、

用 p H g
.

6碳酸盐缓冲

液稀释包被微 孔 板
,

每 孔 50 叭
, 4 ℃过

夜
;
倾去内容物后

,

用 1 % B S A封底
, 4℃

过夜
,

T : 15 一H CI
一

T
: 。

洗涤 液洗 三次
,

血清

标本用含 0
.

1 % B S A的 P B S
一

T 作 1 --0
’

一 1犷
7

稀释
,

分别加入实验各孔及对照孔
,

每孔 5 0

d
,

置室温 ( 27 ℃ ) 5 小时
,

洗涤 三 次
,

加 H B e A g ,

每孔 5 0 : t
,

1
,

对 照 孔不 加 H B e 二

A g ,

而加 稀 释 液 5 0 环1
, 4 oC 过夜

,

洗涤

三次后加酶标记抗 H B e ,

每 孔 S Q件1
, 4 3 CC

一小时
,

洗涤三次后加底物系统
,

37 ℃ 30 分

钟
,

用 Z N H
:

5 0
`

终止反应
。

酶标 光度计上

读取 O D值 ( 4 9 o n m )
。

正常人
、

其他疾病患者及乙肝患者不同

血清稀释度测得抗 H B。 一 1g M的结果见附表
。

从表中可见 26 例正常人
,

当血清为 10
一 ’

一 1 0
“ ?

稀释时
,

其中22 例的 P / N值均 < 2
,

1,

而另 4例分别在 1 -0
` 、

1 -0
“
和 1 0

“ “

的 P / N值

为 > 2
.

1 ,

应判为 阳性
,

而这 4 名工作人员

临床无任何肝炎症 象
,

肝功 正常
,

血清中

H B s A 绒
、

H B e八江
、

抗 H B c 均 为阴 性
,

可能
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附表 不 同
,

血清稀释度杭 H B c 一

地M 阳 性率比较

断 检测数

阳 性 运
1 0

一 1 1 0
一 么 1 0

一 8 5 x l 0
一 a 1 0

一 4

数 ( % )

1 0
一 5 1 0

一 8
1 0

一 7

Où
, .、、̀声介O、J

`

z
,

n甘
户/了八日

né了t八U
矛

口

`n1 d1,n自、了
了了nUz/nénà

护

八̀ù /胜、丹匕,ù、刀
尹勺J
、 J
尹声尹nù/znU

n一了né
了`八匕,曰、少八n

、 ,产

.

2/八U,/nódU心户八é了、内匕n乙、CJJ、
.1z了n。

咨

/
产

né八“了
.、八日
. /、

正常人 3 / 2 6

其
’

已炳人带

各型肝炎

A工I

C P H

C A H

( 1 1
。

5 )

0 / 3

( 0 )

1 / 2匕
( 3

。
8 )

0 / 3

( 0 )

、 ,尹

八b八h9曰
-今d

、 、刀」/了内了z/八é
n乙z̀né /飞

2 / 1 5

( 1 3
.

3 )

1 2八 5

( 8 0 )

/ l 。
、

3
。

3 )

3 / 7

( 4 2
。

8 )

艺 / 1 3

( 1 5
。

3 )

2 / 了

( 2 8
。

5 )

1 / 1 3

( 7
。

6 )

2 / 7

( 2 8
。

5 )

00、,n口、,
了̀/nU

`

/
六曰UǎU

护̀、八曰
`

r、只ù
、 12弓n、 J护/了,n甘

咨

/了né八U
矛`、一U
了苦、

肝炎肝硬化
`

3

1 0 / 1 2

( 8 3
。

3 )

3 / 3

( 1 0 0 )

卫型肝丈

1 / 了

( 1 4
.

2 )

1八 2

( 8
。

3 )

1 / 3

( 3 3
。

3 )

1 / 5

( 2 0 )

6 / 4 2

( 1 4
。

2 )

5 / 1 5

( 3 3
。

3)

4 / 7

( 5 7
.

1 )

6八2

( 5 0 )

2 / 3

( 6 6
。

6 )

3 / 5

( 6 0 )

2 0 / 4 2

( 4 7
。

6 )

1 2 / 1 5

( 8 0 )

5 / 7

( 7 1
。

4 )

1 2八 2

( 1 0 0 )

3 / 3

( 1 0 0 )

5 / 5

( 1 0 0 )

3 7 / 4 2

( 8 8
。

1 )

5 / 5

1 0 0

3 3 / 4 2

( 7 8
。

5 )

1 1 / 1 5

( 7 3
。

3 )

3 / 7

( 4 2
.

8 )

8 / 1 2

( 6 6
。

6 )

2 / 3

( 6 6
。

6 )

5 / 5

( 1 0 0 )

2 9 / 4 2

( 6 9 )

2 / 7

( 2 8
。

5 )

4 / 1 2

( 3 3
.

3 )

1 / 3

( 3 3
。

3 )

达7 5

( 8 0 )

1 6 / 4 2

( 3 8 )

J / 3 1

( 1 2
。

9 )

3 / 3 1

( 9
。

6 )

辛其它病人诊断依次 为
:

肝硬化
、

胆囊炎
、

脾大待查

系假阳性 反应
。

3 例其 他疾病 患者均为阴

性
。

而各型 乙肝患者的抗 H B c 一 I g M 滴度
,

从

1 0
一 ’

一 1 0
一 7

均有阳性
,

当血 清稀释度为 1 0 一 `

时
,

P / N值 > 2
.

1的只有 6 人
,

1 )
“

时
,

增

加到20 例 (占总病例的 47
.

6 % )
,

当血清稀

释度为 1 0
一 “
时

,

各型 乙肝患者的阳性率都是

最高的
,

当血清稀释度为 5 又 1 0 “ “
时

,

总阳

性率稍有下降
。

但急肝患者的阳性率和 10 ~ “

时一样
,

都是 80 %
, 1 0 “ `

稀释时
,

阳性率又

较 5 x 1 0
’ “
时为低

,

只有 69 %
,

以后 随血清

稀释度增加
,

阳性数明显下降
。

讨 论

(一 ) 抗 H B c 一 Ig M 由于它在乙肝现症患

者中有较高的阳性率
,

可作为判断是否为乙

肝患者的依据已 「1益受到重视 ` ” ` z , ,

国 内不

少实舞室都相继建立了此项检测方法
。

但如

何判断其结果
,

却是
·

个尚待统一的问题
,

从一般临床实验室角度看
,

要求实验结果有

助
一

J
立

诊断和病情 判断
,

方法
_

!
_

也应力 求简

})三
。

{}1了不
` ,

}前核心 J了匕原来源 一;
`

白不允衬子的条于1

下
,

一份标本多滴 度检 测
,

似不现 实
。

因

此
,

如能确定一适宜的血清稀释度进行本项

实验将是有益的
。

(二 ) 抗 H B c 一
Ig M检测方法 目前主要有

放免及酶联法两大类
,

但都存在一个血清稀

释度混乱的问题 (“ ’ 〔心’ `5 ) ,

以致影响互相 比较

阳性率也不一致
。

1 9 8 2年 K 盯 t等已将 R IA法

血清稀释度进行了研究
,

并提出 以 5 x 1 0
一 `

为宜
。

酶联法 尚未见到类似材料
。

从本文所

得资料可见
,

当血清 以 10
’ `
和 1 0一 “

稀释时
,

绝大多数乙肝患者血清抗H B。 一
I g M为阴性

,

表明有 明 显的前 带现 象 s()
,

即 假 阴性
;

1 0 一 “

一 1 0
’ 魂

稀释时
,

绝大多数乙肝患者显示

抗 H B c 一

Ig M为阳性结果
,

与病情也较符合
,

其
r
l
l 1 0

一 “
阳性者 3 7例 ( 8 8

.

1 % )
,

5 火 1 0
一 “

3 3例 ( 7 8
.

5 % )
, 2 0 一 今 2 9例 ( 6 9 % )

,

鉴于

正常人群 中血清于 1 0
一 `

一 1 0
一 “

稀释时尚有少

数假 阳性反应
,

而在 5 ` 1 0
一 “
以后则全部消

失的情况
,

为防止假 阳性及假阴性的发生
,

从本实验结果来看
,

单个稀释度血清过筛似

以 5 丫 ] 。
一 “

稀释为官
;
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w e r e P o s i t i v e ; w h e n 土h e d i l u t i o n w a s 1 0
一 “ ,
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5 x 1 0
一 3 , a n d 1 0 一 4 ,

h i g h p o s i t i v e r a t e s w e r e o b t a i n e d a n d t h e y

w e r e 8 8
。

i %
,

7 8
.

5 %
, a n d 6 9 % r e s p e e t i v e l y ; a n d w h e n t h e s a rn p l e s w e r e f z: r t h e r

d i l u t e d
,

t h e p o s i t i v e r a t e d e e r e a s e d
.

I n o r d e r t o g e t g o o d子r e s u l t s a n d m i n i m i z e f a l s e r o s u l t s , e i t h e r f a l s e n e g a t i v e

o r f a l s e p o s i t i v e ,

i t 15 s t rg g e s t e d t h a t s 又 一
_

0 一 ”
b e t h e o p t i m a l d i l u t i o 刀

.


