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急性乙型病毒性肝炎血清中

H Bs A g / Ig M复合物检测的初步报告

李奇芬 李巧芝 吴纯清 叶宝珍

(第一附属医院 传染科 )

摘 要

本文初步报告用国内较易推广的 L E I SA 法检测急性乙型病毒性肝炎血清中 H Bs A g / Ig M复合物

的结果
。

简要介绍实验方法
。

系列检测3 5例乙肝患者的标本 (包活急肝9 2例
,

急性亚急性重症 2 例
,

慢活肝 4 例 )
,

全部被检患者均于入院后 1 ~ 2 周内检测到 H B s A g / I g M复合物
,

24 例急肝 痊愈者

(包括随访 3 一 6 月以上的 10 例 ) 都在住院的 4 周内转阴
,

远较血清H sB A g和其他生化 指标恢复

为早 , 6 例有慢性倾向的急肝和亚急性重症及慢活肝患者的 H sB A g I/ g M 复合物迟迟不消失
,

甚至

长达半年以上
。

28 例正常人群全阴性
。

结合文献初步讨论本实验的临床意义
,

认为本实验不但可早

期判断急性乙肝患者的转归
,

而且还可考虑作为确定乙肝现症患者的指征
。

为了尽早地判断急性乙型病毒性肝炎 的预后
, 1 9 8 1年P al la ` ” 介绍了一种能 早在住院第

四周就可预测患者转归的方法— 血清H sB A g / I g M复合物的测定
。

Pal la 等是用 R I A法来进行

这项检测的
。

为使 H B s A g I/ g M复合物的检测能在国内推广应用
,

我们采用了无需特殊仪器
、

方法简单
、

敏感性和特异性均较高的 E L IS A 法
,

获得较为满意的结果
。

现将该实 验方法和

我们初步用于临床的结果报告于后
。

对 象

乙型病毒性肝炎 s3 例
。

其中急性 29 例
,

亚急性重症 2 例
,

慢性活动性 4 例 (诊断标准参

照 19 7 8年杭州会议制定的方案
,

后两类患者并经肝活检证实
。

)
。

全部系本科 19 8 2年 9 月 以

来住院患者
。

多数于入院时静脉抽血留标本一次
,

以后每周一次留检系列标本至出院
。

少数患

者出院后一月
、

三月
、

半年来院随访并留验标本
。

血标本经分离后于 一 20 ℃ 保存
。

储康体检者 28 例
。

系同期 X 工厂体检正常的职工
。

血清 H sB A g和抗 H cB 均阴性
。

所有肝炎患者的每份标本
,

都做了以下几项 与乙肝抗原有关的血清指标
:

( 1 ) H sB A g

(E LI S八双抗夹心法
,

试剂由成都生研所赠送
,

原倍血清检测
,

酶标光度计测 .o D 值
,

P / N

值连 2
.

1为阳性
。

同时用上海生研所提供 的试剂作 R
一

F H A 法 )
。

( 2 ) 抗 H sB (P H A 法
,

上海医化所试剂
,

每份标本同时做吸收试验
,

互 2 3

判为 阳性 )
。

( 3 ) 抗 H B。 ( E L IS A 竞争

抑制法
。

试剂由上海市传染病院提供
,

并参照该院方法检测 )
。

( 4 ) 抗 H B c 一

Ig M ( E L IS A

法
,

抗协链抗体系成都生研所提供
,

核心抗原和酶
一

抗 H cB 系上海市传染病院免疫室提 供并参

照该室介绍的 E L IS A法
,

尧 10 `
为阳性 )

。

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1983. 04. 005



2 7 8

材 料 和 试 剂

G X M
一

2 0 1型醉标光度计 ( 四川分析仪器厂产 )
。

聚苯乙稀微盆滴定板 ( 四川分析仪器厂用美国D O W厂生产 的原料压制而成 )
。

使用前用

2 %洗衣粉溶液浸泡 12小时
,

洗净
、

蒸馏水冲洗
、

晾干
。

纯抗 Ig M抗休 (成都生物制品研究所提供 )羊抗人 I g M血清先经硫酸按盐析
,

再过 D E A E一 32

纤维素柱提取 Ig G
。

蛋 白含量为 55 m g / m l
,

效价 1 : 64 (I D )

醉一抗 H sB (成都生物制品研究所提供 ) 使用浓度 1 : 8 0 0
。

包被级冲液
: p H g

.

6 , o
.

o 1M 碳酸钠
一

碳酸氢钠溶液 (简称 C
.

B )
。

N a :
C O

。 1
.

5 9克
,

N a H C O
。 2

。
9 5克

,

加水至 l 0 0 0 m l
, 4 ℃保存

。

T r l s 一 H C I. 冲液 (洗涤液 ) : o
.

Z M T r i s 2 5 o m l
, o

.

I M H C I 3 7 5 m l
,

加水至 10 0 0 m l
。

1 %牛血清 白蛋白
:

牛血清白蛋 白1 00 m g + C
·

B缓冲液 10 m l
。

P B S
一

T (含 0
.

1 %牛血清白受白 ) 作为稀释液
:

N a C l s克
,

K H Z P O
、 0

.

2克
,

K C I 0
.

2克
,

N a 么H P O
` ·

2 H
2

O 22
.

9克
,

T w e e 二 : 。 o
.

s m l
,

加水至 1 0 0 0二 1
,

4 ℃ 保存
。

使用前加 1 : 10 0 牛血

清白蛋白
。

邻苯二胺底物溶液
:

邻苯二胺 10 m g溶于 24 m l磷酸盐
一

柠檬酸盐缓冲液 (P H 5
.

0 ) 中
。

使

用前加 入 3 % H
Z

O
Z o

.

1 2 m l
。

磷酸盐
一
柠橡酸盐级冲液

: o
.

ZM N a :
H P O

` 2 5
.

7 m l
,

o
.

I M 柠檬酸 2 4
.

3 m l
,

水 s o m l
。

终止剂
: Z M H

Z
S O

` 。

方 法

1
.

包被抗勺M
:

纯抗 I g M抗体按 1 0。件g / m l的浓度用 C
.

B稀释后
,

加入微孔板的 孔 内
,

每孔 0
.

l m l
, 4 oC

, 2 4小时
。

2
.

封底
:

倾去包被液
,

每孔加入 o
.

l m l ] %牛血清白蛋白
。

4 ℃
,

过夜
。

3
.

洗涤
:

倾去孔内溶液
,

用洗涤液灌洗微孔 3 次
,

每次保留 5 分钟
,

甩干
。

4
.

加被检血清
:

标本用稀释液按 1 : 1 00 进行稀释
,

每份标本加两孔
,

每孔 0
.

1 I n l
,

每

块微孔板均设阳性
、

阴性及空白对照孔
。

4 ℃
、

48 小时或 37 ℃
、

4 小时
。

5
.

重复第 3步
:

洗去多余血清
。

6
.

加入标记抗体
:

酶
一

抗 H sB 用稀释液稀释后
,

每孔 0
.

l m l
,

岭℃
,

1 小时
。

7
.

怪重复第3步
:

洗去过多酶标记抗体
。

8
.

加入底物系统
:

每孔 0
.

2 m l
, 3 7℃

, 3 0 1 。

9
.

每孔加 Z M H
:

5 0
`
一滴

,

终止反应
。

1 0
。

测 0
.

D值 (光紧度 4 9 0 n m )
。

1 1
。 :

判读结果
:

P / N值姿 2
.

1为阳性
,

< 2
。

1为阴性 ( P 代表被检标本 O
·

D值
,

N 为 阴性

对照 O
·

D值 )
。
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结 果

1
.

抗 I g M最适包被浓度 纯抗 I g M抗体按 10 0 件 g / ml
、

50 林 g / ml
、

2 5林 g / ml
、

2 2
.

5件 g / ml
、

6
.

2 5拼 g / m1稀释后包被微孔
,

用已知阳性 (慢活肝 ) 和阴性 (正常人 ) 血清滴方阵进行测定
。

结果阳性标本在包被抗几M抗体 2 5林g /
: 1n 以上的各孔的 P / N值都大于 2

.

1
。

但 以 10 0协g / m l 之值

最高
,

平均 .O D值 > O
。

8
,

P / N值> 7 , 而阴性标本的 0
.

D值都 < 0
.

1 ,

P / N值 < 2
.

1
。

2
.

健康体检者 28 例健康体检者的 H B s A g l/ g M复合物的P / N值全部小于 2
.

1
,

都为 阴性
。

3
。

急性乙肝患者 经临床和实验室确诊的急性乙肝患者29 例
,

于入院后 1 一 2 周内检

测 H B s A g I/ : M复合物
,

其 P / N值全 2
.

1 ,

都为 阳性
。

系统观察血清中H sB A g / I g M 复合物 的消

长和临床表现的关系
,

发现 24 例临床 痊愈 患者的 H sB A g / I : M 复合物都 在入 院第 四周 以前

(平均 2 0
.

7 5 天 ) 转为阴性
,

其转阴时 间远较 H B
s

A g 消失时间和其它生化 指标恢复到正常

为早 O洽床痊愈时间平均为 3 3
.

4 天 )
。

而另外 5 例临床有慢性 倾向的急性 肝炎 患者
,

其

H B s A g I/ g M复合物在血清中可检测到的时间
,

都超过了住院的第四周
,

持续阳性达 3 ~ 6 月

以上
。

4
.

亚急性重症和慢活肝 2 例亚急性重症肝炎和 4 例慢性活动性肝炎的 H sB A g / I g M

复合物的表现和有慢性倾向的急性肝炎相似
,

都是长期阳性
,

超过住院四周以上
。

5
.

H B V指标阴性的急肝标本 5份
,

在加入微孔
,

4 ℃
,

48 小时后
,

再与 纯 H B , A g共孵

其 P / N值未见增高
,

结果仍为阴性
。

6
.

典型病例 介绍两例不 同转归的急肝患者的 H B s A g I/ g M 复合物的变化和临床生化改

变以及其它抗原系统的消长情况 (表 1 )
。

表 2 典 型 病 例

例 1 女 性
,

23 岁
,

急肝 、 自限

主诉
:

乏力 9 天
、

纳差
、

厌油
、

眼黄 6 天

H B s A g / I g M复合物 ( + ) ( + ) / / ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 )

H B s A g ( + ) ( + ) / / ( + ) ( + ) ( + ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 )

抗H B e ( + ) ( + ) / / ( + ) ( + ) ( + ) ( + )

抗H B e 一

I g M ( + ) ( + ) / / ( + ) ( + ) ( 斗 ) ( + )

S B ( m g / d l ) 2
.

2 ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 ) ( 一 )

S G P T ( m / d l ) 2 9 0 1 5 5 5 4 < 透。 < 4 0 < 4 0 < 通。 < 4 0 < 4 0 < 4 0

住院日 ( W ) 0 1 2 3 4 6 1 0 1 4 2 4 3 6

例 2 男性
,

主诉
:

2 6岁
,

乏力
、

急肝 , H sB A g 携带者

纳差
、

( + )

( + )

( 一 )

( + )

尿黄 5天

( + ) / / ( + ) (一 )

( + ) / / ( + ) ( + )

( 一 ) / / ( 一 ) (一 )

( + ) / / ( + ) ( + )

( 一 ) 1
。

l ( 一 ) ( 一 ) (一 )

4 2 < 4 0 < 4 0 < 4 0 < 4 3

9 1 0 2 4 3 6

++一+.5////.8////.2H B s A g / I g M复合物
H B s A g

抗 H B e

抗 H B e 一 I g M

S B ( m g /d l )

S G P T ( m / d l )

住院日 (W )

(诗
一

)

( + )

( 一 )

( + )

4
。

O

5 7 0

0

( + )

( + )

( 一 )

( + )

( + )

( + )

( 一 )

( + )

1 1 9 8 0 1 7 8 2 9 0 1 0 0 5 8

1 2 3 4 6 8

附随访在三个月以上
,

观察较系统的 21 例患者的各项实验指标及转归 (见 附表 2 )
。
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讨 论

血清H B s A g /I g M复合物的检出和H B V感染的关系很密切
。

T t o i` 2 ’
报 告 9 4例 的急 性乙肝

患者
,

均于入院后一周内测到 H sB A g I/ g M复合物
,

而急性非乙肝患者的血清与包被抗 I g M小

株共同孵育后
,

即使再和纯 H B s A g共孵
,

亦未获阳性结果
。

我们改用 E L IS A 法 对 29 例临床

诊断为急性乙肝患者进行该项检查
,

得到同样结果
,

全部患者血清 H sB A g / I : M 都 在入 院后

1 一 2 周内转为阳性 (平均 8
.

2天 )
,

而无H B V感染指标的血清标本 却是阴性
。

28 例 正 常健

康体检者的标本也是阴性结果
。

虽然到 目前为止所测的 H sB A g I/ g M复合物是否就是反映血清

H B s A g和抗 H B s 一
I g M之间的循环免疫复合物 ? 尚不能肯定

。

但它对 H B V感 染的 这 种特异现

象
,

却对 目前乙肝的诊断大有伸益
。

首先
,

血清H B s A g / I g M复合物的测定
,

能较早地判断急性乙肝的转归
( ” ` 2 ) ( 3 ’ 。

这 是该

实验的最大优点
,

它能早在患者住院的第四周就可判断急性乙肝的预后
,

是痊愈? 或是转为慢

性
。

文献中和我们观察到的大多数自限性急性乙肝患者
,

H sB A g / I g M复合物不但出现很早
,

消失也快
,

多不超过住院三周
,

即在其他临床指标尚未恢复的时候
,

它就已消失
。

而那些有可

能转为慢性的患者 ( T ot i ( “ ,
观察到 13 例

,

我们的材料中也有 5 例 )
,

其 H B s A g / I g M 复合 物

在住院的第四周仍为阳性
,

并持续 3 ~ 6 月以上
。

这些患者的其它临床指标亦久久不恢复
,

随访中均可观察到转为慢性肝炎的迹象
。

对于早期判断乙肝转归的实验检查
,

目前虽 已 有一些方法
,

如特异性 D N A
一

多聚 酶
、

H BV
一

D N A
、

H B e A g “ ’ 以及抗H B e 一
I g M

` ” ’
等

,

但多存在一些实际问题
` “ ’ 。

D N A
一

多聚酶和

H B V
一

D N A只能在少数研究室中进行
,

对于大多数的实验室
,

目前尚无检测的条件
; H eB A g国

内现在的方法
,

敏感性尚不理想 , 抗 H B c 一 I g M则要在半年以上才能确定是否转为慢性
,

而检

测血清 H sB A g / I g M 复合物
,

却能在急性乙肝患者住院的第四周
,

就可预测 其转归
;
改 用

E IL S A法进行该项实验
,

方法亦较简便
,

是临床早期判断乙肝预后 的一种较为理想的实验方

法
。

其次
,

H sB A g / I g M复合物还可考虑作为确定急性乙肝现症患者的指 标
。

如 前所 述
,

全

部乙肝患者 的H B s A g /抢M复合物都在住院后短期 内出现阳性
,

非乙型 的 急性 肝 炎
,

即 使

H B o A g 阳性 ( H B s A g携带者 )
,

其H B: A g I/ g M复合物亦始终阴性
。

T ot i曾对 15 例催患其它类

型急肝 (甲型 5 例
,
乙型 6 例

,

非甲非乙 4 例 ) 而又携带 H sB A g的患者做了 H sB A g / I g M 复

合物的检查
,

除有一例甲肝出现阳性结果外
,

其余均为阴性
,

说明 H sB A g / I g M 复合物和乙

肝现症患者的密切关系
。

这一点
,

为临床上对急性乙肝 患者和 H B s A g 携带者又催患了其它类

型病毒的急性肝炎患者的鉴别提供了切实可行的检 测方法
。

只要血清中查到 H sE A g / I g M 复

合物
,

就可考虑其为乙肝现症患者
。

此法较抗 H B c 一

I g M 不但更具特异性 (只限于现症患者 )
,

而且方法简单
,

试剂来源亦较易
。



2 8 2

今 考 文 献

1
.

Pa l la M
, e t a l : I t a l J o f aG

s t r o e n t 1 3 :
2 2 3

,
1 9 5 1

2
.

T o t i M
, e t a l :

J o f M e d V i r o l 11 : 1 3 9
,

1 9 5 3

3
.

C a r e o d a F
, e t a l :

L a n e e t Z : 5 5 5
,

1 9 5 2

4
.

B o n i
n o F

, e t a l :
H e Pa t o l s :

5 5 6
,

1 9 5 1

5
.

L e过 o n S M
, e t a l

:
1 I n f e e t D i s 1 4 3

: 5 0 3
,

1 9 5 1

6
.

大连会议座谈纪要
:

中华内科杂志
, 1 , 1

,
19 8 3

D e t e c t i o n o f H B s A g 一 I g M C o m P l e x i n S e r u m o f

P a t i e n t s w i t h V i r a l H e P a t i t i s B 一A P r e l i m i n a r y R e P 0 r t

L i Q i f e n ,

L i Q i a o 么五i
,

W
u e h u n q i n g

,

Y e B a o : h e o g

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

F i
r s t T e a e b i

n g H o s p i t a
i

,

T h e T h i r d M i l i t a r y

M e d s e a l C o l l e g e )

T 五15 p a p e r 15 t o r e p o r t t h e r e s u l t o f u s i n 义 E L I S A t o d e t e e t H B s A g 一
I g M e o m

-

P l
e义 i n t h e s e r u m o f p a t i e n t s w i t h v i r a

l h e p a t i t i s B
。

A s e r i e s o f s e r u m s a m p l e s

o f 3 5 p a t i e n t s ,

i n e l u d i n g 2 9 a e u t e ,

2 s u b a e u t e s e v e r e a n d 4 e h r o n i e a e t i v e e a s e s w e r e

t e s t e d
。

2 5 n o r m a l i n d i v i d u a l s w e r e a l s o t e s t e d a s e o n t r o l
,

H B s A g 一
Ig M

e o m p l e x w a s d i s e o v e r e d i n t h e s e r a o f a l l t h e p a t i e n t s i n t h e f i r s t

o n e o r t w o w e e k s o f h o s p i t a l i z a t i o n .

I t d i s a p p e a r e d f r o m t h e s e r a o f 2 4 p a t i e n t s

( a m o n g w h o m 1 0 h a v e b e e n f o l l o w e d u p f o r m o r e t h a n 3 t o 6 m o n t h s ) w h o r e e o v e r e d

e o m p l e t e l y a f t e r 4 w e e k s o f t r e a t m e n t
.

T h e d i s a p p e a r a n e e o f t h e e o m p l e x o e e u r r e d

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

b i o e h e m i e a l p a r a m e t e r s 。

I n 5 e a s e s o f a e u t e h e p a t i t i s w i t h t h e t e n d e n e y t o b e

e h r o 且 i e a n d i n t h o s e s u b a e u t e a n d e h r o n i e e a s e s ,

H B s A g
一

Ig M e o m p l e x d e l a y e d t o

d i s a p p e a r a n d e o u l d b e f o u n d i n t h e s e r a e v e n 6 m o n t h s l a t e r .

A l l t h e n o r m a l

e o n t r o l s w e r e n e g a t i v e 。

I t 15 s u g g e s t e d t h a t t h e d e t e e t i o n o f H B s A g
一

I g M e o m p l e x i n t h e s e r u m o f h e -

p a t i t i s B p a t i e n t m a y b e u s e d n o t o n l y a s a e r i t e r i o n t o e v a l u a t e t h e p r o g n o s i s o f

a e u t e e a s e s b u t a l s o a s a n i n d e x t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e p a t i e n t 15 s u f f e r i n g a n

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


