
应的抗菌素后能纠正本试验的结果
。

这 2 例

患者未服相应的抗菌 素试验
,

故究竞是那一

因素导致木糖排出量减少尚不能肯定
。

慢性萎缩性胃炎组 P < 0
.

05
, 10 例中 2

例木糖排出量分别为 0
.

75 克和 。
。

76 克
,

其余

皆属正常
。 `

漫性胃炎患者经用小肠吸 引法和

手术进行肠粘膜活 检
,

发现小肠粘膜呈慢性

空肠炎的征象
。

y
.

H
.

OI
二及 a 二 e B

将慢性空

肠炎分为三型
:

慢性空肠炎无绒毛萎缩
, 慢

性空肠炎伴有部份绒毛萎缩及慢性空肠炎伴

有全部绒毛萎缩⑧
。

根据小肠病变的程度可

相应的影响木糖的吸收
。

慢性浅表性胃炎组 P > 0
.

05
,

全组患者

木糖排出量均属正常
,

未发现小肠吸收不 良

的现象
。

溃疡病 ( 胃和十二指肠溃疡 ) 无并发症

组 P > 0
.

0 5 ,
木糖排出量 均属正常

。

C O
“ “

标记维生素 B
; :

试验
,

发现胃和十二指肠溃

疡无并发症患者
,

肠吸收功能正常⑨
。

胃切除术后组 P > O
。

05
,

全组木糖排出

量均属正常
。

胃切除术后
,

由于 胃的排空加

速
、

肠道细菌的繁殖
,

可使木糖吸收量减少

L
。

但本组患者未见到吸收不 良的现象
。

小肠疾病 2 例
:

1 例为小肠非特异性炎

症
,

木糖排出量为 。
。

9 克
; 另 1 例为回肠末

端癌
,

木糖排出量为 1
。

54 克
。

前者表现出肠

道吸收不 良的现象
夕 后者则属正常

。

因为在

正常情况下
,

木糖从十二
.

指肠和上段空肠吸

收
。

小肠非特异性炎症累及空肠较为广泛
,

因而导致肠道吸收不良
。

回肠 末端 癌 病 变

局限 ,
而又位于回肠末端

,
不影响木糖的吸

收
,

故其值 正常
。

巨结肠症 1 例
,

木糖排出量为 0
.

9 克
,

低于正常值
。

淋巴瘤
、

胃癌
、

慢性胆囊炎
、

慢性持续

性肝炎及糖尿病患者
,
木糖排出 量 均 属 正

常
。

上述病例数较少
,

故不能做出最后的评

价
。
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酶连接兔疫吸附测定法检测 乙型奸炎表面抗原和兔疫

酶法检测Q热立克次氏体初步小结

流行病学教研室 田 荣福 张 凌

微生物学教研室 李芹阶

自 1 9 7 1年 E n g v a l l和 P e r l m a n
首 次报道

酶连接免疫吸附测定 法 ( E I
J

巧 A ) 以 来
,

由于它具有灵敏度高
,

特异性强
,

重复性好
,

与敏感性相同的放射免疫法比较
,

还具有设

备简单
,

酶标记物稳定
,

对人体无害等优点
,

近年来国外已 )
“ 泛用于细菌

、

病毒
、

寄生虫

等疾病的血清学诊断
,

以及药物
、

激素代谢

物的研究等方面
。
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W
o lt e r 及 Va n d e r v e d le

等成功地用于

检测乙型肝 炎表面抗原 ( H B s A g )
,

其敏

感性与放射免疫法基本相同为 ② ①
。

本文报

道我们用 E L IS A 检测乙型 肝炎表 面抗原和

用免疫法检测 Q热立克次氏体 的初步结果
。

一
、

原 理

E L IS A 是 将某种抗 体或抗原 吸附于固

相载体表面
,

并保持其免疫活性
,

再加入待

测标本
,

使其发生特异性结合
,

然后加入酶

标记物
,

与固相免疫复合物发生 特 异 性 反

应
,

最后加酶的底物
; 根据底物 的 颜 色 变

化
,

测知待检标本中 有 无 相 应的抗原或抗

体
,

其颜 色的深浅与含量成正比
。

二
、

材料和方法

1
.

抗体的精制
:

抗
一
H B o I g G 是用北

京生物制品所生产的供对流 电泳用的冻干制

备
。

经 D E A E一纤维素层析
,

合并第一峰
,

浓缩后
,

冰冻保存备用
。

抗一 Q热立克次氏体

I g G 是按常规方法制得粗制品
,

再经 D E A E
-

纤维素层析制得
。

2
.

酶标抗体制 备
:

用 过 氧 碘 酸 盐

法
’

刃
“

( l ) 5 毫克辣根过氧化物酶 ( 上海东

风化学试剂厂
,

R Z 2
.

2) 溶于 l 毫升新配制

的 0
.

3 M N a H C O
3

缓冲液 ( p H S
.

i )
。

( 2 ) 加 1 %二硝基氟苯无水 乙醇溶液

l 毫升
,

室温径搅 1小时
。

( 3 ) 加 1毫升 0
.

叨 M K I O
、 ,

室温搅半

小时
。

( 4 ) 加 1 毫升 0
.

16 M 乙二醇
,

室温轻

搅 1小时
。

( 5 ) 对 1 0 0 0毫升 O
.

ol M 碳酸战缓冲液

p H g
.

5
,

在 4
门

C透析过夜
,

换液 3 次
。

( 6 ) 加 s m g l g 又子
,

室温径滋 2 小
’

l寸
。

( 7 ) 加 s m g N a B H 4
,

放 4
O

C 3 小时后

对生理盐水透析过夜
,

换液 3 次
。

( 8 ) 搅拌下滴加等体积饱 和 度 硫 酸

钱
, 4

“

C l小 r甘后
, 3 , 5 0 0一 4 , 0 0 0转 /分

,

离

心 15 分钟
。

( 9 ) 沉淀用 50 % 饱和度硫 酸 按 洗 二

次
, 3 , 5 0 0转 /分

,

离心 15 分钟
。

使未结合的

酶溶解
,

离心弃去
。

( I G) 沉淀溶于 p H 7
.

4 0
。

OZ M P B S Z

毫升
。

( 1 1 ) 对 0
.

o Z M P B S p l王7
.

4 4
“

C透析

过夜
,

换液多次
,

钠氏试剂测定无按离子 为

止
。

如有沉淀 ha Z , 0 0 0一 3 , 0 0 0转 /分
,

离心 1 0

分钟去沉淀
。

( 1 2 ) 测定 2叨毫微米和 4 0 3毫微米的光

密度
,

计算标记抗体的克分子比值
。

3
. ;

女量血凝板的包被
:

、

4 。孔的聚苯乙烯微量血凝板
,

每个凹孔

中滴加 0
.

3毫升 0
.

I M 碳酸盐缓冲液 p H g
.

6稀

释的杭一 H B s I g G ( o
.

o 3 m g /坦 1)
, 3 7 ”

C

温育 2一 3小时后
,

放 4
O

C备用
,

用 前抽去包

被液
,

用 0
.

05 %吐温 Z o P B S洗 3 次
。

魂
.

已乙1 5入检浏 H B s A g 的步骤
:

0
.

1一 。
.

3毫升待测标本 ( 阳性或阴性对

照 )
,

加入包波好 的微量血凝板凹孔内
,

每

份标本加 2 孔
,

加盖
,

37
“

C Z 小时后吸弃
,

洗 3一 4次
。

每孔加。
.

2一 0
.

3老升酶标 记抗体
,

3 7
“

C

2 小 l飞寸后
,

倾弃
,

洗 4一 5次
。

每孔加 。
.

3毫升新 鲜配制的邻 苯 二胺和

H
:
0

2

的墓质溶液
, 3了

。

C一小时后
,

加 0
.

0 5

毫升 4 N H
:
5 0

;

终止酶反应
。

用 肉眼观测反应产物颜色 ,fl)J 定结果
,

或

用 分光光度 计测读 4 92 毫微 米的消光值
,

待 测

标 本与阴性对照消光值的率 > 2
.

1时为阳性
,

》 1
.

5一 2
.

0为可凝
。

比率计算
。

耀舞森象谁窝井版
值 》 2

·

空白对照液 是 0
.

} 爸月
一

堆质拼 液加 0
.

05

毫升 4 N 硫峻的消 光值
, !月性对照为多份阴



性标本的平均值
。

5
.

Q热立克次氏体的检测
:

l () 感染鸡胚卵黄 囊一。
一 ’ 0

.

2m l 小鼠

腹腔注射
,

第五天解剖取脾脏 印片
。

( 2 ) 除去内源性过氧化物酶
,

用 0
.

3%

H
Z
O

Z

处理 30
产

( 甲醇稀释 )
,

用蒸馏水洗至

无酶为止
,

再用 P
.

B洗四次
,

每次五分 钟
。

( 3 ) 滴一滴酶标抗体放在湿盒中 37
“

C

3 0分钟
,

用 0
.

o 1M P B S p H 6
.

s洗三次
,

每

次五分钟
。

( 4 ) 用 3 尹 , 3 尹联苯胺基质液显色 10 分

钟
,

用 IN H
Z
S O 4中止酶反应

。

三
、

结 果

E L I S A检测 H B s A g , 1 20 倍的稀释度为最适

稀释度 , 第二次标记的抗体低于 1 20 倍
。

E L I S A检测 H B s A g
,

判定结果用分光

光度计测读消光值
。

消光值测定用特制的光

程为 3毫米的微量比色杯
,

最少量 0
。

25 m l即可

测定
。

每份标本可测定 2 个消光值
,

求其平均

数
。

在实验过程中对 15 份已知的阳性和阴性

标本进行测定
,

其消光值的率 都 > 2
.

1
。

用

E L I S A 和对流 电泳 法同时对 9 8份传 染科门

诊和住院病人的血清标本进行检测
,

其 62 份

与反向血凝法进行了比较
,

其结果见表 1
、

表 2
:

表 I E L I SA 与对流 电泳法 对 s9 份

标本检测 结果

用过氧碘酸盐法制备酶标记抗体
,

我们

共进行四 次
,

马抗一 H B s I g G和兔抗一 Q l g G

各两次
。

用分光光度法 (光程 1 厘米 ) 测定

标记抗体的克分子 比值
。

酶的含量测定
:

毫克 /毫升
= 40 3毫微米

光密度
X O

。

4
。

抗一H B 。
酶的量

,

第一次 0
.

74 毫克
,

第

二次 0
.

45 毫克
。

抗 Q热立 克次氏体酶的量为

0
.

3 3 1毫克和 0
。

3 8 4毫克
。

I g G 的含量测定
:

毫克 /毫升
二 ( 2 8 0毫微米光 密度一 40 3

毫微米光密度
X o

。

3) X o
。

6 2

抗一 H B 、 I g G量 分别为
: 4

.

82 6毫克
,

5
.

2 3 5毫克
。

抗一 Q热立克次氏体 I g G分别为
: 3

.

1 56

毫克
, 3

.

6 8 0毫克
。

酶标
一

记抗体的克分子比值为
:

’ _
’

_ _

几
_二二

_ 一 _

上主
一

山少
_

对 流 电 泳 法 …“
{

` “

…
5

{
E L I

瞥 {
2 5

…
_ .

“ 3 …
4

, .

{
’ 8

表 Z E L IS A 与反向血凝法 对62 份

病人标本检刚 结果
~ 一 ” ~ ”

{
一 ’ 引

岸
一

} 犷
一 ’

}
’

了 {
.『

’

一 异
-

反 向 血 凝 法

E L I S A

` 6

{
3

}
` 3

{
生

一

二二
一
竺

~

土
一止生一

从以上结果可 以 看 出
,

E L IS A 检 测

H B s A : 的俭 出率比对流电泳法高
,

与反向

血凝法差别不大
。

免疫酶法检测 Q热立克次氏体
,

其符合

率与普通 的 G i m o n o z 法和荧光抗体染色法基

本相同
。

但着色较浅
,

可能是 由于酶标 抗体

的克分子比值较低所致
。

皂克 /毫升印协 毫克 /毫升 (I g G )
四

、
一

讨 论
克分子比值

=

4 0 , 0 0 0 1 6 0 , 0 0 0

_ 毫克 /毫升 (酶 ) x 4

毫克 /毫升 ( I g G )

根据公式计算
,

酶标记抗体克分子比值

分别为
:

马抗一 H B 。 ,

0
.

55 和 0
.

6 1 ; 兔坑一 Q

热立克次氏体
, 0

.

4 0和 0
.

4 2
。

有 8 % 一 1 2%

的酶被标 记上
。

第一次标 记的抗一 H B s ,

用于

应用 E L IS A 和免疫酶法
,

其中最主要的

条件是要求酶标抗体的免疫学和酶学活性要

好
, `

已是提高灵敏度的关键之一
。

目前
,

制备

酶标抗体的方法有三种
:

戊二醛一步法
,

戊二

醛二步法和过氧碘酸吉k法
:

以过氧碘酸盐法

为最好
,

能将 70 % 的晦与 洲% 抗体 I g G结



合
,

而戊二醛法只能将 2 %酶结 合 于 抗 体

I g G 上
` 。

我们用过氧碘酸盐法进行四次标记

的结果
,

有 8%一 12 %酶与抗体 I g G结合 ;
克

分子比值在 0
。

40 一 0
.

6 1 ,

最理想 的 比
,

值 是

1一 2 ,

也就是一个分子 的抗体 I g G 匕有 2一 4

分子的酶
。

我们使用 的实验方法和条件与文

献报道相同
,

从四次结果比较一致来 看
,

也

说 明方法上无大的差另!J
,

但克分子比值较低
,

可能是 由于酶的纯度不够造成的
。

国外文献

报道所使用的酶 R Z在 3
.

0以 上
,

而我们使用

的酶 R Z只有 2
.

2
。

要想提高标 记抗体的克分

子 比值
,

有必要对酶进行提纯
。

另外
,

酶标用抗体 I g G的保存时间不能

过久
,

最好是新制备的
。

我们所使用的马抗
一
H sB 保存时间较久

,

经 D E A E
一

纤 维 素层

析后立即标记的抗体免疫活性比保存一个月

后标记的抗体活性 要 高
。

在 E L I S A 检 测

H B s A g 的实验 中标记抗体的最适 稀释度第

一次比第二次要高
。

在固相载体的使用上
,

我们用国产的聚

苯 乙烯微量血 凝板与 D y n at e c h聚 苯乙烯微

量血凝板进行实验
,

其效果相同
。

据初步观察
,

每个凹孔中所加的标本量

0
.

1毫升与。
.

3毫升
,

温育时间 (1 一 2’J
、时 )

,

温度 ( 28
O

C与 37
“

C )对检测结果影响不大
。

因此
,

E L I S A 对实验条件易于掌握
。

用分光

光度法判定结果
,

科学性强
,

可以避免肉眼

观测的误差
。

五
、

小 结

1
.

用过氧碘 酸盐法成功地制备了四批

酶标抗体
,

其方法简单
,

耗酶和标记抗体量

少
,

产率高
。

但酶标抗体克分子比值较低
,

有待提高
。

2
.

用免疫酶法检测 Q热立 克次氏体
,

初步获得成功
,

但着色较浅
,

可能与酶标抗

体克分子比值低有关
。

3
.

从以上的初步结果表明
,

E L I S A检

测 H B s A g 具有较高的敏感性和 特异性
,

而

且操作简便
、

快速
、

不需特殊仪器
,

试剂用量

少等优点
,

便于推广使用
。

从对朋份病人标

本的检测结果来看
,

其灵敏度比对流电泳法

高
;
与反向血凝法比较差别不明显

,

但国外

文献报道 E L IS A 比反向血凝法灵 敏度高
,

原

因何在
,

有待于进一步研究
。

( 工作中
,

承一院传染科提供标本
,

并

协助做对流 电泳和反向血凝
,

谨此致谢
。

)
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