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"摘要#

!

目的
!

探析双抗夹心法酶联免疫吸附试验中牛血清清蛋白封闭!吐温
!#

及浓度!样品与检测抗体的

加样方式及孵育温度对酶联免疫吸附试验检测结果的影响%方法
!

双抗夹心法酶联免疫吸附试验检测人白细胞介

素"

5V

#

;"3?

细胞因子作为模型!检测封闭条件!吐温
!#

及其不同浓度!样品与检测抗体分开孵育及共同孵育!酶联

孵育温度对标准品浓度与
H6

值关系的影响%结果
!

酶联免疫吸附试验不封闭$洗液吐温浓度为
#2#89

且孵育温

度为
7.h

的
Q

!

\#2$$8.

&

[1&

封闭的
Q

!

\#2$:""

&洗液中吐温浓度
#2##89

时
Q

!

\#2$$"8

!

#289

时
Q

!

\#2$:6

:

&样品和检测抗体一同孵育
",

或
!,

的
Q

! 分别为
#2$6-8

和
#2:.-!

&孵育温度为
!8h

的
Q

!

\#2$$6"

%结论
!

[1&

封闭步骤对低浓度的样品检测灵敏度不强&样品和检测抗体及酶稀释液中必须含有吐温
!#

且浓度在
#2#89

条件下最合适&样品和检测抗体共同孵育会影响对高浓度样品的检测&

7.h

和
!8h

的孵育温度条件下的酶联免疫

吸附试验检测灵敏度没有差异!但
!8h

孵育可以降低
H6

值背景%

"关键词#

!

影响因素&

!

标准操作流程&

!
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双抗夹心法酶联免疫吸附试验$

ZV51&

%是最典型的免疫

分析法+

"

,

#被广泛用于检验医学工作中疾病诊断.食品安全.环

境分析等领域+

!;8

,

-抗原抗体结合的特异性#酶催化反应的专

一性+

6

,

#生物素和亲和素级联放大效应都极大地提高了双抗夹

心法
ZV51&

检测的灵敏度#对检测物的快速诊断提供了重要

保证-

ZV51&

从标本制备到结果检测的任何一个步骤都影响

了最终结果的判断-目前已有大量文献报道影响
ZV51&

的操

作因素和控制方法+

.;:

,

#极大程度上帮助了科研人员建立相应

样品的
ZV51&

检测体系+

$;"#

,

-但并没有文献系统地验证双抗

夹心法
ZV51&

的影响因素#本文以人白细胞介素 $

5V

%

;

"3?ZV51&

为模型#从是否封闭#洗液中吐温浓度#样品和检测

抗体加样方式及孵育温度等实验条件探析双抗夹心法
ZV51&

条件的影响因素#为科研人员建立一个标准操作流程提供参

考#避免
ZV51&

过程人为因素和错误理解影响了对实验结果
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的判定-

$

!

材料与方法

$2$

!

试剂
!

人
5V;"3?

包被抗体$

3iS

#

Q1&

%#人
5V;"3?

检

测抗体$

3iS

#

Q1&

%#人细胞因子
5V;"3?

$

3iS

#

Q1&

%#

'3+;&>CDF

$

=[D<G)D=F)=

#

Q1&

%#磷酸盐缓冲液$

+[1

%粉末$中

杉#北京%#吐温
!#

$

&JL=G)<

#

Q1&

%-

$2/

!

主要仪器及耗材
!

酶联免疫检测仪$

[D<0=N

#

Q1&

%#小

型台式离心机$

0,=LJ<

#

Q1&

%#移液器$

Z

KK

=FC<LH

#德国%#

$6

孔可拆酶标板$

4<GB?L

#

Q1&

%-

$2'

!

实验方法

$2'2$

!

包被抗体
!

用
+[1

将人
5V;"3?

包被抗体稀释到工作

浓度$

-

%

E

"

JV

%#混匀后将包被抗体稀释液加入到
ZV51&

板

中#每孔体积为
8#

%

V

#轻微晃动
ZV51&

板使液体均匀铺在板

底#

-h

放置过夜$

"!,

%-

$2'2/

!

洗板
!

洗板前配制好
+[10

洗液$

+[1

中含不同浓度

吐温
!#

%-孵育后第
"

次洗板前#将微孔中原有的液体吸走#

在干净滤纸上拍干后#每孔加入
-##

%

V

的洗液#不静止即吸出

拍干-第
!

次洗板#在每孔中加入
-##

%

V

的洗液#静止放置
7

JDF

后再吸出拍干-重复第
!

次洗板
7

次-最后
"

次拍干后#

应马上加入下一步的液体#避免板底干燥-操作过程中需注意

不能刮擦加
ZV51&

板的底部-

$2'2'

!

封闭
!

用
#2#89+[10

溶解
[1&

#浓度为
#289

-溶

解完全后#加入洗板后的微孔板中#每孔
"##

%

V

#

7. h

孵育

",

-

$2'21

!

加样
!

本次实验选用人
5V;"3?

细胞因子的标准品作

为检测样品#样品从
.:

!

"####

KE

"

JV!

倍梯度稀释-同时

设置不加细胞因子为阴性对照孔-将不同浓度的抗原和阴性

对照分别加入对应的孔中#

"##

微升"孔#

7. h

或
!8 h

孵育

",

-

$2'22

!

加检测抗体
!

样品孵育时间结束后按照步骤
!

洗板#

同时稀释检测抗体到工作浓度$

#2!

%

E

"

JV

%#

"##

微升"孔#

7.

h

或
!8h

孵育
",

$样品与检测抗体一起加入组#

7.h

孵育
"

,

或
!,

%-

$2'2)

!

加入酶标亲和素
'+;&>CDF

!

按照说明书
"b"###

稀

释酶标亲和素#稀释后
"##

微升"孔#

7. h

或
!8 h

避光孵育

",

-

$2'2.

!

底物液反应
!

/+S

底物反应液预混液$

/+S726$

JJ<@

"

V

#柠檬酸
!2-JJ<@

"

V

#

U?

!

'+/

-

82"!JJ<@

"

V

%#临用

前加入过氧化氢$

!8JV

的
/+S

底物反应液中加入
-#

%

V

的

7#9

过氧化氢%#混匀后加入到洗板后的微孔板中每孔
"##

%

V

#

7.h

或
!8h

孵育
#28,

-孵育时间完成后#每孔加
"##

%

V!J<@

"

V'

!

1/

-

终止反应-

$2'2O

!

酶标仪检测吸光值
!

/+S

的最佳吸收峰在
-$!FJ

#设

置酶标板检测波长
-$!FJ

检测各孔的
H6

值-

$21

!

统计学处理
!

计量资料使用
Na?

表示#采用软件

%L?

K

,+?C+LDGJ6

$

%L?

K

,+?C

#

Q1&

%-组间差异采用
1+11

"-2#<F=;O?

I

&U/W&

分析及
SAFF=BBd5

检验#以
E

$

#2#8

为

差异有统计学意义-

/

!

结
!!

果

/2$

!

牛血清清蛋白封闭对
5V;"3?ZV51&

体系的灵敏度提高

无作用
!

牛血清清蛋白在
ZV51&

反应中可以防止酶的分解和

非特异性吸附#但是封闭是不是对所有的
ZV51&

体系都是必

需的呢2 本
ZV51&

体系采取包被后不封闭及封闭$

#289

[1&

#

",

%两种方式检测人
5V;"3?

细胞因子$

.:

!

"####

KE

"

JV

#

!

倍梯度稀释%#其他步骤按照常规操作#孵育温度为
7.

h

-实验的
H6

值与标准品浓度用
%L?

K

,

K

?C

作图并得到线性

回归系数
Q

!

$图
"

%-对比两种方式检测结果显示#

[1&

封闭

的
H6

值偏小$图
"[

%#

Q

!

\#2$:""

小于不封闭组
Q

!

\#2$$8

.

$图
"&

%-原因可能是高浓度下的牛血清清蛋白可能会影响

低浓度的标准品与抗体结合#导致检测的灵敏度降低-

!!

注!

&

为不封闭组(

[

为
ZV51&

孔加
89[1&

在
7.h

封闭
",

-

图
"

!

[1&

对双抗夹心法
ZV51&

检测人
5V;"3&

细胞因子检测灵敏度没有提高作用

/2/

!

吐温
!#

及浓度对
ZV51&

的影响
!

图
!&

显示#当抗体的

稀释液和洗板液中不含吐温
!#

#不同浓度标准品的
H6

值差

异无统计学意义$

E\#28$!7

%-但当样品和检测稀释液中含

有吐温
!#

$图
![

%#检测的
H6

值与浓度相关-抗体稀释液和

洗液中均有吐温
!#

时#

H6

值与浓度的梯度关系最好$图
!4

%-

说明吐温
!#

在稀释样品和检测抗体时必须加入到
ZV51&

体

系#但是注意包被抗体不能加入吐温#否则会导致结果都呈阴

性-

!!

注!

&

为样品和检测抗体的稀释.洗板液不含吐温
!#

(

[

为洗板液

不含吐温
!#

#样品和检测抗体稀释中含
#2#89

吐温
!#

(

4

为样品和检

测抗体稀释液.洗板液中均含
#2#89

吐温
!#

-

图
!

!

吐温
!#

在
ZV51&

体系中的作用

!!

为了进一步探讨吐温
!#

在
ZV51&

体系中的最佳浓度#设

计不同浓度$

#2##89

!

#289

%的吐温
!#

实验组#观察吐温
!#

的浓度对实验检测结果的影响#结果显示#吐温
!#

浓度为

#2#89

的线性关系系数
Q

!

$

Q

!

\#2$$8.

%最好#

ZV51&

结果最

好最理想-这与
ZV51&

常用吐温
!#

浓度相一致-见图
7

-

!!

注!

&

为 吐温
!#

浓度
#2##89

(

[

为吐温
!#

浓度
#2#89

(

4

为吐

温
!#

浓度
#289

-

图
7

!

吐温
!#

最优浓度在
ZV51&

体系中的选择

/2'

!

样品和检测抗体共同孵育对
ZV51&

的影响
!

双抗夹心

法
ZV51&

常规检测方法是样品.抗体试剂单独加-但某些试

/
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剂盒推荐样品和检测抗体一起加来缩减步骤从而加快检测的

时间#

ZV51&

体系能否在不增加检测抗体用量的情况下提高

或不影响
ZV51&

检测的灵敏度呢2 本文同时在
ZV51&

体系

中设计样品和检测抗体一起加或增加孵育的时间-结果显示

$图
-

%#样品和检测抗体一起加入并不能提高
ZV51&

检测的

敏感性#随着时间增加样品的
H6

值与标准品浓度的线性相关

系数降低
Q

!

\#2:."!

#在较高浓度下呈现平台趋势-可能是

由于游离的样品预先和游离的检测抗体结合后#空间体积变大

导致样品和检测抗体结合的概率减小-因此#不建议
ZV51&

中样品和检测抗体一同加入#造成结果不准确-

!!

注!

&

为样品和检测抗体单独孵育#各
",

(

[

为样品和检测抗体共

同孵育
",

(

4

为样品和检测抗体共同孵育
!,

-

图
-

!

样品及检测抗体共同孵育对
ZV51&

的影响
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!

孵育温度对
ZV51&

的影响
!

双抗夹心法
ZV51&

应用了

抗原抗体特异性结合#酶与底物专一性反应-其中孵育的温度

是一个关键的因素#

7.h

是
ZV51&

检测常用的孵育温度#但

降低温度是否可以减小非特异性结合从而降低背景以减小干

扰2 图
8

显示#

!8h

孵育温度下
ZV51&

的
H6

值普遍偏低#但

线性相关系数
Q

! 显示其检测的灵敏度并不受温度降低的

影响-

!!

注!

&

为
7.h

孵育(

[

为
!8h

孵育-

图
8

!

孵育温度对
ZV51&

的影响

'

!

讨
!!

论

!!

双抗夹心法
ZV51&

被科研人员广泛应用于快速检测待测

样品的工具-虽然已有很多抗原检测的
ZV51&

试剂盒开发#

但并不是所有样品都有可供使用的试剂盒#若待检样品没有相

应试剂盒#或者有些试剂盒的价格比传统方法检测的价格贵#

不利于经费紧张的科研人员大量检测样品#这些情况下科研人

员会选择传统手工的
ZV51&

方法完成检测#其技术条件要求

科研人员要根据不同的样品和抗体类型建立一个标准操作

流程-

人细胞因子
5V;"3?

与
5V;"

+

比例失衡在疾病发展过程中

的扮演了一个重要的角色#但细胞因子
5V;"3?

检测的试剂盒

价格偏贵-本文以人
5V;"3?

双抗夹心法
ZV51&

体系的优化

为例从封闭#吐温
!#

及浓度#样品和检测抗体加样方式及孵育

温度探讨了传统
ZV51&

中常见的问题#可以为科研人员的

ZV51&

体系优化提供参考-实验结果显示了
[1&

封闭并不能

提高检测的灵敏度#反而影响了低浓度样品的检测-因此#只

要抗体的活性高#也可以不用封闭这一常用的步骤-吐温
!#

是阴离子表面活性剂#防止了抗原抗体的非特性结合同时也防

止后面的抗体或样品吸附到微孔板上#因此
ZV51&

包被抗体

时一定不能含有吐温
!#

#但是包被以后的步骤中的缓冲液都

需要含有吐温
!#

#其浓度在
#2#89

为最优-孵育温度可以选

择
!8h

#这样可以降低检测的背景而又可以保持其在
7.h

下

的检测灵敏度-

ZV51&

检测试剂盒为了快速得到检测结果#

其说明书将样品和检测抗体一同孵育而减少检测的步骤-本

文仿效试剂盒说明书将配制好的样品和检测抗体共孵育#在检

测抗体浓度不变的情况下#其线性回归系数明显减低#特别是

样品浓度较大情况下#

H6

值和浓度不是线性增长关系-原因

可能是由于游离的样品和检测抗体先结合后形成空间位阻效

应#影响了样品和包被抗体的结合-因此#不建议将
ZV51&

步

骤中样品和检测抗体一同孵育-影响
ZV51&

的因素还有很

多#例如酶标板的选择#包被抗体的
K

'

避免与包被缓冲液的

K

'

相等%等小细节-

综上所述#

ZV51&

测定的应用非常广泛#虽然其操作步骤

简单#但影响
ZV51&

检测的因素也非常多#分布在
ZV51&

反

应全过程的每一个环节#科研人员要根据实验样品和抗体建立

一个标准的操作流程#才能得到稳定的实验结果-

参考文献

+

"

,

V==`T

#

_=<F

E

`

#

Y?F

E

'_

#

=B?@24?G)?C==FP

I

J=;@DFN=C

DJJAF<G<L(=FB?GG?

I

$

4ZV51&

%+

_

,

2[D<G=FG[D<=@=)BL<F

#

!##$

#

!8

$

!

%!

77!;77.2

+

!

,

T<,L&V

#

/HG?[

#

Y=D@&T

#

=B?@2ZFP

I

J=;@DFN=CDJJA;

F<G<L(=FB?GG?

I

$

ZV51&

%

H<LB,=C=B=)BD<F<HAG=<HB,=

G

I

FB,=BD))?FF?(DF<DC?

E

<FDGBG Q3;"--?FC XV3;""DF

,AJ?FALDF=

+

_

,

2_&F?@0<MD)<@

#

!#"-

#

7:

$

.

%!

-!.;-7"2

+

7

, 高翔#卢仁泉#郭林
2

一种血浆肿瘤型
T!;

丙酮酸激酶检

测方法333酶联免疫吸附试验的临床评价+

_

,

2

检验医

学#

!#"#

#

!8

$

.

%!

8-.;8-$2

+

-

, 朱慧莉#黎锡流
2

酶联免疫吸附法$

ZV51&

%在乳制品检测

中的应用+

_

,

2

食品工业#

!##"

$

8

%!

--;-82

+

8

, 匡科#董玉莲#董丽华
2

酶联免疫吸附分析法及其在环境

分析中的应用+

_

,

2

广州化工#

!##6

#

7-

$

6

%!

76;7.2

+

6

,

V=

e

ADF3T2ZFP

I

J=DJJAF<?GG?

I

$

Z5&

%"

=FP

I

J=;@DFN=C

DJJAF<G<L(=FB?GG?

I

$

ZV51&

%+

_

,

24@DF4,=J

#

!##8

#

8"

$

"!

%!

!-"8;!-":2

+

.

,

+D=L?F

E

=@D11

#

'?LLDGZU2&

K

L<B<)<@H<LC=B=LJDF?BD<F<H

?FBD)?LCD<@D

K

DF?FBD(<CD=G(

I

ZV51&

+

_

,

2U?B+L<B<)

#

!##:

#

7

$

8

%!

:-#;:-:2

+

:

, 李宁
2

影响酶联免疫吸附试验测定的关键环节+

_

,

2

检验

医学与临床#

!##6

#

.

$

.

%!

7"-;7"82

+

$

, 玉崧成#王威#李艳平#等
2

定量测定硫酸软骨素的双抗体

夹心
ZV51&

的建立+

_

,

2

检验医学#

!#""

#

!6

$

7

%!

"-7;"-62

+

"#

,张健#简敏华#蒋玲丽#等
2

双抗体夹心
ZV51&

测定人广

泛型线粒体肌酸激酶方法的建立+

_

,

2

检验医学#

!#"7

#

!:

$

"#

%!

$"7;$"62

$收稿日期!

!#"8;#$;#-

!!

修回日期!

!#"8;"";":

%

/

8.:

/

检验医学与临床
!#"6

年
-

月第
"7

卷第
.

期
!

V?(T=C4@DF

!

&

K

LD@!#"6

!

W<@2"7

!

U<2.


