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金标免疫层析法测定唾液中丙型肝炎病毒抗体的研究
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　　摘　要：目的　研制一种能快速检测唾液中丙肝ＩｇＧ、ＩｇＭ抗体的胶体金免疫层析试纸条。方法　采用夹心法，将丙肝重组

抗原与胶体金链接形成金标抗原，与金标兔抗体以２∶１的比例混合制成金标垫。将鼠抗人ＩｇＧ、鼠抗人ＩｇＭ 抗体混合包被于检

测线位置；将羊抗兔抗体置于质控线位置；在样品垫上滴加１０μＬ唾液和１滴ＰＢＳ溶液（约４５μＬ）展开。并对试纸条的特异性，

重复性等进行测试。结果　对２１７份血清抗ＨＣＶ阳性样品和１８９份阴性样品进行了测试，与血清抗ＨＣＶＥＬＩＳＡ检测方法的

一致性高（Ｋａｐｐａ＝０．９９）。结论　本技术能在无创条件下，５ｍｉｎ时间内可读取结果，可用于体检大量筛查和群众的自主筛查而

推广。
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　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）显示出世界发展趋势，在各个年龄

段、性别、种族和地区均广泛感染［１］。大多数急性 ＨＣＶ感染

显示亚临床状态，并导致慢性的肝脏疾病，患者常在无意识的

情况下延误了治疗，进一步导致肝硬化和肝细胞癌的发生［１］。

更为严重的是，ＨＣＶ感染不仅目前没有可以彻底治愈的办法，

而且尚没有疫苗可以对其进行有效预防感染的发生。因此对

筛查阳性后确诊的患者进行早期干预，可提高生活质量，防止

病情的进一步恶化［２］。

目前，ＨＣＶ感染者的实验室诊断中，以静脉外周血标本的

ＨＣＶ抗体（抗ＨＣＶ）检测为主要手段。外周血抗ＨＣＶ检测

虽具有灵敏度高、特异性好等优点，且已广泛应用于血站献血

员及医院输血前和手术前患者的血液筛查，以保证安全输血。

然而该方法是有创检测，现在主要用于就诊的疑似患者和手术

前、输血前的常规检查；且在静脉抽血过程中存在一定的损伤

和交叉感染的危险性。近３０年来，利用患者唾液、尿液等标本

作为外周血的代替品进行病原体分析的研究屡有报道［３］。苏

格兰以及英国的其他区域已经通过在高危人群的唾液检测来

确定人类免疫缺陷病毒的传播［４］，自１９９８年开始，唾液中抗

ＨＣＶ的存在和检测也被受关注
［５］。

金标免疫层析技术由于价格低廉、携带方便、结果肉眼可

见、操作简单和稳定性好等优点，已经广泛应用于临床、食品安

全、环境卫生等各个方面的定性检测［６］。随着金标免疫层析技

术的检测灵敏度和特异性的提高，已广泛应用于检测浓度较低

的无创性体液标本。如检测尿 ＨＣＧ用于怀孕的筛查，阴道分

泌物中检测细菌性阴道病的诊断筛查等。以色列科学家Ｓａ

ｌｅｍＥｌｓａｎａ指出：唾液可替代血清来进行 ＨＣＶ抗体的检测，丙

型肝炎病毒抗体血清阳性和唾液有着显著相关性［７］。然而利

用金标试纸条检测唾液中的 ＨＣＶ抗体在国内未见报道，本研

究旨在研制一种金标免疫层析试纸条检测唾液中抗ＨＣＶ抗

体，达到无创筛查大量人群是否感染 ＨＣＶ的目的。

１　材料与方法

１．１　样品收集　本实验的全部阳性样品来自九龙坡区第一人

民医院住院或门诊患者，通过血清抗ＨＣＶ酶联免疫吸附分析

法（ＥＬＩＳＡ）检测阳性确诊以后的患者唾液。取得唾液标本后，

进行隐血检测，所有样品均显示隐血阴性，在－２０ ℃储存

备用。

１．２　试剂　ＨＣＶ重组混合抗原、鼠抗人ＩｇＧ和鼠抗人ＩｇＭ

（深圳市菲鹏生物股份有限公司）；兔抗体和羊抗兔抗体、硝酸

纤维膜、玻纤、ＰＶＣ板（天津博奥赛斯生物科技有限公司）；氯

金酸、牛血清清蛋白（ＢＳＡ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ）。实验中使用到的
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其他试剂均为分析纯。本实验中的使用水均为新鲜制备的超

纯水。所使用到的磷酸盐缓冲（ＰＢＳ）溶液浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．４。实验过程均在室内温度（２０±２）℃，空气湿度低于

２０％的环境中操作。

１．３　仪器　紫外可见光分光光度计（ＵＶ６０００，上海元析仪器

有限公司），划线工作采用ＢＩＯＤＯＴ公司的ＺＸ１０１０设备，本

研究中烘干机使用ＤＨＧ９２４０Ａ型电热鼓风干燥箱（工作温度

为３７℃），超低温高速离心机采用 ＨＩＴＡＣＨＩ（日立）ＣＲ２１ＧＩＩＩ

型。旋涡混合器、电磁电热加热套、裁纸机等其他设备均为实

验室常用设备。

１．４　方法

１．４．１　纳米金溶液的制备　采用柠檬酸三钠还原法
［８］制备胶

体金。主要步骤如下：在充分清洗干净的圆底烧瓶内加入原子

水２００ｍＬ，放入搅拌子，在电磁电热套的作用下加热至沸腾，

加入２ｍＬ１％的氯金酸溶液后等到沸腾，加入现配的１％的柠

檬酸三钠７ｍＬ。反应至６ｍｉｎ时，溶液颜色发生突变，继续加

热至１０ｍｉｎ时，溶液显示橙红色，停止加热，继续搅拌至金纳

米溶液降至室温。

１．４．２　金标垫的制备　（１）用１０％ Ｋ２ＣＯ３ 溶液将金纳米溶

液的ｐＨ值调整到８．０；（２）用ＰＢＳ溶液将重组 ＨＣＶ抗原稀释

到１．０ｍｇ／ｍＬ；（３）１５μＬ稀释后 ＨＣＶ重组抗原加入１０ｍＬ

ｐＨ８．０的金纳米溶液里，用漩涡混合器混合２０ｓ，静置于室温

中１ｈ，使金纳米粒子和抗原进行充分结合；（４）１ｍＬ１％ ＢＳＡ

溶液加入上述溶液，充分混匀，再次静置１ｈ，使得ＢＳＡ充分封

闭未结合抗原的位点；（５）将溶液置于高速冷冻离心机内，４℃

１１０００ｒ／ｍｉｎ下离心０．５ｈ，弃去上清液１０ｍＬ，将留下来的溶

液在旋涡混合器上混合均匀，重新混悬制成 ＨＣＶ重组抗原标

记金纳米溶液；（６）兔ＩｇＧ抗体用同等方法制备成兔ＩｇＧ抗体

标记金纳米溶液，两种纳米金标记溶液储存于４℃中备用；（７）

涂金标垫前，将金标 ＨＣＶ重组混合抗原和金标兔抗体以２∶１

的比例充分混合，将７５μＬ的混合液加入２２５μＬ的ＰＢＳ溶液

混合均匀，３０ｃｍ×５ｍｍ的金标垫上均匀涂抹３００μＬ的上述

金标混合溶液；（８）将金标垫置于纱网上，放入３７℃的鼓风干

燥箱内干燥４小时，取出备用。

１．４．３　样品垫的制备　首先，ＰＢＳ溶液和１％的ＢＳＡ溶液以

１０∶１的体积比混合均匀制成样品垫处理液；然后，将裁剪成

３０ｃｍ×２ｃｍ的样品垫浸入样品垫处理液中，充分浸润；最后，

将浸泡过的样品垫小心放在纱网上，转移到鼓风干燥箱内干燥

至少４ｈ，放入干燥剂密封后室温下储存备用。

１．４．４　金标免疫层析试纸条的组装　（１）将４ｍｇ／ｍＬ鼠抗人

ＩｇＧ、４．１５ｍｇ／ｍＬ鼠抗人ＩｇＭ分别用ＰＢＳ溶液稀释成２ｍｇ／

ｍＬ的溶液，再等体积混合制成１ｍｇ／ｍＬ的鼠抗人抗体（ＩｇＧ

和ＩｇＭ）混合溶液；（２）轻柔准确地将 ＮＣ膜贴在ＰＶＣ板的检

测区，用三维划膜喷金仪将１ｍｇ／ｍＬ的羊抗兔ＩｇＧ抗体包被

于质控线（Ｃ处）位置，将鼠抗人混合抗体包被于检测线（Ｔ处）

位置；（３）将包被好的ＮＣ膜板放入干燥箱中至少干燥４ｈ；（４）

样品垫、金标垫和吸水纸的固定在ＰＶＣ板上；（４）固定好的试

纸条，用微电脑自动裁纸机切割为３ｍｍ宽度的均匀的试纸

条，在使用前，加干燥剂密封进行保存。

１．４．５　金标免疫层析试纸条的使用　将１０μＬ唾液标本滴加

在样品垫位置，将１滴（或者准确量取４５μＬ）ＰＢＳ溶液滴在试

纸条上用于延展唾液样品，５ｍｉｎ时肉眼读取实验结果，在检

测线（Ｔ处）和控制线（Ｃ处）分别出现红色清晰的线条为阳性，

只在控制线（Ｃ处）出现红色清晰的线条为阴性，在 Ｔ处和Ｃ

处不出现红色的线条为无效。

图１　　免疫层析试纸条组装图

１．４．６　金标免疫层析试纸条性能评价

１．４．６．１　与ＥＬＩＳＡ的比对试验　取临床经ＥＬＩＳＡ法证实血

液中的抗 ＨＣＶＩｇＭ、ＩｇＧ阳性的２１７例患者和１８９例阴性健

康体检者的唾液，用自制的金标试纸条测定唾液中的抗 ＨＣＶ

ＩｇＭ和ＩｇＧ。

１．４．６．２　稳定性　取３批金标试纸条，分别加干燥剂封装后

置于４℃、１８～２５℃、３７℃条件保存，每３０天分别测定１０个

阳性和阴性标本，观察９０ｄ。

１．４．６．３　特异性　分别取人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染者

（２０例）、单纯乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）感染者（３０例）、ＨＣＶ／

ＨＢＶ混合感染者（２０例）和 ＨＣＶ单纯感染者（２０例）的唾液

进行测定。

２　结　　果

２．１　胶体金质量鉴定　为了使金纳米粒子负载更多量的重组

混合抗原，我们制备较小的纳米粒子。用肉眼观察所制备的胶

体金溶液清澈透明，呈现透亮的橙红色，无杂质。将其冷却至

室温后转移到比色皿中，利用紫外可见光分光光度计测定金颗

粒的吸收峰，在４００～６００ｎｍ扫描，只在５１７ｎｍ处有窄而尖的

吸收峰，ＯＤ值为１．５，参阅相关文献［８］得到金纳米颗粒的粒

径大部分为１５ｎｍ，说明制备的纳米金颗粒粒径均一，可以用

于后续的标记。

２．２　胶体金标记结果　通过上述的方法标记的纳米金溶液，

颜色透亮，没有沉淀现象。离心后，没有挂壁现象，重新混合的

溶液澄清，可以用于金标垫的制作。

２．３　样品垫的处理　经样品垫处理液浸泡干燥后的样品垫在

使用过程中，通过对样品的处理，可以获得ＮＣ膜背景洁白，检

测线和质控线没有拖尾现象的效果。

２．４　试纸条性能评价

２．４．１　自制金标纸条与ＥＬＩＳＡ比较　对ＥＬＩＳＡ证实的２１７

例阳性标本和１８９例阴性标本进行检测，其结果如表１。经一

致性Ｋａｐｐａ检验（κ＝０．９９），表明本实验制备的金标免疫层析

试纸条与经典的ＥＬＩＳＡ法具有很好的一致性。

表１　　自制免疫金标纸条与ＥＬＩＳＡ比较

本研究
血清抗ｈｃｖＥＬＩＳＡ检测

＋ －

合计 率

＋ ２１５ ０ ２１５ ０．５３

－ ２ １８９ １９１ ０．４７

合计 ２１７ １８９ ４０６

率 ０．５３４ ０．４６６

２．４．２　试纸条的稳定性　在９０ｄ的范围内，结果稳定，对阴

性和阳性标本可以区分。说明本研究所制备的试纸条可以长

时间保存，具有良好的稳定性，见表２。

２．４．３　特异性检测结果　本研究对特异性的评价如表３所

示。说明试纸条对 ＨＩＶ、ＨＢＶ没有交叉反应，可以进行 ＨＣＶ

感染的定性检测，特异性强。
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表２　　自制免疫金标纸条稳定性检测结果

批号 测定日期

保存温度

４℃（狀＝１０）

阴性 阳性

１８～２５℃（狀＝１０）

阴性 阳性

３７℃（狀＝１０）

阴性 阳性

２０１２１００１ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ ９ １１

２０１２１００２ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

２０１２１００３ ３０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

６０ｄ １０ １０ １０ １０ １０ １０

９０ｄ １０ １０ １０ １０ ９ １１

表３　　自制 ＨＣＶ金标层析试纸条特异性检测结果

样本 ＨＩＶ（狀＝２０） ＨＢＶ（狀＝３０） ＨＢＶ＋ＨＣＶ（狀＝２０） ＨＣＶ（狀＝２０）

结果 阴性 阴性 阳性 阳性

３　讨　　论

目前检测 ＨＣＶ的方法包括 ＥＬＩＳＡ检测、ＰＣＲ技术测定

ＨＣＶＲＡＮ和金标免疫层析法，但主要集中于血清中的病原微

生物的抗原、抗体检测［９］。由于检测灵敏度和特异性的限制，

目前国内金标免疫层析法还无检测唾液中的抗 ＨＣＶ抗体的

报道。我们在检测线区域同时包被鼠抗人ＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体，

同时检测唾液中 ＨＣＶＩｇＧ、ＩｇＭ抗体，显著提高了试纸条的检

测灵敏度和选择特异性。

ＨＣＶ核心蛋白不同区段的亲／疏水性极不均衡，氨基端

表现为亲水性，而羧基端表现为疏水性，Ｎ端１～１５４个氨基酸

包含了核心蛋白的大部分疏水区。ＨＣＶ核心蛋白的疏水性能

其在被用作检测线的包被蛋白时，对检测液体流中的蛋白产生

疏水结合，极易产生假阳性的现象［１０］。本研究经过探索，采用

将鼠抗人混合抗体（不易产生疏水结合）包被于检测线的方法，

避免了假阳性结果的产生。

样品垫的处理液配方中，ＢＳＡ溶液用于在液体流动过程

中，封闭ＮＣ膜上的非特异性结合位点，防止在层析过程中，金

标抗原和抗体与ＮＣ膜上的位点结合，ＮＣ膜背景不净和拖尾

的情况出现。ＰＢＳ缓冲液样品垫用于控制样品层析过程中的

ｐＨ，保证反应过程中的金标 ＨＣＶ重组抗原和兔抗体的结合

稳定和生物活性状态。

检测的２１７例标本中，有２例假阴性结果，此结果的产生

可能是以下２个原因：（１）患者本人的因素，１ｄ之内唾液的分

泌情况不同，导致收集标本的时候唾液所含抗ＨＣＶ量极少或

者没有；（２）采用新的检测原理的金标免疫层析试纸条灵敏度

还没有达到绝对满意的程度，以后的试验中还需要改进。

稳定性检测在３７℃保存９０ｄ后的金标条产生了假阳性

结果，可能由于试纸条在高温环境下蛋白质的生物活性变化，

导致标记蛋白或者金纳米粒子在检测线发生部分聚沉显色。

而室温１８～２２℃和低温４℃保存９０ｄ稳定性好。

综上所述，本研究所制备的金标免疫层析试纸条能够运用

于临床唾液样本的检测，并且在５ｍｉｎ可以产生肉眼可见的结

果，稳定性、特异性和准确度较好，在无创情况下能够满足对人

群中 ＨＣＶ感染者的快速筛查。
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