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摘
!

要"目的
!

研制一种灵敏%稳定的酶联免疫吸附试验底物并进行方法学评价$方法
!

制备了以四甲基联苯胺和过氧化氢

脲为主要成分的底物体系!并对其灵敏度%精密性和存放稳定性进行了方法学鉴定试验!且与其他
,

种底物进行了比较$结果
!

本研究自制底物与
,

种商品化底物相比!灵敏度高于其中
*

种!精密性试验平均变异系数为
,1/$U

!

#T

存放自制底物第
+

天%

.

天%

+

月%

"

月%

+*

月测定其酶联物反应所得吸光度值分别为
*1*"-

%

*1#$,

%

*1,/-

%

*1*.-

%

*1,,$

!标准差为
$1$/"+-/

!变异系数为

*1#$U

$结论
!

本研究自制底物灵敏度和精密度高%稳定性强!配制方法简便%重复性好$既能满足实验室科研需要!作为检验试

剂盒的一个重要组分也达到了研发商品化试剂盒的要求!为科研实验及科研转化提供了一种经济%有效的选择$
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酶联免疫吸附试验$

[6QK;

%是一种得到广泛应用的免疫

学检测技术#其结果受很多因素的影响#其中底物显色是影响

试验成功与否的关键因素'很多科研院校在实验研究中经常

会使用以辣根过氧化物酶作为标记酶的标记物#

,

#

,i

#

/

#

/i)

四

甲基联苯胺
)

过氧化氢$

<Ĵ )%

*

M

*

%是最为常用的底物体

系)

+

*

#有的实验研究需要使用大量的显色剂#商品化
,

#

,i

#

/

#

/i)

四甲基联苯胺$

<Ĵ

%底物价格昂贵#使研究成本大幅度上

升#由于涉及商业机密#成熟的
<Ĵ

底物配方不会对外公开#

国内外有关文献的配制方案无法满足现在科研工作和科研转

化产品的需求#本研究旨在解决这一技术难题'

?

!

材料与方法

?1?

!

材料
!

酶标板由丹麦
NgN!

公司提供#辣根过氧化物酶

标记物为兔抗人
Q

7

d

酶联物#由美国
9̂4G=(9

7

:

公司提供#

<Ĵ

由上海丽珠生化公司提供#过氧化氢脲由
Z6gX;

公司

提供#终止液为
*345

"

6

硫酸#酶联物稳定剂由本室自制#去离

子水由
J9559

?

4@=

纯水器制备'

[6QK;

底物由上海科华生物公

司及美国
W9D)(4@9:

公司提供'酶标仪
"-$

由美国
9̂4)@DG

公

司提供'乙二胺四乙酸二钠$

[W<;)ND

*

%(柠檬酸(乙酸钠(二

甲基亚砜(吐温
)*$

'

?1@

!

方法

?1@1?

!

自制底物配制过程
!

$

+

%溶液
+

配制!取棕色玻璃瓶加

入去离子水
/$$36

#然后再加入柠檬酸
/*/$3

7

和
[W<;)ND

*

-,3

7

#溶解后高压消毒#取出后静置冷却至
/$

!

"$T

&称取

<Ĵ */3

7

加入
#36

二甲基亚砜中进行溶解#然后将次溶解

物加入至前面配制的已冷却至
/$

!

"$T

的溶液中#

#T

冰箱保

存备用'$

*

%溶液
*

配制!取棕色玻璃瓶加入去离子水
/$$36

#

然后再分别加入柠檬酸
#1+

7

和乙酸钠
/1/

7

#溶解后高压消毒#

取出后静置冷却至室温#分别加入过氧化氢脲
$1,

7

和吐温
)*$

+36

#溶解后
#T

冰箱保存备用'$

,

%使用方法!将溶液
+

和溶

液
*

等量混合每个酶标板孔加
+$$

"

6

#显色
+$39:

#加入
*345

"

6

硫酸终止反应#酶标仪
#/$:3

测定吸光度$

MW

%值'

?1@1@

!

辣根过氧化物酶联物的稀释和保存
!

酶联物按
+f+

比例加甘油#然后用酶联物稳定液将酶联物进行
+f,$$$

(

+f

"$$$

(

+f+*$$$

(

+f*#$$$

(

+f#-$$$

稀释#冷冻保存'

?1@1A

!

方法学鉴定试验
!

$

+

%灵敏度对比试验!取
[6QK;

板
,

条#每条按顺序分别加入
+f,$$$

(

+f"$$$

(

+f+*$$$

(

+f

*#$$$

(

+f#-$$$

稀释的酶联物#然后每条分别加入自制底物

+$$

"

6

(上海科华底物
+$$

"

6

(

W9D)(4@9:

底物
+$$

"

6

#

,.T

反

应
+$39:

#再加入
*345

"

6

硫酸终止反应#酶标仪
#/$:3

测定

MW

值'$

*

%稳定性试验!将自制底物
#T

保存#分别于保存后

的第
+

天(

.

天(

+

月(

"

月(

+*

月测定其与
/

"

6+f"$$$

稀释

的酶联物反应后的
MW

值#每次各检测
#

孔取其均值'$

,

%精

密度试验!配制稀释度分别为
+f,$$$

(

+f+*$$$

(

+f#-$$$

的高(中(低
,

份浓度的酶联物#做
+$

次相同的测试#以评价自

+

"0#+

+

国际检验医学杂志
*$+/

年
"

月第
,"

卷第
++

期
!

Q:AR6DHJ=G

!

RE:=*$+/

!

O451,"

!

N41++

"

基金项目!广东省人口和计划生育委员会科研项目$

*$+**#-
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!

作者简介!刘志强#男#副主任技师#主要从事免疫学技术研究'



制底物批内变异系数$

8S

%'

?1A

!

统计学处理
!

采用
KVKK+.1$

统计软件进行数据处理及

统计学分析'

@

!

结
!!

果

@1?

!

#

种底物灵敏度对比试验
!

自制底物(厦门英科(上海科

华和
W9D)(4@9:

公司
#

种底物与不同浓度的酶联物反应#所测

得的
MW

值随着酶联物浓度的增加而明显上升#自制底物显色

未见沉淀'比较
#

种底物与酶联物反应#不同稀释度下#自制

底物反应灵敏度均低于厦门英科#高于上海科华和
W9D)(4@9:

#

见图
+

'

@1@

!

自制底物稳定性
!

自制底物
#T

保存#在配制第
+

天(

.

天(

+

月(

"

月(

+*

月测定其酶联物反应所得
MW

值#

/

次结果的

平均值分别为
*1*"-

(

*1#$,

(

*1,/-

(

*1*.-

(

*1,,$

#标准差为

$1$/"+-/

#

8S

为
*1#$U

'

@1A

!

自制底物精密度
!

自制底物与
,

份高(中(低浓度的酶联

物反应
+$

次测定所得
8S

分别为
#1-*U

(

,1*.U

(

*1-0U

'

图
+

!!

#

种底物与不同稀释倍数酶联物反应性

A

!

讨
!!

论

[6QK;

显色底物质量的优劣对确保
[6QK;

测定结果的

准确性十分重要#教科书及实验工具书上配方显色灵敏度差#

稳定性低#不能长期保存'市面商品化底物价格每
+$$36

从

+$$

多元到几百元不等#价格昂贵'在丁香园(生物通(基因酷

等专业论坛中经常有实验工作者求助底物配方的帖子#说明由

于缺乏一个成熟稳定的底物配制方法#在实验研究及技术转化

产品中都困扰着广大实验工作者'

稳定灵敏的底物研制一直是国内医学领域一个较为热门

的研究方向#查阅近几年国内外已公开发表的论文#研究结果

并不令人满意'上海理工大学医疗器械与食品学院李红梅

等)

*

*

(南方医科大学基础医学院蒋小滔等)

,

*

(中国农业大学农

学与生物技术学院俞彩霞等)

#

*学者的研究结果相对较为理想'

但这三位学者的配制方案都各有其缺陷#前二者的配制溶液储

存时间短#分别是
*

月和
,

月#后者的方案在
#T

能稳定保存

+

年#使用起来比较麻烦'笔者检索到的国外报道也较少#

J&X933)̂@=(&Be9:

)

/

*和
Z@=

'

等)

"

*使用四丁基硼氢化铵作为

底物稳定剂得到高度敏感的显色底物#不是即用型的#用前需

进行稀释'

本文所述底物灵敏度对比试验中
#

种底物与酶联物反应#

不同稀释度下#自制底物反应灵敏度均低于厦门英科#高于上

海科华和
W9D)(4@9:

'本文所配制的底物与国内外
,

种底物做

了对比#显色灵敏度高于其中
*

种#比其中
+

种稍低#国外的底

物显色灵敏度最低#应该是与其单组分有关'稳定性试验中#

配制当天的
MW

值略低于第
.

天所测得的
MW

值#理论上由于

自发氧化随时间延长底物显色应该降低#但本底物反而在第
.

天后显色略高于当天的新鲜配制#可能是放置一段时间后#底

物溶液达到平衡#反应灵敏度达到最佳状态'精密度试验
#T

保存在配制第
+

天(

.

天(

+

月(

"

月(

+*

月测定其酶联物反应所

得
MW

值
8S

为
*1#$U

#低于
/1$$U

#说明本底物稳定性强'

精密度试验
8S

分别为
#1-*U

(

,1*.U

(

*1-0U

#均低于

/1$$U

#说明本底物精密度高'

综上所述#本文底物配制方法简便#重复性好#灵敏度和精

密度高#稳定性强#符合显色剂评价的四合一标准)

.

*

#优于国内

外文献报导)

/)"

*

'本文自制底物既能满足实验室科研需要#作

为检验试剂盒的一个重要组分#也达到了研发商品化试剂盒的

要求#为科研实验及科研转化提供了一种经济(有效的选择'
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