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酶联免疫吸附试验试剂盒稳定剂的研制与应用
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　　摘　要：目的　研制酶联免疫吸附试验试剂盒中各组分的稳定剂，使得试剂盒保存期达到国家相关规定。方法　采用经验法

和正交法相结合的办法，配制一系列稳定剂配方，对酶标板、酶标抗体及标准品等进行处理，通过对照试验，筛选出稳定效果最好

的配方。结果　筛选到一种包被稳定剂（质量分数：牛血清清蛋白０．５％，明胶０．２５％，海藻糖５％，ＰＥＧ４００００．１％），一种酶标抗

体稳定剂（质量分数：牛血清清蛋白１％，蛋白胨１％，蔗糖１０％，海藻糖５％，ＰＥＧ４００００．２５％）。结论　在稳定剂作用下，酶联免

疫吸附试验试剂盒可在４℃条件稳定放置１年。
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　　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒作为一种免疫诊断方

法，具有快速、操作简单和通量高等特点，目前已广泛应用于临

床。在ＥＬＩＳＡ检测试剂盒的使用当中，酶标板及试剂的稳定

性是衡量产品质量的一个关键指标［１］。目前，国外已有相关商

业化稳定剂产品，国内在这方面也有相应的进展，但效果仍不

理想［２４］。为此，本研究以铁蛋白ＥＬＩＳＡ检测试剂盒为例，筛

选了包被及酶标抗体稳定剂，并对其特性进行了评价和初步

应用。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　铁蛋白标准品购自Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ公司；牛血

清蛋白（ＢＳＡ）、Ｐｒｏｃｌｉｎ３００、聚乙二醇４０００（ＰＥＧ４０００）均购自

Ｓｉｇｍａ公司；抗铁蛋白单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记抗铁

蛋白单克隆抗体为本实验室制备；可溶型单组分ＴＭＢ底物溶

液购自天根生物公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗小

鼠ＩｇＧ抗体（二抗）购自华美生物工程公司；明胶、聚乙烯吡咯

烷酮（ＰＶＰ，Ｋ３０）、吐温２０、蔗糖和海藻糖等均购于上海生物

技术工程服务有限公司；可拆式聚苯乙烯塑料酶标板购自

Ｃｏｓｔａｒ公司；其他化学试剂均为分析纯。电子分析天平为

Ｍｅｔｔｌｅｒ公司产品；高速冷冻离心机为Ｂｅｃｋｍａｎ公司产品；酶

标仪为美国伯乐公司产品；洗板机为美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　包被稳定剂的配制　采用经验尝试法，将ＢＳＡ、明胶、

ＰＥＧ４０００等试剂，根据溶解度不同，用０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ＝７．４的

磷酸盐缓冲液配制成不同配方溶液，见附表１（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”），防腐剂选取质量分数为０．

０１％的Ｐｒｏｃｌｉｎ３００，同时设磷酸盐缓冲液为空白对照。

１．２．２　包被稳定剂的筛选　用０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝９．６的碳酸

盐缓冲液将抗铁蛋白单克隆抗体２Ａ３稀释为５μｇ／ｍＬ进行包

被，每孔１００μＬ，置４℃过夜；取出后洗涤、甩干，每孔加入

１５０μＬ预先配制好的不同配方稳定剂，３７℃下恒温孵育２ｈ。

取出后将酶标板垂直向下甩出内容物，吸水纸上拍干残留液，

装入锡箔袋中真空密封。将上述处理后的酶标板置于３７℃恒

温箱中，每隔２天取出２条放入４℃冰箱，连续取样到第１４

天。最终按照ＥＬＩＳＡ法检测所有酶标板的吸光度（Ａ）值，选

择Ａ值降低最小的作为进一步试验的对象。

１．２．３　 酶标抗体及标准品稳定剂的配制　采用经验尝试法，

将ＢＳＡ、蛋白胨、蔗糖、ＰＥＧ４０００等试剂，根据溶解度不同，用

含０．０５％吐温２０的磷酸盐缓冲液配制成不同配方溶液，见附

表２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），防腐剂选

取质量分数为０．０１％的Ｐｒｏｃｌｉｎ３００，同时设磷酸盐缓冲液为空

白对照。

１．２．４　酶标抗体及标准品稳定剂的筛选　用０．０５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ＝９．６的碳酸盐缓冲液将抗铁蛋白单克隆抗体２Ａ３稀释为

５μｇ／ｍＬ进行包被，每孔１００μＬ，置４℃过夜；取出后洗涤、甩

干备用。使用不同配方稳定剂对标准品及酶标抗体５Ｈ５进行

适度比例的稀释，分装置于３７℃恒温箱中，每隔２天取出１套

放入４℃冰箱，连续取样到第１４天。以ＥＬＩＳＡ法检测 Ａ值，

选择Ａ值降低最小的作为进一步试验的对象。

１．２．５　试剂盒３７℃条件下加速破坏性试验　用筛选到的包

被、酶标抗体及标准品稳定剂应用到铁蛋白ＥＬＩＳＡ检测试剂

盒中，同时设立没有经稳定剂处理的试剂盒为对照，３７℃干燥

条件下保存，每天定时取出１套放入４℃冰箱，连续取样到第
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１２天，测定标准阳性、阴性对照品的 Ａ值及试剂盒的灵敏度。

本试验要求３７℃干燥条件下保存１２ｄ，试剂盒的整体活性能

够保持最初的８０％以上。

１．２．６　试剂盒４℃条件下稳定性试验　将筛选到的包被、酶

标抗体及标准品稳定剂应用到铁蛋白ＥＬＩＳＡ检测试剂盒中，

同时设立没有经稳定剂处理的试剂盒为对照，４℃干燥条件下

保存，每月定期抽检至１２个月，测定标准阳性、阴性对照品的

Ａ值。

２　结　　果

２．１　包被稳定剂的筛选　结果表明在３７℃加速破坏试验条

件下，空白对照组包被抗体的活性迅速下降，第８天时已经基

本没有活性，见图１。总体而言，试验组中加入的不同配方稳

定剂均具有一定的稳定作用，能够延缓包被抗体活性的衰退，

其中配方５的效果最为明显，３７℃加速破坏试验进行到１４ｄ

时，包被抗体的活性下降幅度小于１０％（Ａ０ｄ＝２．８６３；Ａ１４ｄ＝

２．５６６），表明该配方可以用于包被抗体的稳定。

图１　　不同配方对包被抗体热稳定性的保护效果

２．２　酶标抗体及标准品稳定剂的筛选　结果表明在３７℃加

速破坏试验条件下，空白对照组酶标抗体的活性迅速下降，第

１０天时已经基本没有活性，见图２。总体而言，试验组中加入

的不同配方稳定剂均具有一定的稳定作用，能够延缓酶标抗体

和标准品活性的衰退，其中配方４的效果最为明显，３７℃加速

破坏试验进行到第１４天时，包被抗体的活性下降幅度小于

１２％（Ａ０ｄ＝２．９７９；Ａ１４ｄ＝２．６２８），表明该配方可以用于酶标抗

体及标准品的稳定。

图２　　不同配方对酶标抗体及标准品热稳定性的保护效果

２．３　试剂盒３７℃条件下加速破坏性试验　经稳定剂处理后

的整个检测系统在３７℃条件下保存１２ｄ后，活性基本保持不

变（Ａ０ｄ＝２．７８７；Ａ１２ｄ＝２．４７３），同时检测灵敏度变化很小；未

经稳定剂处理后的整个检测系统，３７℃条件下保存１ｄ后，检

测灵敏度已经降低了一半，３ｄ后检测系统已经不能形成良好

的线性关系，不具备检测特性了，见附表３（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。课题组运用统计软件对每次检

测的线性回归系数狉２ 作图，发现第１２天的结果为０．９９０，符合

国家关于临床检测试剂的相关规定。

２．４　试剂盒４℃条件下稳定性试验　经稳定剂处理后的整个

检测系统，在４℃条件下保存１２个月后，活性基本保持不变

（Ａ０ｄ＝２．７８５；Ａ１２月＝２．６５１），同时检测灵敏度变化很小；未经

稳定剂处理后的整个检测系统，４℃条件下保存２个月后，检

测灵敏度已经降低了一半，５个月后检测系统已经不能形成良

好的线性关系，不具备检测特性了。见附表３、４（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

稳定性是诊断试剂盒质量的一个重要指标，是试剂盒安

全、准确、有效的重要保障。现有的研究表明糖类物质、有机大

分子和惰性蛋白质都具有稳定剂的作用。糖类物质含有多个

羟基，可与蛋白结合的水分子相互作用，有利于保持蛋白表面

的湿润，使蛋白不致因失水而失活［５］。其中，海藻糖是一种广

泛存在于低等植物、藻类及真菌体内的非还原性双糖，结构稳

定，无毒性，是一种天然的保护剂［６］；ＰＥＧ是一种多羟基聚合

物，相对分子质量较大，当抗原蛋白或抗体吸附在酶标板上后，

ＰＥＧ能够形成一层保护膜，使得蛋白结构不易破坏，很好的保

护其活性，是一种较为理想的保护剂组分［７］；惰性蛋白质能够

在包被于酶标板上的抗体表面形成一层保护膜，使抗体蛋白处

于塑料板与保护膜的夹层之中，从而保护蛋白结构免遭破

坏［８１０］。

本研究选择了多种试剂用作铁蛋白检测试剂盒稳定剂配

方筛选。为减少工作量，采用经验法和正交法相结合的手段来

确定稳定剂的配方。最终筛选出稳定效果最为理想的稳定剂

配方，包括适用于酶标板的稳定剂和适用于酶标抗体的稳定剂

配方各一个。将稳定剂联合处理检测试剂盒，经加速贮存试验

（３７℃，１２ｄ）和冷藏试验（４℃，１２个月），结果表明，试剂盒的

整体活性、检测灵敏度等没有显著变化，满足商品化铁蛋白

ＥＬＩＳＡ试剂盒货架期的要求。同时，笔者筛选出的稳定剂组

分均为常用试剂，价格低廉、配制和使用简单方便，十分利于其

推广使用。

抗原、抗体结构的复杂性，决定了针对不同类型的ＥＬＩＳＡ

产品要做稳定剂配方的改良，在以后的研究中也将尝试使用其

他试剂，以期达到更佳的稳定效果。
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