
#方法研究#

收稿日期: 2002- 01- 04; 修回日期: 2002- 04- 10

新型铕络合物用于HBsAg的时间分辨荧光免疫检测
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摘要 : 利用稳定的新型铕荧光络合物 BHHCT 与 Eu3+ 标记羊抗人HBsAb 和 Eu3+ 标记 BSA- SA ,建立定量测定

血清HBsAb 的 Eu
3+
- BHHCT - HBsAb- TRFIA 法和 Eu

3+
- BHHCT- BSA- SA- TRFIA 法。结果表明,这两

种方法最低检出值分别为 0. 2ng/ mL 和 0. 05ng/ mL, 标准曲线范围均为 0- 100ng/ mL, 批内变异系数 CV 均小于

10% ,后者回收率为 85% - 115%。用 Eu3+ - BHHCT - BSA- SA- TRFIA 法与 ELISA 法同时检测 118 份血清

样品,结果表明前者的检出率比后者高。
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  时间分辨荧光免疫分析法( TRFIA)作为一种

高灵敏的定量免疫测定方法, 近年来应用范围不断

扩大[ 1- 4]。目前应用的主要是 Wallac 公司的

DELFIA系统,该系统开发最早,技术成熟,灵敏度

高,是临床应用的主要定量免疫测定技术。该系统

的缺点是免疫反应完成后, 需要一个 Eu3+ 溶出步

骤才能测定。由于溶出液中存在着过量 B- 萘酰

三氟丙酮, 使得背景信号升高, 并易引入环境中

Eu
3+
的干扰。加拿大 Diamandis等

[ 2]
采用一种稳

定的荧光 Eu3+ 络合物, 开发出固相测定的 FIAgen

系统,基本克服了 DELFIA 系统的不足。但由于

络合物荧光效率低,使得 FIAgen系统的灵敏度低

于DELFIA系统。最近 Yuan 等[ 5]合成出一种稳

定的能发出强烈荧光的 Eu3+ 络合剂 4, 4p- 二( 10 ,

10 , 10 , 20, 20 , 30 , 30- 七氟- 40 , 60- 己二酮- 60-

基) - 氯磺酰- 邻三联苯( BHHCT ) ,可以作为标记

物直接固相检测, 已用于固相 TRFIA 法测定

AFP、IgE、TSH 等,使其灵敏度极大提高[ 5- 7]。

乙型肝炎是我国重点防治的流行性传染病之

一,乙肝表面抗原( HBsAg)是乙肝病毒的一个检测

指标。医学上研究乙肝和乙肝防冶,特别是观察疗

效,都需要定量的分析手段。目前,测定 HBsAg 的

方法有 ELISA [ 8]、RIA [ 9]、胶体金免疫层析法( GI-

CA) [ 10]、斑点金免疫渗滤法 ( DIGFA) [ 11] 等, 以

ELISA为主。这些方法中除 RIA 之外, 灵敏度均

低, 如 ELISA、GICA 的灵敏度只有 1ng / mL, 且属

定性或半定量方法。RIA虽可以进行定量分析,并

具有较高的灵敏度, 但由于放射性同位素半衰期

短,存在放射性污染及废液处理等问题, 应用范围

日渐缩小。

本文以 Eu3+ - BHHCT 标记HBsAb和BSA-

SA,分别建立了双抗体夹心的T RFIA,用于定量测

定 HBsAg , 获得了满意结果, 灵敏度高于现有方

法, 且具有不受样品背景荧光干扰、精密度好、标准

曲线线性范围宽等优点, 加上标记物制备简便、稳

定, 显示出良好的应用前景。

材料与方法

  1  试剂

  BHHCT: 按文献[ 5]合成; 链霉亲和素( SA) :

Chem icon公司; BSA 第五组分: Sigma 公司; 生物

素化试剂 sulfosuccinimidyl- 6- ( biotinamido) hex-

anoate ( NHS - LC- Biotin) : Pierce 公司; 鼠抗人

HBs单克隆抗体、羊抗人HBsAb、HBsAg 阳性血清

及血清标本均由厦门新创科技有限公司提供; HB-

sAg标准参比品: 中国药品生物制品检定所产品;
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Sephadex G - 50 ( Pharmacia ) 分离柱: 10mm @

420mm , 自制; 96 微孔板条 ( FluoroNunc plate) :

Nunc公司;乙肝病毒表面抗原酶联免疫诊断试剂

盒:厦门新创科技有限公司;实验中所用稀释液为

含 0. 2% BSA、0. 9% NaCl 及 0. 1% NaN3 的

0. 05mol/ L Tris- HCl( pH 7. 8) , 洗涤液 Ñ 为含

0. 05%Tween - 20 的 0. 05mol/ L T ris - HCl( pH

7. 8) ,洗涤液 Ò 为不含 Tw een- 20的洗涤液Ñ ,洗
涤液Ó 为含 0. 05% T ween- 20的 0. 05mol/ L Tris

- HCl( pH 9. 1) ;封闭液为含 0. 5% BSA 及 0. 05%

NaN3的 0. 05mol/ L T ris- HCl ( pH 7. 8) ;本文中

有机试剂或固体药品均为国产分析纯或更高级别。

2  仪器

7500紫外/可见分光光度计(上海天美科学仪

器有限公司) ; 1420 Victor
2
Mult iple Counter ( Wa-l

lac公司)。

3  Eu3+ - BHHCT- HBsAb的制备
羊抗人 HBsAb 溶液( 5mg/ mL )对 3L 0. 9%

NaCl于 4 e 透析两次, 每次 24hr。反应液加水调

浓度至 1. 5mg/ mL。取 0. 6mL 该抗体溶液, 加入

1mLNaHCO3( 0. 2mol/ L ) , 并用 1mol/ L NaOH 调

pH 至 9. 1。将 20LL BHHCT 甲醇溶液( 30Lg / mL)

滴加到搅拌下的抗体溶液中, 并继续搅拌反应

1hr。离心( 10000r/ min, 10min)除去不溶物后, 上

Sephadex G- 50柱, 用 0. 05mol/ L NH 4HCO3 ( pH

8. 0)洗脱,分离标记蛋白质和游离的标记物。紫外

/可见分光光度计检测各收集液的 A330值, 合并含

有标记抗体溶液。加入终浓度为 0. 1%的 BSA和

0. 05%的 NaN3, 用 1mol/ L HCl调 pH 至 6. 2。分

装后- 20 e 储存备用。使用前加入 EuCl3 溶液

( BHHCT 与 Eu
3+
等摩尔浓度) , 用稀释液稀释 25

倍使用。

4  Eu3+ - BHHCT- BSA- SA的制备
按文献[ 6]中的制备过程。使用前加入 EuCl3

溶液( BHHCT 与 Eu3+ 等摩尔浓度) , 于 56 e 下加
热 2hr, Eu3+ - BHHCT - BSA- SA 用稀释液稀释

500倍使用。

5  羊抗人 HBsAb的生物素化

制备过程参照文献[ 7]。用稀释液稀释 2000

倍使用。

6  Eu3+ - BHHCT - HBsAb- TRFIA 法测定

HBsAg

鼠抗人HBs单克隆抗体用 pH 9. 6的碳酸盐

缓冲液稀释至 7Lg/ mL,每孔加 100LL,置 4 e 包被

24hr。用洗涤液 Ñ洗两次, 再用洗涤液 Ò 洗一次,

扣干。每孔加入 150LL 封闭液, 37 e 封闭 1hr。用

洗涤液 Ñ洗两次,洗涤液 Ò 洗一次,扣干。每孔加
入 50LL HBsAg 标准品或血清样品[ HBsAg 标准品

用含 5% BSA、0. 9% NaCl 及 0. 1% NaN3 的 0.

05mol/ L Tris- HCl( pH 7. 8)样品稀释液梯度稀

释] , 37 e 温育 1hr。用洗涤液Ñ洗两次, 洗涤液 Ò
洗一次, 扣干。每孔加入 50LLEu3+ - BHHCT -

HBsAb溶液, 37 e 温育 1hr。用洗涤液 Ó 洗四次,

扣干。于 1420 Victor
2
Multiple Counter固相测定,

测定条件设为: 340nm 激发, 615nm 荧光测定, 延

缓时间 200Ls,记数时间 400Ls。

7  Eu3+ - BHHCT - BSA- SA- TRFIA法测

定HBsAg

包被、封闭及加 HBsAg 标准品或血清样品的

步骤同上。洗板后加入 50LL 生物素标记的 HB-

sAb溶液, 37 e 渐育 1hr。用洗涤液Ñ洗两次,洗涤

液 Ò 洗一次, 扣干后每孔加入 50LL Eu
3+
- BH-

HCT- BSA- SA溶液, 37 e 温育 1hr。用洗涤液 Ó

洗四次,扣干。测定方法同上。定性分析时, 若空

白孔加抗原稀释液(平均 cps为 N) ,测定孔加待测

血清(平均 cps为 P) , 对照孔加阳性血清, 则结果

以 Pcps/ Ncps\2. 1时为 HBsAg 阳性。

结   果

  1  Eu3+ - BHHCT - HBsAb- TRFIA法测定

HBsAg

Eu
3+
- BHHCT- HBsAb- TRFIA法标准曲线如

图1所示。标准曲线范围为 0- 100ng/ mL,根据文献

[12]公式,计算HBsAg最低检出限为0. 2ng/ mL,检测

标准品的批内变异系数( CV)小于 10%。

图 1  Eu3+ - BHHCT - HBsAb- TRFIA 测定

HBsAg标准曲线
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  2  Eu3+ - BHHCT- BSA- SA- TRFIA 法测

定HBsAg

Eu3+ - BHHCT - BSA- SA- TRFIA 法标准

曲线见图 2。标准曲线范围为 0- 100ng/ mL, 计算

HBsAg 最低检出限为 0. 05ng/ mL, 测定 HBsAg 阳

性血清的批内 CV 小于 10%, 回收率范围为 85%

- 115%。

图 2  Eu3+ - BHHCT- BSA- SA- TRFIA测定

HBsAg 标准曲线

HBsAg 标准品与 HBsAg 阳性血清倍比稀释

的测定曲线见图 3, 从图中结果可见两者基本平

行,在稀释范围内均反映出良好的 HBsAg 定量关

系。

图 3  Eu3+ - BHHCT- BSA- SA- TRFIA 测定HBsAg

标准品与 HBsAg阳性血清倍比稀释曲线

3  与 ELISA法测定 HBsAg比较

用Eu3+ - BHHCT - BSA - SA- T RFIA 法与

ELISA法同时检测 118份人血清样品 HBsAg。其

中有 25 份两种方法检测结果均为阳性, 但用

ELISA 检测 HBsAg 93份为阴性的血清中,有 4份

用 TRFIA 检出 HBsAg 为阳性,这 4份血清经临床

诊断确实为 HBsAg 患者。可见 TRFIA 法检出率

高于 ELISA法。

讨   论

  BHHCT 是一种新型多齿 B- 二酮型铕络合

剂[ 5] ,和传统的 B- 二酮型络合物相比, 荧光效率

更高,特别是 BHHCT 和 Eu3+ 的络合常数(约 2 @

1010L/ mol)大,络合物十分稳定,荧光寿命达 400Ls

以上,而且可以在温和条件下通过其磺酰氯基与蛋

白质的氨基共价结合,因此, 可直接用于固相测定。

本文采用 Eu3+ - BHHCT - HBsAb- TRFIA

法检测 HBsAg 的灵敏度为 0. 2ng/ mL, 高于

DELFIA系统直接标记 HBsAb 检测 HBsAg 灵敏

度(约 0. 5ng/ mL) [ 13] , 说明采用 Eu3+ - BHHCT

直接固相测定方式,灵敏度可超过 DELFIA系统。

将BSA - SA 引入到 T RFIA 测定系统中, 与

Eu
3+
- BHHCT- HBsAb- TRFIA法相比, Eu

3+
-

BHHCT- BSA- SA- TRFIA 法测定 HBsAg 的灵

敏度又有进一步的提高。这是因为 BSA - SA 分

子可以偶联更多的 BHHCT 分子,构成一个多重标

记系统。Diamandis等
[ 14]
曾报道, 在 TRFIA 中使

用 Eu
3+
标记 SA- TG(甲状腺球蛋白)比单标记

SA在灵敏度上将大大提高, 但是 SA - T G复合物

制备复杂,价格昂贵。相比之下, 本文实验中使用

戊二醛制备 BSA- SA复合物,操作更为简单。

本文采用 BHHCT 所建立的两种 TRFIA测定

血清中 HBsAg 的灵敏度均超过 DELFIA, 工作曲

线范围和精密度符合临床要求, 加上固相测定简

单,与 DELFIA 相比优势明显, 适合临床推广应

用。
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Time- resolved Fluoroimmunoassay for Hepatitis B Surface Antigen

Using a New Europium Fluorescent Chelate

ZHU Yan- bing1, L I Qing- ge1, WANG Gui- lan2 , et al.
( 1. The Key Laboratory of Cell Biology and Tumor Cell Engineering of the Ministry of

Education, School of Life Sciences, Xiamen University , Xiamen 361005, China; 2. Dalian Institute

of Chemical Physics, Physics, Chinese Academy of Sciences, Dalian 116012, China)

Abstract: A new and stable f luorescent europium chelate Eu3+ - BHHCT was used as a label to develop two

time- resolved fluoroimmunoassays for HBsAg. One w as Eu3+ - BHHCT - HBsAb- T RFIA, another w as

Eu3+ - BHHCT - BSA- SA - TRFIA. The detect ion limits of the tw o methods w ere 0. 2ng/ mL and 0.

05ng /mL respectively. The standard curves for both methods were in the ranges of 0- 100ng/ mL and the

w ithin- run coef ficient variat ions were less than 10%. The recovery rates of lat ter method were w ithin 85%

- 115%. 118 pat ient samples w ere totally detected by Eu3+ - BHHCT - BSA- SA- TRFIA and compared

w ith a conventional ELISA, the results showed that the former could detect more posit ive samples than the

latter.

Key words: Europium fluorescent chelate;  Time- resolved fluoroimmunoassay;  Hepatit is B surface ant-i

gen;  Quant itative assay
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