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乙型肝炎免疫电极的研制和应用

卢方 陈瑞川 万祯
.

(厦门大学癌症研
、

究中心 ) (厦门大学化学系 )

前 言

随着免疫学
,

医学的新进展
,

需要有准确
,

快速的免疫检测方法
。

因而免疫电极的研

究和提出
,

引起人们的关注和重视〔1一幻
。

N a ot o Y o m a m ot
。 〔3〕从 1 9 8 0年起对 H C G 免疫

电极进行了研究
,

并申请了专利
。

应用免疫 电极测定白阮
、

血型 〔4〕和半抗原 〔5〕等方面也 获

得了较好的结果
。

我们 以光谱纯石墨为 电极基底材料
,

采用 电化学聚合方法形成聚间苯二

胺膜
,

经用戊二醛活化后与抗一H B s
抗体交联制成测定乙型肝炎抗原 电极

,

并已应用于标

准血清
,

乙型肝炎抗原的检测
。

这一方法的原理是
,

将抗体或抗原 固定在电极活性膜上
,

而膜上 的抗体或抗原则与待

检测物中的配对物反应
,

结果引起膜电极电位的变化 (△E )
。

根据这一 电位的改变量
,

便能检测待测物中抗原或抗体的含量
。

仪 器 与 试 剂

离子活度计PX S一 2 15 型 (上海第二分析仪器厂 )
,

恒电位仪 < 自装 )
,

小亡m m 光 谱

纯石墨电极作为免疫电极的基底材料
。

H Bs 血液疫苗 (卫生部北京生物制品研究所
,

批号8 7 3 4一 1 )
,

抗一H B 。 ( 阳 性
,

阴性 ) 检测试剂 (上海医学化验所 )
,
H B s

血清 ( 阳性
,

阴性 ) 本癌症研究中心临床免疫

室提供
。

羊抗人 H B :
抗体

,

经饱和 ( N H ‘ ) : 5 0 ‘
盐析沉淀

,

透析
,

过 E D T A柱
,

所得溶液的

浓度为 1 4
.

1 17 m g / m l
,

滴度 1 28 ( 对流扩散 )
,

小牛血清 由本中心细胞室提供
。

实验中所用化学试剂均为分析纯
。

. 通信联系人
。
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实 验 与 讨 论

电极的制备 以0
.

12 M间苯二胺
, 1

.

2 M硫酸为底液
, 以光谱纯石墨 电极为研究 电极

,

铂

电极为对电极
,

在电池电压 + 2
.

5伏下聚合 20 分钟
。

取出
,
用蒸馏水洗净

。

石墨电极上有均匀

密致的黑色聚合膜形成
。

然后
,

将聚合膜电极置于 3 肠的戊二醛溶液中
,

于室温 (15 ℃ ) 下

活化 4 小时
,

洗净
。

活化后的电极置抗一H Bs 抗体溶液中于 4 ℃下交联 2 4小时
。

最后用小

牛血清于 4 ℃进行封闭 ( 24 小时 )
。

即制成 乙型肝炎免疫 电极
,

其过程可示意如下
:
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对照 电极 制备步骤同上
,

未交联抗体
,

直接用小牛血清进行封闭
。

实验方法 实验前
,

免疫电极与对照电极置于磷酸缓冲平衡盐水 ( PH = 8
.

5 ) 中浸泡 4

小时
,

使之趋于平衡
。

测定免疫电极相应于对照电极的电位
。

加入待测样品
,

再测定其电

位值的变化
。

从而得出待测样品 中抗原的含量
。

免疫反应时间~ 电位曲线 我们实验了不同时间读数的免疫电极与抗原 ( H B s
血液 疫

苗 ) 反应后的电位响应曲线
。

由图 1 可见
,

免疫反应时间增加
,

电位正移
,

并达饱和值
。

这是 由于反应后形成免疫复合物
,

电荷重新分布的结果
。

时间愈长
,

反应形成的复合物愈

、 孟乙〔‘川『、

, 弓‘踢幼吃燕声、勺

—
‘娜彻戎击

H。勺

广‘脚厂刀 7
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闷

佛捧
。

启

们 , 曳泣喃

多
,

电荷正移效应亦愈大
,

直至复盖电极表

面
。

而在测定阴性血清时
,

电极电位为负值

( 见图中负值电位曲线 )
,

据此在临床诊断

上可识别H B s
血清的阳性或阴性

,

并定量地

进行分析
。

酸度的影响 我们实验了底液酸度对免疫

反应的影响
,

结果见图 2 ,
PH 值等于 8

.

5时

H B s
免疫反应使电极电位值变化最大

。

实验

中以p H S
.

5作为测定样品的底液酸度
。

司利花

图 1
.

免疫反应时问一电位曲线

搅拌的影响 我们实验了不 同搅拌速度对免疫反应的影响
,

结果见表 1 ,

实验中以选择

中速档为宜
。
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免疫电极对抗原浓度的响应曲线 于磷酸缓冲平衡盐水中加入不同浓度的血液疫苗
,

配

成系列
,

按实验方法顺序测定
。

绘制所得△E ~ PC 抗原曲线见图 3
。

刀 。

⋯
‘“‘

’”‘

表1 搅速对免疫反应的影晌

搅 速 静止 慢速 中速 快速

电位值变化

(△E
,
m v

图2
.

酸度对免疫反应的影响

行重复实验得到的响应曲线斜率基本不变
。

性
。

电极在 4 ℃保存两个月后进行测定
。

其

检测结果几乎无变化
。

抗原浓度在 1 ~ 15 脚岁m l范围线性 关 系 良

好
,

响应曲线的斜率为35 m V
。

电极的重现性及寿命 测定后
,

电极经用

o
.

ZM甘氨酸一盐酸溶液 ( p H 二 2
.

8 ) 浸 泡

5 分钟进行洗脱后可 重 复 使 用
。

多 次进

表明此免疫电 极 有 较好 的 重 现 性 和 稳 定

店, 巧

样品的测 定

按照实验方法对稀释后的阴性
,

阳性血

清样品进行了测定
。

并将临床样品分析结果

和反向血凝检测
,

试剂盒酶标检 测 进 行对

照
。

分析结果见表 2 和表 3
。

c. 歹 一 尸‘城晾

图 3
.

免疫电极的响应曲线

表2 标准血清样品分析结果

平 均 值
样 品 测得值 (△m v )

相对标准
偏差

{ {
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裹3 临床样品分析结果
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结果表明
,

免疫电极对H B s
血清样品的检测结果和传统方法比较基本吻合

。

但 检测

中影响因素较多
,

有出现假阴性情况
。

免疫传感器作为一门新学科
,

有待进一步探讨
,

需

要提高电极检测的灵敏度和稳定性
,

使能实际地
、

更有效地应用于临床
,

生物学实验等领

域
。
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图 1 a 4。多乙醇一水 b 4。书甲醉一水
c

40 拓丙酮一水

四
、

沉淀组成

计算各等当点时所耗用的A g+ 和苯妥英钠的量
,

发现两者的摩尔比恰为 1
.

01
: 1 ,

初

步实验表明苯妥英银的组成应为C : 。H : : N O : A go
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