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直接酶联免疫吸附法检测猪血清IgG的影响因素
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(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：直接酶联免疫吸附法检测猪血清中G型免疫球蛋白(IgG)，最小检测量为10 ng，最适检

测范围纯IgG为i0～60 ng，猪血清IgG为10～40 ng。酶标抗体最适稀释度为1／3500。酶标板内

与酶标板间平行测定变异系数均小于5％。
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Investigation and Optimization of Factors oil Measuring IgG in

Porcine Serum by Direct Enzyme-Linked Immunoserbent Assay
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Abstract：This paper studied the method of measuring Immunoglobulin G in porcine serum by

Direct Enzyme-Linked Immunoserbent Assay．ELISA’s smallest measurement 1imit was 10 ng．

The best measurement ranges were 10～60 ng for pure IgG and 10～40 ng for porcine serum IgO．

The best titer of Peroxidase Conjugate Antibody was 1／3500．Variation coefficient of parallel

determination in same and different boards were all less than 5％。
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酶联免疫吸附法(ELISA)是以塑料板(聚苯乙

烯或聚乙烯)为载体固定抗原或抗体，通过免疫酶

的结合和底物显色过程进行定性定量检测的方法，

它是固相酶免疫检测的一种。根据免疫吸附剂的

制备和操作步骤不同ELISA可分为直接法、间接

法、双抗体夹心法、竞争法、抑制性测定法和桥联
图1直接酶联免疫吸附检测抗原示意圈

法‘’⋯。
Fig．1 The Sketch M卵of Measuri唧Antigen by Direct

直接法用于检测抗原或抗体的总浓度，简使实 EnzymPLinked ImmuⅡ∞erbent Assay

用，灵敏可靠。其示意图如下： 产生的能与相应抗原特异性的结合，产生各种免疫

免疫球蛋白是对抗原刺激应答中．B淋巴细胞 效应(生理效应)的一类球蛋白。1964年国际卫生
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组织将这一类球蛋白统一命名为免疫球蛋白(Im—

mundglobulin．Ig)，与过去命名的抗体(Antibody，

Ab)通用。猪血中免疫球蛋白含量很高，其中以G

型免疫球蛋白(简称lgG)为主，占血清总蛋白质量

分数的17％，免疫球蛋白总量质量分数的

80％‘2-4—3。

服用免疫球蛋白，能够以异体免疫的方式提高

人体免疫力。大量研究报道了口服Ig可以有效地

预防和治疗婴幼儿及成人由大肠杆菌和轮状病毒

引发的腹泻，元任何副作用。因此人们越来越重视

免疫球蛋白在保健食品中的应用。由于酶联免疫

吸附是以特异性吸附为基础，样品蛋白如果发生变

性就不会被吸附，得以检测的都是具有活性的蛋白

质，因此ELISA可以测定蛋白质的活性，这对于研

究具有生物活性的蛋白质十分重要。ELISA能够

检测ng级样品，灵敏可靠，所以酶联免疫吸附可以

检测lgG含量极少的样品并监测其活性的变化情

况‘6～¨。

1材料与方法

1．1仪器与材料

酶标板(硬板：聚苯乙烯)：华美生物工程公司

生产}微量移液器(20～200 gLL、50～1 000“L)：大

龙医疗设备有限公司生产；DL302调温调湿培养箱

(37℃)；上海吴淞五金厂生产；冰箱(4℃)：上菱公

司生产；MK3酶标仪：上海雷勃仪器厂生产I

TGLl6台式高速冷冻离心机：中科院武汉科学仪器

厂生产。

兔抗猪酶标抗体、猪IgG标样购自Sigma公

司，过氧化氢尿素购自Lancaster公司，3、3’、5、5。

四甲基联苯胺(TMB)购自Sino公司，小牛血清购

自杭州四季清公司，其它药品均为分析纯。

猪血采自无锡肉联厂，4℃8 000 r／min离心

10 min，除去血球和纤维蛋白原，得到血清。

1．2试剂

1)包被稀释液(0．05mol／LNaCO；一NaHcO。

缓冲液，pH为9．6)：NaCO。1．5 g，NaHCO 2．9 g，

(牛血清白蛋白5 g或白明胶1 g)，加双蒸水至1

000mL，调pH值至9．6

2)封闭液(5％小牛血清／PBS)：临用时用样本

稀释液配制。

3)洗涤液(PBS-Tween20，pH 7．4)：NaCL 8．0

g，KH2Pq 0．2 g，Na,HP04·12H20 2．9 g，KCL

0．2 g，Tween 20 0．5 mL，加双燕水至1 000 mL，调

pH值至7．4。

4)样本稀释液(PBS，pH 7．4)：NaCL 8．0 g，

KH。POe 0．2 g，NatHPO。·12HzO 2。9 g，KCL 0．2

g，加双蒹水至1 000 mL，调pH值至7．4。

5)底物液(TMB～过氧化氢尿素溶液)：

底物液A(3、3’、5、5。四甲基联苯胺，TMB)：

TMB 60 mg，二甲基亚枫(dimethyl sulfoxide简称

DMSO)10 mL，溶解。

底物液B(0．1mol／L柠檬酸一o．2 mol／L磷酸

氢二钠缓冲液pH 5．0～5．4)：Na2HP嘎14．60 g，

柠檬酸9．33 g，0，75％过氧化氢尿素6．4 mL，加三

蒸水至1 000mL，调pH 5．o～5．4。

将底物液A 200ⅡL和底物液B按10mL混合

即成TMB一过氧化氢尿素溶液，临用时配置。

6)中止液(2 mol／L H2S04)：水600 mL，浓

H。SO。120 mL(缓慢滴加并不断搅拌)，加水至

1 000 nlL。

1．3试验方法

直接酶联免疫吸附法测定IgG流程如下：

IgG纯品或待测样品，用包被液适当稀释，100“L／

孔，每样三孔，4℃吸附过夜

+

PBS—Tween20洗涤3次，每次3 min

V

5％小牛血清封闭游离位点，200“L／孔，37℃温育

40 min(或4℃吸附过夜)

'

PBS_Tween 20洗涤3次，每次3min

V

加入酶标抗体，100 gL／iL，37℃温育1 h(以不加酶

标抗体的为阴性对照)

毒

PBS—Tween 20洗涤5次，每次3 min

十

加人TMB一过氧化氢尿素溶液，i00,“L／：fL，37℃

避光显色10～15 min

V

加人中止液，50 mL／孔。20 min内测Am

试验用标记抗体的酶为辣根过氧化物酶，底物

中的过氧化物为过氧化氢尿素(Urea Hydrogen

Peroside，CH6N20。)，供氢体(DH2)为3、3’、5、5’一

四甲基联苯胺(TMB)，检测波长为450 nm‘41 3。

2结果与分析

2．1血清浓度对ELISA测定的影响

血清是一种复杂的蛋白质体系，其中lgG含量
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约占血清蛋白总量质量分数的18％，因此直接酶联

免疫吸附测定血清中IgG时其它蛋白质将对试验

结果产生影响。从图1可以看到，检测样品为纯

IgG时，当稀释倍数小于1 000，ELISA测定的吸光

度基本保持不变。随着样品稀释倍数的增加，吸光

度开始略微下降，当稀释倍数大于10 000时，吸光

度迅速下降，直到稀释度达到100 000倍以后，下降

速度开始放慢，IgG稀释倍数大于1 000 000后吸光

度就很小了。这说明在稀释倍数达到10 000以前，

纯IgG样品包被量始终处于过饱和状态，酶标板可

吸附量达到最大，所以吸光度基本保持不变。随着

稀释度的增加，IgG添加量开始小于酶标板的可吸

附量，吸光度随之下降，当添加量减少到一定程度，

低于ELISA检测限，吸光度变得很小。

当测定样品为血清时，随着稀释度的增加，吸

光度却出现一个吸收峰，其表现异于IgG纯品。这

说明在血清这样复杂的蛋白质体系中，其它蛋白质

将和IgG争夺酶标板上的结合位点，并且在浓度较

大时，某些蛋白质与酶标板的结合能力强于IgG，因

此出现了稀释度较小时，吸光度随稀释倍数增加而

变大的情况。到达最大吸光值以后，随着稀释度的

增加，酶标板的结合位点足以结合血清中所有的蛋

白质，因此IgG得以全部结合，吸光度也开始随稀

释度增加而减小。从图1可以看出，血清的最大吸

光值比相同浓度下纯IgG的吸光度小，这是由于血

清中其它蛋白质要占据一部分结合位点，因此

ELISA测定血清中IgG时，其最佳包被量要小于纯

IgG。因此，在用直接ELISA法检测血清这样含有

多种蛋白质的复杂体系时，必须选择适当的稀释倍

数，浓度高时可能产生假阴性结果，影响对样品中

目标物

蜊
芸

蓉

l 2 3 4 5 6 7 8

样品稀释倍数对数

注，IgG标样起始质量浓度为IO mg／mL；酶标抗体稀释度为

1／4000

图l样品浓度对ELISA测定的影响

Fig．1 The effect of sample concentration on ELISA

n扯蚺nre

2．2酶标抗体稀释度的选择

试验所用的酶标抗体是Sigma公司的产品，根

据其说明书，将此酶标抗体用在ELISA测定时其

稀释度可达到l／4s 000，但在实际试验中发现其活

性并不能达到这一指标。如图2所示，当酶标抗体

稀释倍数超过4 000，吸光度迅速下降，可见此时具

有活性的酶标抗体数量开始小于酶标板所吸附IgG

的量，酶标抗体添加量的不足会造成系统敏感度下

降，易产生假阴性结果；而稀释倍数小于4 000时，

吸光度增加较小，可见1／4 000酶标抗体可以满足

试验的需要，过高的浓度会造成酶标抗体不必要的

浪费，同时检测时显色速度过快，系统稳定性变差，

检测符合率降低。因此用ELISA法测定血清中

lgG时，必须选择合适的稀释度。本试验中，酶标抗

体合适的稀释度约为1／4 000。

3 0

酶标抗体稀释倍数(×10001

图2酶标抗体稀释度对ELISA测定的影响

Fig．2 The effect of peroxldase conjugate antibody’s ti

ter on ELISA measurement

2．3酶联免疫吸附检测参数棋盘法优化

在初步确定酶标抗体稀释度和待测血清包被

量范围的基础上，对ELISA检测参数进行棋盘法

优化(见图3、4)。棋盘法是以不同浓度的包被物

质，可采用梯度稀释的方法，然后用一定梯度的抗

体与之温育，经比色测定选择合适的抗原包被液和

酶标抗体稀释浓度，通常要求在此条件下阳性孔光

吸收值>1．0，阴性孔吸收值<o．2[4 3。从试验结果

可以看出酶标抗体稀释度采用1／3 500较为合适。

在包被物质方面，纯IgG和血清样品(以其中IgG

含量计算)的包被量为20～40 ng时较好。

2．4直接酶联免疫吸附最适IgG测定范围

为了准确的测定样品中IgG的含量，有必要确

定ELISA最适检测范围。从棋盘法试验结果可以

看出(见图5、6)，当酶标抗体稀释度为1／3 500时，

纯IgG在包被量在20～60 ng、血清IgG在10～40
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ng时其吸光度的线性关系比较好，在此基础上进一

步研究ELISA测定IgG时样品包被量的最适范

围。由试验结果可以看出(见图5、6)纯IgG包被量

在10～60 ng，血清IgG包被量在lo～40 ng时吸光

度与样品包被量相关性非常好，在此范围内标准曲

线相关系数可达0．99以上。因此在直接ELlSA测

定血清IgG时，应先进行预试验，找到合适的样品

稀释倍数。本试验中IgG包被量应保持在zo～40

ng，此时测定结果最为准确．

围3直接ELISA检测纯IgG参数棋盘法优化

Fig．3 The chessboard optimization of measuring pure

IgC parameter by direct ELISA

图4直接ELISA检测血清IgG参数棋盘法优化

Fig．4 The chessboard optimization of measuring＆rum

IgG parameter by direct ELISA

2．5酶联免疫吸附稳定性

为了研究直接酶联免疫吸附法检测lgG时系

统误差对试验结果的影响，在八块酶标板上各作十

二次平行试验(纯IgG 50 ng，酶标抗体稀释度1／3

500)，从试验结果可以看出(见表l、2)，同一块酶标

板上平行试验的变异系数均小于5％，酶标板间(平

均值)的变异系数也小于5％，因此系统误差对试验

结果造成的影响很小，直接ELISA法测定的结果

是可靠的。

型
求
螫

IgG质量／ag

图5直接ELISA纯IgG最适检测范围

Fig．5 The best measurement range of pure IgG by di‘

rect ELISA

剖
鬟
昏

图6直接ELISA血清IgG晟适检谢范围

Fig．6 The best ineasurameilt range of serumfl IgG by di

rect ELISA

3结 论

直接酶联免疫吸附法非常灵敏，检测限可达10

ng，因此可以检测IgG含量极少的样品。纯IgG包

被量在10～60 ng。血清IgG在10～40 ng时吸光度

与样品包被量之间有非常好的线性关系，在此范围

内标准曲线相关系数可达0．99以上。考虑到吸光

值的要求，最适IgG包被量为20～40 ng。

直接酶联免疫吸附测定IgG时酶标板内与酶

标板间(平均值)平行试验变异系数均小于5％，因

此试验系统误差对试验结果造成的影响很小，直接

ELlSA法测定结果可靠。
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裹2直接ELISA测定IgG稳定性(板间差异

Tab．2 The Stability of IgG measurement by Direct ELISA

fDifferent Board)

由于血清中其它蛋白质将同IgG争夺酶标板

的吸附位点，因此样品稀释度较低时会产生假阴性

结果，所以必须选择合适的血清稀释度(1／50 000

1／100 000)。对于其它由多种蛋白质组成的复杂样

品，也必须进行预试验以确定合适的稀释度。

酶联免疫吸附检测所用酶标抗体活性应在预试

验中进行检测，以确定最适稀释度。稀释度过高会造

成系统敏感度下降。易产生假阴性结果；而稀释度过

低会造成酶标抗体不必要的浪费，同时检测时显色速

度过快，系统稳定性变差，检测符合率低”]。

酶联免疫吸附检测时首先以空白孔系统调零，
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