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[摘要] 目的 采用四种特异性化学合成多肽抗原(HIV-I gp41、gp120、p24和 HIV一Ⅱ gp36)作为包被 

主要原材料，制备成检测 HIV．I／II抗体的试剂盒。方法 用棋盘滴定法选择合适的抗原包被浓度及酶标抗 

原的工作浓度，经过优化检测系统后，对本试剂盒进行相关的性能验证，并以上海科华、厦门英创及珠海丽珠 

试剂作为对照。结果 研究得出合适包被抗原浓度为5 g／ml，酶标抗原工作浓度为1：160。经过优化检测 

系统试剂的检测，CUT-OFF值为0．207，灵敏度为97．2％，特异性为98．6％。试剂主要活性成分的稳定性及 

检测的重复性良好，与对照试剂检测结果一致。结论 以化学合成多肽抗原为主要包被原材料制备成检测 

HIV抗体的试剂盒具有可行性，试剂盒主要活性成分稳定，且具有较好的检测敏感度和特异性。 
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Development of method of detecting HIV antibody with chemically synthesized polypeptide antigen Jun— 

rong，LI Shan，SHEN Wei—d0 ，et a1．D印 of Clinical Laboratory，the First Affiliated Hospital of Guangxi 

Medical University，Nanning 530021，China． 

[Abstract] 0bjeetive To prepare diagnostic kit for HIV-I／II antibodies with mixed polypeptide antigen 

including HIV—I gp41，gpl20，p24 and mV-II spa6．Methods The appropriate concentration of coated antigen 

and HRP-Ag were selected by checkerboard titration，and the sensitivity and specificity of the kit were conducted．Re- 

suits The appropriate concentration of coated antigen was 5 Inl，and the appropriate concentration of HRP-Ag 

was 1：160．After optimizing the detection system，the CUT—OFF value，sensitivity and specificity of the kit were 

0．207，97．2％ and 98．6％ ，respectively．Conclusion It is feasible that detect HIV infection via polypeptide anti- 

gen coated in polystyrene plate with high sensitivity and specificity． 

． [Key words] Chemically synthesized polypeptide； Antigen； ELISA； HIV—I／Ⅱantibodies 

人类免疫缺陷病毒(HIV)通过性接触传播、血 

液传播及母婴传播三种方式引起人类免疫缺陷综合 

征，即艾滋病(AIDS)。AIDS仍然是 目前世界范围 

内一种严重传染病，病死率极高⋯。早期检测 HIV 

感染并控制其传播，是控制 AIDS流行的重要环 

节 J。本研究采用化学合成四种特异性多肽(HIV． 

1 gp41、gpl20、P 24和 HIV-2 gp36)作为包被抗原， 

探讨 ELISA检测 HIV感染的可行性、敏感度和特 

异性。 

1 材料与方法 

1．1 酶标板条 英科新创(厦门)技术有限公司产品。 

1．2 包被抗原及酶标抗原 北海新升技术开发有 

限责任公司提供，包括 HIV-1 gp41、gpl20、p24和 

HIV一2 gp36共4个区段。 
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1．3 辣根过氧化物酶(HRP)标记抗原 以上述四 

种多肽抗原为主要原材料，采用改良过碘酸钠氧化 

法标记 HRP。 

1．4 血清 广西疾病控制中心提供 HIV一1型抗体 

阳性血清20份和 HIV-2型抗体阳性血清2份；由南 

宁市中心血站提供 HBsAg阳性血清 4O份，HCV抗 

体阳性血清 30份和献血员血浆400份。 

1．5 参考品 由中国药品生物制品检定所提供 

Panel阴性血清 20份，Panel阳性血清 13份。 

1．6 固相抗原的制备 用 0．05 mol／L pH9．6碳酸 

盐缓冲液将混合多肽抗原做一系列倍比稀释，每孑L 

100 txl加人酶标板条内，放置4℃过夜；甩干孑L内液 

体，用洗涤液(PBST)洗涤一次，甩净拍干后，每孔加 

入 150 txl封闭液，放置4℃过夜；甩干孔内液体，用 

PBST洗涤一次，拍干后风干真空密封保存。 

1．7 棋盘滴定法选择包被抗原浓度及酶标抗原工 

作浓度 HIV抗体阳性标本作 1：10稀释后加入抗 

原板条内，每孔 100 l，37℃孵育 60 min；甩净孔内 

液体，用PBST洗涤5次后每孔加 100 Ixl不同稀释 

倍数的酶标抗原液，37℃反应60 min；同上述步骤 

洗涤后，加入显色底物液 5O l，37 cC显色 15 min， 

每孔加人 2 mol／L硫酸50 l，检测 OD 450 nm值。 

以阳性 OD 450 nm在 1．0左右，阴性 OD 450 nm< 

0．1为合适包被抗原浓度及酶标抗原工作浓度。 

1．8 检测体系的优化 (1)固相抗原与样品反应时 

间的优化：设置反应时间分别为45 min、60 min、75 min， 

以阳性OD 450 nlTl在 1．0左右，阴性 OD 450 nm<0．1 

为合适时间。(2)酶标抗原作用时间的优化：设置 

酶标抗原的作用时间为30 min、45 min、60 min，以阳 

性 OD 450 nm在 1．0左右，阴性 OD 450 rim<0．1为 

合适时间。(3)显色时间的优化：设置显色时间分 

别为 10 min、15 min、30 min，以阳性 OD 450 nm在 

1．0左右，阴性 OD 450 nm<0．1为合适时间。 

2 结果 

2．1 包被抗原浓度及酶标抗原工作浓度的确定 

检测结果可知，合适的抗原包被浓度为 5 g／ml，酶 

标工作浓度为 1：160。见表 1。 

表l 棋盘滴定选择合适的抗原包被浓度及酶标抗原工作浓度 

酶标抗原浓度 
混合抗原包被浓度 — —  

1：5 1：10 1：20 1：40 1：80 1：160 1：320 1：640 

注：(+)表示阳性参考血清；(一)表示阴性参考血清 

2．2 固相抗原与样品反应时间、酶标抗原作用时间 

及显色时间 检测系统经过优化后，选择固相抗原与 

样品反应时间为60 min，酶标抗原作用时问为45 min， 

显色时间为 15 min。 

2．3 CUT—OFF值的确定 检测 400份健康献血员 

血浆，OD 450 nm均值为0．144，SD为0．021，Cut．off 

值=0．144+3SD，即0．207。HIV抗体阴性参考血 

清 OD 450 nm控制在 0．06～0．13，为便于计算我们 

采用常数(0．10)加上阴性对照平均值作为 Cut—off 

值判定结果。 ‘ 

2．4 特异性检测结果 由中国药品生物制品检定 

所提供的Panel阴性血清20份，献血员血浆400份， 

HCV抗体阳性血浆 30份，HBsAg阳性血清40份； 

由新创、科华、珠海丽珠试剂对检定所提供的Panel 

血清2O份、HCV抗体阳性血浆 30份和 HBsAg阳性 

血浆 4O份全部为阴性；对 1份献血员血浆呈弱阳性 
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反应。自制试剂对 1份 HCV抗体血浆呈弱阳性反 

应，对 1份 HBsAg阳性血清呈弱阳性反应，对 5份 

献血员血浆结果呈弱阳性反应，包括对照试剂呈弱 

阳性反应的标本。上述弱阳性标本经 Westemblot 

试验证实为 HIV抗体 阴性，自制试剂特异性为 

98．6％。结果见表 2。 

表 2 自建试剂盒特异性检测结果 

注：+表示检测结果为阳性的标本；一表示检测结果为阴性的标本 

2．5 灵敏度检测结果 以新创、科华和珠海丽珠 

HIV抗体ELISA试剂盒作为对照，检测 HIV抗体阳 

性血清24份，中国药品生物制品检定所 Panel阳性 

血清 13份，结果与对照试剂基本一致，自制试剂具 

有较好的灵敏度(97．2％)。结果见表3。 

表3 自建试剂盒灵敏度检测结果 

注：+表示检测结果为阳性的标本；一表示检测结果为阴性的标本 

2．6 稳定性检测结果 试剂盒的主要活性物质抗 

原板条、酶标抗体和底物经4℃放置6个月或37 c(= 

放置7 d，试剂质量无明显变化，说明试剂盒稳定性 

良好。 

2．7 重复性检测结果 用强、中、弱阳性和阴性血 

清各 1份重复检’狈0 1O孑L，CV值均 <10％。 

2．8 临床标本检测结果 HIV血清抗体初筛阳性 

20例，初筛阴性 50例，本试剂与对照试剂厦门英科 

新创、上海科华及珠海丽珠检测结果一致。 

3 讨论 

3．1 早期检测并发现 HIV感染对其治疗及控制传 
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播具有极其重要的意义。ELISA检测试剂盒因其具 

有较好的检测灵敏度和特异性，且操作方便快捷，已 

经成为检测早期 HIV感染的首选方法。目前实验 

室所使用的 HIV感染检测 ELIAS试剂多为基因重 

组固相抗原 J，随着分子生物学技术的飞速发展， 

人工合成的多肽抗原的技术已经成熟 J。本研究 

采用人工合成的四种特异性多肽 HIV抗原(HIV一1 

gp4I、gpl20、p24和 HIV一2 gp36)为主要包被原材 

料，并采用辣根过氧化物酶标记多肽抗原，建立 

HIV．I／Ⅱ抗体检测试剂盒。 

3．2 用本试剂检测的灵敏度为 97．2％，特异性达 

到98．6％，变异系数 <10．0％，且重复性好，与国内 

主流产品检测结果基本一致，达到检定标准。其他 

病种血清的检测结果全部阴性，尚未发现本试剂与 

其他疾病具有交叉反应，特异性较高。试剂在37℃ 

放置7 d或 4 cIC放置6个月，主要活性成分质量未 

发生明显变化，说明本试剂的稳定性良好。本研究 

结果与文献 报道一致，但本研究采用了双抗原夹 

心检测抗体的反应模式，具有更好的特异性，同时本 

试剂的主要活性成分在室温放置的时间延长到7 d， 

稳定性更好。另外，本研究的酶标板条经紫外线照 

射后再进行抗原的包被，有研究 表明经紫外线处 

理后的酶标板条的检测敏感性会明显提高。 

3．3 现主流 HIV抗体检测 ELISA试剂盒多以基因 

重组抗原为包被抗原 ，但通过人工合成的 HIV特异 

性多肽抗原除了不含宿主细胞成分之外，同时也不 

存在重组过程中细菌的混杂蛋白，因合成多肽分子 

量小，使包被在酶标板孔上的分子数量更多，从而能 

够结合更多的HIV抗体，提高检测的敏感性。同时 

采用双抗原夹心法检测 HIV抗体，具有更高的特异 

性，有望替代重组抗原用于血清 HIV抗体检测。但 

合成抗原是否与其他 自身免疫性疾病产生交叉反应 

等问题有待今后进一步研究。 
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【摘要] 目的 研究多囊卵巢综合征(pcos)不孕患者血清生长素(Ghrelin)水平的变化及其与胰岛素 

抵抗(IR)的关系。方法 选择98例 PCOS不孕患者(PCOS组)及 72例非 PCOS不孕患者(非 PCOS组)，比 

较两组患者的体重指数(BMI)、血清Ghrelin、血糖、胰岛素、稳态模型胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)间的相互关 

系。血清 Ghrelin采用 EHSA法测定，空腹血浆葡萄糖(FPG)采用葡萄糖氧化酶法测定，空腹胰岛素(Fins) 

采用化学发光法测定。结果 PCOS组血清 Ghrelin水平(pg／m1)明显低于非 PCOS组[(442．56±221．71)vs 

(697．41-4．157．84)，P<0．05]。PCOS组的 HOMA—IR高于非 PCOS组[(3．84±1．23)vs(2．14±0．77)，P< 

0．05]。Person相关分析表明，PCOS组血清 Ghrelin水平与 HOMA—IR呈负相关(r=一0．48，P<0．01)。结论 

PCOS不孕患者血清 Ghrelin水平降低，并且其降低与 IR密切相关。提示 Ghrelin可能参与 PCOS不孕患者胰 

岛素抵抗的发生与发展。 
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Relation between serum Ghrelin level and insulin resistance in infertility pafien~ with PCOS HUANG Hong— 

yi，HE Bing，MO Yun，et a1．Department ofReproductive Medical and Genetic Center，the People s Ho~ital ofGuan— 

gxi Zhuang Autonomous Region，Nanning 530000，China 

[Abstract] Objective To explore the relationship between ScHlm Ghrelin level and insulin resistance in in— 

fertility patients with PCOS．Methods Ninety—eight cases of PCOS(PCOS group)and seventy—two cases of non PCOS 

(non PCOS group)for first time visiting our hospital due to infertility from January 2010 to December 2012 were se— 

lected．The BMI，serum Ghrelin level，and the related anthropometric indexes were detected．Results The serum 

Ghrelin levels in PCOS patients were lower than non PCOS patients[(442．56±221．71)pg／ml vs(697．41± 

157．84)pg／ml，P<0．05]．The HOMA—IR was higher in PCOS group compared to non PCOS group[(3．84±1．23) 

vs(2．14±0．77)，P<0．05]．Pearson correlation analysis showed that seiMm Ghrelin level was negatively correlated 

with HOMA—IR in PCOS patients(r=一0．48，P<0．01)．Conclusion The serum Ghrelin level in infertility pa— 

tients with PCOS is evidently lower than that in non PCOS infertility patients．Ghrelin level was negatively correlated 

with HOMA—IR in PCOS patients．Thus indicated that Ghrelin may promote the development of IR in infertility pa- 


