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胶体金渗滤方法检测乙肝患者血清中乙肝核心抗体的研究 *
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摘要目的：建立胶体金免疫渗滤法检测乙肝患者血清中乙肝核心抗体（anti-HBc IgM）抗体的方法，评价其灵敏度、特异性和重复

性。方法：预先在硝酸纤维素膜上包被乙肝核心抗原 HBcAg，将血清或者血浆加在硝酸纤维素膜上，血清或者血浆中的 anti-HBc

IgM与 HBcAg结合。洗涤去掉非特异结合，加入胶体金标记的抗人 -IgM,洗涤去掉没有结合的抗人 IgM抗体。硝酸纤维素膜上的

抗原 -IgM-抗人 IgM形成的 "三明治 "复合物呈现红色圆点，证实实验有效。结果：102份乙肝患者血清，anti-HBc IgM阳性标本
99份。检出率 97%。50份正常血清中，有一份检测结果弱阳性，特异性 98%。结论：胶体金免疫渗滤法检测 anti-HBc IgM敏感性

高、特异性强、重复性好，且方便快捷，不需要特殊的仪器设备，在 anti-HBc IgM快速检测上有广阔的应用前景。
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Detection of IgM anti-HbsAg in Serum by Immnogold Filtration*

To develop the immunogold filtration assay (IGFA）method for the detection of anti-HBcAg IgM and

evaluate its sensitivity, specificity and reproducibility. Nitrocellulose membranes were coated with HbcAg. Patient's serum or

plasma sample is added to the Nitrocellulose membranes, and the anti-HBc IgM was bound to the pre-coated HBcAg. After washed to

remove sample serum proteins, rabbit anti-Human IgM labeled with colloidal gold was added. After washing to remove unbound anti－

Human IgM, in presence of the antigen-IgM- anti-Human IgM "sandwich" complex in a red dot, which indicates the validity of the test.

The results showed that 99 out of 102 total cases were positive in serum of patients with hapetitis. The sensitivity of the IGFA
was 97%. The specificity was 98% in 50 healthy individuals (1/50). IGFA has high sensitivity, strong specificity and good

reproducibility and the advantage of convenient and without equipment or the detection of HbcAb. It is potential rapid tool for the

detection of HbcAb in serum samples.
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前言

乙肝是当今医疗界难以治愈的疾病之一，是由乙肝病毒

（HBV）引起的、以肝脏炎性病变为主，并可引起多器官损害的

一种疾病[1]。乙型肝炎病毒与肝癌关系密切，是肝癌发生的重要

危险因素，HBV感染所致肝细胞损害和再生结节形成，是肝硬

化肝癌发生的基础[2，3]。在我国肝癌患者中 90%以上有乙型肝炎
(HBV)感染背景。我国每年约 30万人死于肝病，其中 11万人
死于肝癌。肝癌恶性程度高，发展迅速，是危及人生命的常见

病。但是由于肝脏强大的代偿功能，很多肝癌患者在变现出临

床症状时已经是肝癌晚期。因此早期诊断、及早治疗是延长肝

癌患者寿命的重要手段 [4-6]。目前关于乙肝肝癌治疗有很多报
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图 1检测 HbcAb免疫渗滤装置

Fig. 1 Dot-immunoglod filtration assay for detection of HbcAb

硝酸纤维素膜上预先包被人 -IgM（上面圆点）和乙肝核心抗原（下面圆点）

The nitrocellulose membrane was pre-coated with Human-IgM (up Dot) and HBcAg

图 2免疫渗滤实验结果图 A：阳性结果；B：阴性结果

Fig. 2 The results of immunogold filtration A: Positive results; B: Negative

results

道，如免疫治疗[7]，慢病毒治疗[8-10]以及抗 HBV 药物治疗[11]等。

乙肝病毒是一种 DNA病毒，属于嗜肝 DNA病毒科（hepadna-

vividae）DNA 分子大约含有约 3200 个核苷酸 [12]，乙肝病毒

DNA的两链长短不一，长链完整，长度恒定，为负链。短链是正

链，长度可变，大概是长链的 50%~80%。一般情况下，DNA检

查可以作为判断治疗的方式，在病人传染性评价上也有较大的

意义，当体内 DNA含量越高、患者的传染性就会相应的越强。

因此，PCR和荧光定量 PCR是常用的病原学检测方法 [12，13]，表

面抗原(HBsAg)和表面抗体(抗 HBs或 HBsAb)、e抗原(HBeAg)

和 e 抗体(抗 HBe 或 HBeAb)、核心抗原(HBcAg)和核心抗体
(抗 HBc或 HBcAb)是国内医院最常用的乙肝病毒 (HBV)感染

检测血清标志物，又被称为乙肝五项。HBcAb-乙肝病毒核心抗

体为曾经感染过或正在感染者都会出现的标志，核心抗体 IgM

是新近感染或病毒复制标志。目前检测核心抗体 IgM抗体的
各种试剂盒已经商品化，但仍存在较大缺陷[14，15]，并且无论是

ELISA还是 PCR技术都需要一定的设备和专门的技术人员，

操作不仅费时而且费力，而且不利于临床快速检测的要求。斑

点金免疫渗滤技术（dot immunogold filtrationassay，DIGFA）作

为一项具有发展前景的检测方法，具有操作简便，灵敏度高等

一系列特点，同时操作者不需要特殊仪器和特殊培训，因此具

有广阔的应用前景[16]。

1 材料与方法

1.1 材料

牛血清白蛋白( BSA)，美国 Sigma；微孔滤膜；正常和乙肝

患者血清样品均由北京佑安医院提供。

1.2 方法
1.2.1 胶体金的制备 100 mL 氯金酸水溶液加热至沸
(0.01%)，1.5 mL 1%柠檬酸三钠新鲜配制，加入氯金酸水溶液继

续加热。混合液由淡黄色转变为灰蓝色，继而转变成黑色，最后

液逐渐稳定为酒红色后，继续加热 5 min。冷却后，加入去离子

水至 100 mL。
1.2.2 胶体金标记抗体及纯化 抗人 IgM抗体稀释为 1 mg／

mL,逐滴（1滴／ 5 s）加入 5 mL胶体金溶液中。胶体金 pH值调

整为 8.0(0.1 mol／L K2CO3调节)，在 200 r／min 搅拌 30 min；
加入 10% BSA 0.5 mL，200r／min 搅拌 15 min；加入 10%

PEG20000至终浓度为 0.2%，搅拌 15 min；吸出上清；4℃、13

800 r／min离心 30 min，弃上清。1% BSA和 0． 01 mol／L PBS

溶解沉淀至 0.5 mL，即为胶体金标记的抗人 IgM抗体探针。
1.2.3 免疫渗滤装置的制备 在硝酸纤维膜上预包被乙肝核

心抗原，抗人 IgM（图 1）。硝酸纤维膜上滴加血清（1：20），血清

中的 IgM抗体与抗原形成抗原抗体复合物( AgAb)，随后加入
抗人 IgM胶体金，形成抗原抗体 -抗抗体胶体金复合物[5]。硝酸

纤维膜上的人 IgM可直接与抗人 IgM胶体金形成复合物。
1.2.4 免疫渗滤检测 免疫渗滤膜上滴加 50 滋L血清(1：20)，3

秒钟后，每秒钟滴加 TBST一滴。 3秒钟后，滴加 50 滋L胶体金

标记的抗人 IgM ,阳性血清可见乙肝核心抗原与抗人 IgM 点
呈现红色。阴性血清只有抗人 IgM点呈现红色（图 2）。

1.3 统计学方法

统计学处理数据采用 SPSS15.0统计软件进行处理，部分

数据以均数± 标准差（x± s）表示。数据采用 X2检验。取 P=0.05

为检验标准，当 P<0.05时差别有统计学意义。

2 结果

7166窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.36 DEC.2014

表 1胶体金免疫渗滤检测抗乙肝核心抗原 IgM检测结果

Table 1 The results of anti-HbcAg IgM detection by using immunogold filtration

组别

Group

检测例数

Tested samples

阳性例数

Positive numbers

阳性率

Positive rate

乙肝患者

Hepatitis
102 99 97%

健康个体

Healthy control
50 1 2%

注：乙肝组与健康个体组比较，P<0.01。

Note：Hepatitis versus healthy controls P<0.01.

检测 102份乙肝患者血清，99个患者检出抗 HBV IgM阳

性，检出率 97%。检测 50份正常血清，49位检出抗 HBV IgM

阴性，有一份检测结果弱阳性，特异性 98%。检测结果统计分

析使用卡方检验，健康和乙肝患者的检测结果有明显的统计学

差异（表 1）。

3 讨论

乙肝病毒感染患者后，HBcAg刺激肝细胞产生的抗体[17]，

包括：IgG、IgM、IgA和 IgE型。Ig M抗体是分子量最大的 Ig，沉

降系数为 19S，称为巨球蛋白，一般不能通过血管壁，主要存在

于血液中。占血清免疫球蛋白总量的 5%～ 10%，血清浓度约 1

mg/ml。通常是表示感染初期免疫反应产生的免疫球蛋白,乙肝

患者血清中检出抗乙肝 IgM 提示该患者新近发生感染。抗
-HBc IgM与 HBV复制的标志物（HBeAg、HBV DNA）有相关

性，HBV感染早期一周左右出现，HBV 急性感染可检测到该

抗体[18]。少数患者在感染后 3年仍能检测抗 -HBc IgM。T淋巴

细胞被 HBcAg激活后分化为浆细胞产生抗 -HBc IgG，抗 -HBc

IgG的出现时间比 IgM晚，持续时间长。血清中抗 -HBc IgG高
滴度水平则表示 HBV的近期感染或慢性感染的急性发作。有

研究显示高达 60.5%的健康献血抗 -HBc IgG阳性[19]。在感染早

期不一定能够检测到抗 -HBc IgG，所有该课题选择抗 -HBc

IgM检测。

免疫渗滤利用抗原抗体特异性结合的原理，并且采用毛细

管作用和渗滤的原理，胶体金标记抗人 IgM，在硝酸纤维膜上
形成红色圆形斑点[20]。免疫渗滤的结果数分钟即可观察，快速、

简便。整个检测过程不需要大型的仪器设备，经济方便。同时具

有灵敏度高、特异性高的特点[21]。该课题采用了免疫渗滤方法

检测乙肝患者血清中的 IgM抗体，获得很好的效果，有着较好

的特异性和重复性。这为临床乙肝患者的检测提供了有力的免

疫学与生物化学诊断依据，有着广阔的应用前景。
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