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影响酶联免疫吸附试验结果的操作因素 
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酶联免疫吸附试验 fenzyme．1inked immunosor- 

bent assay,ELISA)是利用酶标记物作为指示物，以 

抗原 一抗体的特异性结合反 为基础，在酶标记物 

同抗原一抗体结合后，由于酶的催化放大作用，使 

得 ELISA既保持抗原一抗体反应的特异性，又体 

现酶催化放人的敏感性。整个反应过程的完成是在 

非均相反应体系中，即固相免疫吸附。为此反应的 

每一步都经过洗涤程序， 仅除去未反应物质，还 

除去某些非特异的干扰物质，从而进一步提高了检 

测的特异性 l1l。 

ELISA具有试剂保存期长、实验废弃物对环 

境污染小以及操作简便等特点，所以是目前临床免 

疫学检验常用的技术之一，尤其是采用96微孔板 

的ELISA。ELISA的手工操作模式每完成一次测 

试必然涉及以下8个步骤，即样本收集保存、试剂 

准备、加样、温育、洗涤、显色、比色、结果判定 

与报告，片中任一步骤操作不当都会影响测定的结 

果l2’ 。为此将手工操作 ELISA中可能影响的因素 

分述如下。 
⋯

、 待测样本的处岩 

用于ELISA检测的临床样本大多为血清(血 

浆)，特定的检测项目可选择唾液、尿液以及粪便 

等为检测样本，因其自身的质垦『口J题会严重影响检 

测的结果。当样本中蛋向质浓度过高，易出现因非 

特异性吸附等造成检测结果的假阳性，而过分稀 

释的样本则因抗原 ．抗体间反应的减弱而导致假阴 

性，若样本中可能存在的内源l『牛过氧化物酶等还会 

干扰显色反应。克服或减少这些问题的首要办法 

是调整好检测样本的适宜浓度，尤其是在出现假阳 

性时，适当稀释可减少非特异性吸附或显色干扰， 

但必须避免由此降低 ELISA检测的敏感性。同时， 

在常规检测样本处置过稗中应注意：(1)样本采集 

应新鲜，避免溶血，因为样本的污染或溶血可导致 

血红蛋白的释放或大量的过氧化物酶的产生，血红 

蛋白可吸附样本中的待检抗体，影响血清抗体检 

测效价，过量的过氧化物酶也容易___F扰显色反 ： 

(2)保存样本不宜反复冻融，随着反复冻融，蛋白 

质分子(抗原或抗体)易发生构型改变而影Ⅱ向抗原一 

抗体的结合；(3)同一份样本如需检测多个项目， 

应遵循先免疫后生化，因为ELISA的灵敏度 f≥ 

ng／m1)高于生化，以避免样本r日J的污染；(4)冻存 

的样本解冻必须完全并与以混匀，因为样本冷冻 

时，其蛋白质会发生分布的改变，混匀动作要轻以 

避免气泡出现，适宜上下颠倒混匀，勿在匀浆器上 

剧烈震荡：(5)特殊样本膨作充分离心后舣 上清 

部分。 

二、反应用试剂的准备 

应选用优质的商品试剂。在具体使用时，如 

忽略某些环节，会影响到最终的检测结果。如临 

床实验室在做 ELISA检测时，将冰箱储存的试剂、 

板条等嫩出并随即打开就用，一冷一热水化层的形 

成可能影响试剂的原始浓度及试剂中溶质分子的 

均匀分布。同时因为试剂溶液的温度太低，会影 

响以后温育所设定的时间，即在一定温度中反 时 

间不能保证，出现反应不充分的假阴性等。为此从 

4℃冰箱取出的试剂等应 室温20～30 min(温度平 

衡 )后启用，根据蛋白质在冷冻过程中出现蛋白分 

子分布改变的特点，试剂正式启用前应当作充分混 

匀。其他需用试剂，必须按照试剂使用说明进行规 

范操作，包括所需的蒸馏水、_去离子水的新鲜和高 

质量，自行配制的缓冲液等必须调整其pH值和离 

子强度等。 

三、加样 

ELISA反应中除最初的包被外，一般需要进 
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行4-5次加样。虽然通常定性测定中有时不强调 

加样量的准确性，但要求加样量全盘一致，结果可 

重复再现。譬如规定为加样 1滴，那么使用的滴管 

口径必须相同，滴加的姿势保持准确，使得每 1滴 

液体的体积基小相同。定量测定中，必须要求其加 

样量的 确性。通常使用微量移液器，那么微量移 

液器的状态，使户爿的姿势都有讲究。力I】样放液不宜 

太快，将所加液十板条微孔的下 l／3处放注，避免 

仅加在上部的孔壁导致假吸附，加样不宜溢出也不 

宜有气泡。每次加样完毕应当更换吸嘴。制备各种 

上作试剂液时，预先_律备的空试管内应先加好稀释 

液，然后再加被稀释物，并作充分混匀后方可使用。 

四、温育 

温育，即将加完样本或酶标记抗体等试剂后 

的96孔反应板放置水浴或保温中作用的过程。温 

育是ELISA检测结果成败的最关键之举，抗原一 

抗体发生特异性结合反应需要依赖反应液的质量 

与反应时的温度和时间；标记酶催化底物反应的完 

成与温度和时间关系密切。为了使 ELISA测定中 

免疫学反应和标记酶的催化反应能够顺利，通常都 

需要调整一个适宜的反应环境，包括反 液的离子 

强度、pH值以及温度。 
一 般情况下，温度越高(≤45℃)或试剂的 

浓度越高，其分子运动就加快，达到反应完成的时 

间就会缩短。但是随着反 温度的增高，反应液中 

蛋白质(抗原或抗体)容易发牛变性，使抗原．抗 

体复合物形成减少，影响实验的敏感性，尤其那 

些不适宜过高湍度的抗原或抗体。同时提高温度缩 

短反应时间，对于分子含量比较低的部分弱阳性 

样本，因为反应不完全而导致假阴性(漏检)。因 

此确定准确的温度、温自时间及试剂浓度等非常重 

要。实际操作中膨注意：(1)要保证在设定的温度 

环境中有足够的反应时间，当将加完样木(试剂1 

的微孔反应板从室温移入水浴或温箱中时，有否考 

虑到从室温升温到 37℃所需的时间?尤其季节性 

的影响因素?事实上使用水浴的则明显优于使用 

温箱的，若温箱中添加湿盒的使用，即在盒内放置 

浸透水的纱布，并在37℃温箱中预温 30 min以上 

可获得与水浴同样的效果；(2)温育过程中每块反 

应极不能重叠放置，防止温度扩散的不均匀性。所 

以，建议一定按试剂盒操作要求，不随意改变有关 

条件。并且提倡使用37℃温育时间长些，而不要 

为了缩短时间在45℃情况下温育。 

五、洗涤 

洗涤是ELISA不同于均相免疫学检测技术的 
一 人特征。洗涤 整个 ELISA反应过程中虽不是 
一 个反 步骤， 决定着 ELISA结果的成与败。 

洗涤的目的就是洗去反应液中未与固相抗原或抗 

体发生结合的物质以及在反应过程中非特异吸附 

于固相载体或抗原一抗体复合物的1一扰性物质，以 

保证ELISA测定的特异性。 

自来水不能作为洗涤液，必须按照操作要求 

配置洗涤液。因为固相载体一聚苯乙烯等塑料对蛋 

白质分子的吸附现象是普遍性的，在ELISA测定 

反应中一方面要尽可能地避免非特异性吸附发生， 

另一方面通过洗涤将日j。能发生的非特异性吸附的 

干扰物质加以清除，所以洗涤液通常为含有一定浓 

度Tween 20的缓冲液。Tween 20是一种非离子玄 

垢剂，既含亲水基团，又含疏水基团，在洗涤中的 

作用机制是借助其疏水基网与经疏水性相互作用 

被动吸附_丁聚苯乙烯同相 蛋白分子的疏水基团 

形成疏水键，从而削弱蛋白分子与固相的吸附，同 

时在其亲水基团与液相中水分子的结合作_叶j下，促 

进蛋白质分子脱离同相而进入液相，最终被洗脱。 

那么原先固相上吸附的抗原一抗体复合物会否也被 

洗脱?事实在此环境中已吸附于固相的抗原一抗体 

复合物是不被轻易洗脱的，因为抗原或抗体在包被 

时是处于碱性条件中，而抗原一抗体复合物的形成 

则利用有效的分子空间，洗涤时的液体pH值为中性。 

如果非离子去垢剂的浓度过高或洗涤液的pH值近 

碱性，也可能使包被于固相的抗原或抗体被洗脱。 

止确的洗涤方式是，先将孔内的液体吸出或 

甩干后加入洗涤液，德孔注满勿外溢 (300 l／孔)， 

放置 2-3 min，再将孔内液体吸山或甩干并于吸水 

纸上拍干后重复上述洗涤步骤。洗涤的次数并非越 

多越好，而应当严格遵照操作说明进行。 

六、显色 

酶是生物催化剂，当标记酶遇到相应的底物 

时则会催化底物发生反应。大多数情况下 ELISA 

商品多选用辣根过氧化物酶 (HRP)和碱性磷酸酶 

(ALP)，少数商品则选用葡萄糖氧化酶、8．D半乳 

糖苷酶或尿酶等。HRP可催化的底物为过氧化氧， 

参加反应的显色供氧体有邻苯二胺(OPD)、邻联甲 

苯胺 (OT)、联苯胺及3，3’，5，5’一 甲基联苯 

胺 (TMB)等。其中OPD的反应产物是橙红色的， 

经酸终止后在波长492 nm处有最高吸收峰，敏感 
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度较高，比色操作简便。但 OPD难溶于水，见光 

易变质，使用前现配，反应过程中须避光。OPD 

具一定毒性作用。TMB的反应产物为蓝色，目视 

对比鲜明，TMB性质稳定，对人体无毒。实际应 

用中TMB经HRP作用后，约40 min显色达高峰， 

随即逐渐减弱，至2 h后即可完全消退至无色。若 

显色反应完毕及时添加终止液，如叠氮纳 (NaN )、 

十二烷基硫酸钠(SDS)等酶抑制剂，可使蓝色维 

时长达 12~24 h。若选用各类酸性终止液，则会使 

蓝色转变为黄色。TMB作底物时的产物检测波长 

为450 nm。ALP作为标记酶，其底物一般采用对 

硝基苯磷酸酯 (pNPP)，产物为黄色的对硝基苯酚， 

加入NaOH终止液可使得黄色更稳定，吸收波长 

是405 nm。 

酶催化底物反应至显色完全需要一定时问， 

而时间的长短与反应时温度有关。通常试剂盒说明 

书中有规定的时间与温度，应严格遵守。 

七、比色 

酶标仪本质上是一台专用于微孔板的可见光 

范围的光电比色计。其对各微孔所测得的值便决定 

了ELISA检测项目的结果正确与否。前面提及了 

不同酶催化特定底物，而不同底物进一步生成的显 

色产物不同，它们最有效吸收的可见光波长是不同 

的。如同是HRP，催化底物显色剂为OPD时，比 

色时选择的波长为492 nm，催化底物显色剂换成 

TMB时，比色时的波长应450 nm。同时因产物呈 

现颜色等关系，滤光片的选择也会有具体要求。所 

以，建议按照试剂盒操作说明执行。酶标仪有不同 

的类型，应严格按照说明书操作和保养。 
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八、结果的判定与报告 

严格依据试剂盒提供的临界值 (Cutoff)或其他 

定性结果的表示法，如阳性孔值 ／阴性孔值 fP／N) 

的比值等。因为最后 Cutoff值的确定已尽可能地 

避免假阳性或假阴性的结果出现。厂商提供试剂的 

同时，说明书上列出的 Cutoff值是建立在一系列 

科学试验及统计学研究的基础上，不应随意更改。 

定量测定需要制备标准曲线，根据标准曲线计算 

结果 ELISA测定结果的报告比较简单，定性测 

定报告阴性或阳性，定量测定应当报出具体数值。 

ELISA测定结果的解释比较复杂，要求技术人员 

对所测定的项目有较为全面的知识基础，还需要结 

合临床具体实际。 

综上所述，ELISA测定的应用非常广泛，其 

操作步骤虽然简便，但可能影响ELISA检测结果 

的因素也非常之多，分布在完成反应全过程中的每 
一 个环节，尤其是加样、温育和洗板等环节中更甚。 

以上提出的问题供操作时注意以避免错误，提高检 

测质量。 
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