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人血清中青霉素抗体的酶联免疫吸附测定

俞小忠,王　勇,陈芝河, 项小春

[摘要 ]目的:建立检测青霉素抗体的 ELISA法,并探讨其临床意义。方法:以氨苄西林用 SPDP法与兔血清白蛋白交联, 用此

交联物为包被抗原, HRP-抗人 IgG为酶标抗体,建立检测青霉素抗体的 ELISA法, 并对部分临床标本进行青霉素抗体检测。

结果:建立的方法其批内 、批间变异系数分别为 6.8%、8.4%。氨苄西林 -兔白蛋白交联物免疫家兔获得兔抗氨苄西林的抗

体, 以此抗体作阻断试验, 抑制 HRP-抗人 IgG的显色。临床标本检测结果表明, 不同疾病患者青霉素抗体的阳性率不同。结

论:ELISA可用于临床对青霉素抗体的检测,具有较好的特异性 、敏感性和重复性。
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Detectionofpenicillinantibodiesinhumanserumbyenzyme-linkedimmunosorbentassay
YUXiao-zhang, WANGYong, CHENZhi-he, XIANGXiao-chun

(DepartmentofClinicalLaboratories, ChinesePLA123rdHospital, Bengbu233015, China)

[ Abstract] Objective:Toestablishanenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA) fordetectionoftheantibodyofpenicillinin

humanserum.Methods:TheELISAtodetectthepenicillinantibodywasestablishedbyaddingseraintothepolystyrenemicro-titer

platescoatedwithpenicillin-conjugatedrabbitserumalbuminandHRP-conjugatedgoatanti-humanIgG.ThePenicillinantibodyin

someclinicalsampleswasdetectedwiththismethod.Results:ThewithinandbetweenassayCVwere6.8% and8.4% respectively.

Therabbitanti-penicillinantibody, whichwasobtainedfrompenicillin-conjugatedrabbitserumalbumin, couldcontroltheHRP-anti

humanIgGreaction.Thepositiverateofpenicillinantibodyinpatientswithdifferentdiseaseswassignificantlydifferent.Conclusions:

ELISAismoresensitiveandspecificinclinicallydetectingandantibodyofpenicillin.
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　　青霉素为最常用的治疗细菌感染性疾病的药物

之一, 广泛应用于临床, 同时由于它的严重副作用,

使应用受到一定的限制。国外有关青霉素抗体与过

敏反应及副作用的关系研究有较多的文献报

道
[ 1 ～ 3]

。为探讨青霉素抗体与青霉素过敏反应的关

系, 本研究采用 ELISA法检测青霉素抗体,并探讨

其意义 。

1　材料与方法

1.1　试剂　氨苄西林为 Serva公司产品,购自华美

公司, 采用 SPDP法
[ 4]
与兔血清白蛋白交联, 其浓度

为 1 000 μg/ml。包被液为 0.05 mol/L, pH 9.6

CBS, 洗涤液为 0.01 mol/L, pH7.4含 0.05%Tween-

20的 PBS, 稀释液为 15%小牛血清的洗涤液, 底物

为邻苯二胺 -H2O2,均按常法配制
[ 5]
。

1.2　氨苄西林抗体的制备　采用氨苄西林 -兔血

清白蛋白交联物免疫家兔,制备氨苄西林抗血清,第

一次用氨苄西林 -兔血清白蛋白交联物 2 ml加完

全佐剂 2ml皮下多点注射, 20天后加不完全佐剂同

剂量注射, 第 40天注射同剂量不加佐剂的交联物

1次,以后每隔 1周注射不加佐剂的交联物,采兔耳

静脉血检测青霉素抗体效价合格后放血 。抗血清用

50%饱和度硫酸铵盐析,提取 γ球蛋白组份 。

1.3　HRP-抗人 IgG制备　按改良过碘酸钠法
[ 5]
制

备抗人 IgG酶结合物。经方阵滴定其工作浓度为
1∶1 000。

1.4　ELISA法检测氨苄西林抗体　氨苄西林 -兔

血清白蛋白交联物用包被液 1∶100倍稀释后包被反

应板微孔, 4℃过夜;PBS-T洗孔 5次,每次 3min;加

1∶10稀释的血清, 37 ℃ 40 min后同上洗孔;加

1∶1 000稀释的 HRP-抗人 IgG, 37 ℃ 40 min后同上

洗孔;加底物液, 呈色 10 min, 用 2 mol/L硫酸终止

反应,测 490 nm吸光度 (A)值 。各反应物加样量均

为 100 μl。

1.5　正常上限　以正常对照 A值的 x±2s为正常

上限,高于此限者为氨苄西林抗体阳性 。

1.6　统计学方法　采用秩和检验 。

2　结果

2.1　血清标本最佳稀释度的选择　血清标本的稀

释度直接影响方法的灵敏度和特异性,为降低非特
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异性吸附,经实验, 血清标本以 1∶10稀释度时阴性

对照 A值在 0 ～ 0.12范围内, 目测背景无色, 故选

1∶10作为血清标本的稀释度 。

2.2　重复性与特异性　1份阳性标本,批内重复测

定 20次, 其变异系数为 6.8%;批间重复测定 14

次,其变异系数为 8.4%。用兔抗青霉素血清作阻断

试验, 其吸光度 A值从 0.65降至 0.22。用类风湿

因子 、抗核抗体阳性血清作干扰试验, 结果全部阴

性 。

2.3　临床测定结果　检测各组青霉素抗体,阳性率

见表 1。

表 1　正常对照和各疾病组青霉素抗体阳性率 (% )比较

分组 n 阳性 阳性率 (% ) Hc P

对照组 45 1 2.2　

呼吸系疾病组 38 5 13.2＊＊

心血管疾病组 52 1 1.9＊＊ 161.12 <0.005

消化系疾病组 40 1 2.5＊＊

外科疾病组 150 5 3.3＊＊

皮试阳性组 15 14 93.3　

　　两两比较秩和检验:与皮试阳性组比较＊＊P<0.01

3　讨论

　　青霉素为治疗细菌感染性疾病最常用的药物之

一,常可引起皮疹 、蛋白尿及血小板和粒细胞减少等
副作用,有的可导致过敏性休克,甚至死亡 。动物实

验表明,青霉素可致动物产生抗体,其抗体的产生有

赖于青霉素与大分子物质交联后作为免疫原刺激机

体产生
[ 1]

,推测人体产生青霉素抗体可能为青霉素

进入机体后与体内某种蛋白质结合刺激机体所致 。

本文检测结果表明, 各病例组其青霉素抗体的阳性

率不同,青霉素抗体的阳性率在不同疾病组之间其

差异有统计学意义 (P<0.005), 经常使用青霉素

致使与人体内某些蛋白结合的几率增加, 从而作为

抗原刺激机体产生免疫反应的几率增加, 抗体阳性

率增加 。

Storch等
[ 3]
对 34例有显著青霉素毒副作用和

40例无毒副作用的患者检测了青霉素抗体, 结果分

别有 27例和 1例阳性, 并认为青霉素诱发的毒副作

用和青霉素抗体之间是一种因果关系 。本文对 5例

青霉素抗体阳性的呼吸系统疾病患者观察发现, 5

例中有皮疹 2例,血小板减少 3例, 提示 IgE介导的

速发型过敏反应是以组织释放活性物质引起急性效

应作用的急性病理损伤过程, 而 IgG类抗体介导细

胞毒型过敏反应是以激活补体引起组织细胞破坏为

主的慢性病理损伤过程 。因而青霉素引起的 Ⅰ型变

态反应与青霉素引起的一般副作用其免疫变态反应

机制不同,结果各异。本文对 15例青霉素皮试阳性

的患者检测青霉素抗体,阳性率明显升高, 达 94%,

提示青霉素过敏患者较一般人群更易产生青霉素

IgG类抗体, 所以阳性率较高。 Torres等
[ 6 ～ 8]
认为,

青霉素 IgG类抗体阳性反而对 IgE介导的速发型青

霉素过敏反应患者有保护作用,可能与 IgG中和青

霉素抗原有关,此有待进一步观察 。

由于青霉素分子量小, 直接用于包被酶标板不

够理想,尚需与大分子物质交联, 我们用兔血清白蛋

白交联后包被反应板, 获得较为满意的效果。此法

简便 、快速,其重复性与特异性均能满足临床要求,

可用于青霉素抗体的检测。
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