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前 言

本标准的制定有助于免疫沉淀分析试剂的相关厂商统一试剂的制备方法，同时有利于临床实验室
进行免疫沉淀分析的标准化质量管理，从而改变目前在免疫沉淀分析方面的混乱状况。
本标准从 ２００２年 ７月 １日起实施。
本标准由卫生部医政司提出。
本标准起草单位：上海医科大学华山医院。
本标准主要起草人：吕元、朱玉胜。
本标准由卫生部委托卫生部临床检验中心负责解释。
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 范围

本标准建立了免疫沉淀分析所用材料制备的评价程序，同时介绍了常用的免疫沉淀分析方法的特
异性问题，提出了试剂盒说明书中应包含的必要信息，推荐了参考品的制备方法。
本标准适用于从事免疫沉淀分析的临床检验人员及相关试剂生产厂商。

 抗体质量评估及免疫化学特异性的评价

． 免疫原的质量评估
制备抗血清时，通常不需要使用单克隆蛋白质或来自单一供体的蛋白质作为免疫原，但应使用来自

正常组织及体液中的正常蛋白质分子和燉或同种型蛋白质以避免独特型或同种异型分子特异性对检测
的干扰。在本标准中，主要以各种免疫球蛋白为例加以说明，因为这些免疫球蛋白分子代表了实验室所
测定的蛋白质中抗原变异最大的。有关免疫球蛋白免疫沉淀分析的评价也可作为评价其他特异性较低
的血清蛋白质分析时的参考。
制备抗体时，所用免疫原应包括所有抗原亚型，以尽可能避免所制备抗体的反应性及特异性的差

异。例如：用于制备抗 ＩｇＧ抗体的免疫原免疫动物产生的抗血清经适当处理后只能与 ＩｇＧ分子反应，而
不能与其他种类的免疫球蛋白或血清、血浆、尿液、脑脊液、精液、组织液及异常病理性体液中的其他蛋
白质反应，产生的抗血清应当主要包含针对四种 ＩｇＧ亚类（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）分子的共同部位的抗
体，而且对这些亚类分子的反应性不应存在差异。抗血清不应与任何一种免疫球蛋白的游离型或结合型
轻链发生沉淀反应。许多血清蛋白具有多态性及不同表位（如 α１抗胰蛋白酶和结合珠蛋白），免疫原应
尽可能包括此类蛋白分子的所有形式。抗 ＩｇＡ的制备亦应基本符合以上规定，即制备的抗 ＩｇＡ应与

ＩｇＡ１、ＩｇＡ２均能发生反应。

ＩｇＭ尚未发现亚类的存在，制备抗 ＩｇＭ的免疫原应使用包括 Ｗａｌｄｅｎｓｔｒｏｍ’ｓ巨球蛋白个体的血清
及正常人血清。
．． 同种型特异性
当某种免疫原用于制备针对异常免疫球蛋白组分的抗血清时，应注意同种型特异性问题。目前尚无

可与所有临床样品均能发生反应的商品化抗血清，所以尽管这些抗血清是通过一系列纯化的蛋白质免
疫动物产生的，但是偶尔会出现某种样品不能与抗血清进行完全反应的情况。
．． 免疫原的降解
当免疫原可能发生显著改变分子结构的降解及欲分析样品在贮存过程中可能发生降解时，应使用

其已降解的最稳定分子形式作为免疫原，而不是采用其在体内状态下的天然形式。例如：用于制备抗Ｃ３
的抗血清时，应采用已降解且稳定的 Ｃ３ｃ（Ｂ１ａ）作为免疫原。
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． 抗体的特异性评估

．． 方法
对多克隆抗血清的特异性评估应使用敏感度高的方法，如交叉免疫电泳、免疫印迹法等，不要使用

敏感度及精确度差的方法如免疫扩散、免疫电泳等。单克隆抗体的特异性检查应采用竞争抑制模式，方
法学可选择放免法、酶免法或免疫印迹法。
．． 检测
用交叉免疫电泳法评价抗血清特异性的方法是在第二方向电泳完成后，凝胶在室温下孵育染色１ｈ

后观察结果。用免疫印迹法进行评估时，转移膜应与抗血清孵育 １．５ｈ，蛋白质条带的染色可用考马斯
亮兰、银染、胶体金或其他具有相似敏感度的染料，不能使用丽春红 Ｓ、氨基黑、快绿。
．． 材料
尽量包括所有可能采用的材料如血浆、尿液及脑脊液，并且有不同稀释度（１∶２０、１∶５、不稀释、最

适浓度等），在使用脑脊液或尿液时，应使用 １０倍或 １００倍浓缩样品作为质控物。
用于抗血清定性评估的抗原可来源于新鲜血清、血浆。若怀疑或已知有交叉反应存在，在对抗血清

进行特异性评估时，应使用含有交叉反应抗原的样品，并说明交叉反应的程度。
．． 免疫沉淀法主要检测的蛋白质

．．． 免疫球蛋白与轻链：ＩｇＡ，ＩｇＤ，ＩｇＧ，ＩｇＭ，轻链（犦，犧）。
．．． 补体：Ｃ１（ｑ、ｒ、ｓ），Ｃ３，Ｃ４，Ｃ５。
．．． 急性时相反应蛋白：α１酸性糖蛋白，α１抗胰蛋白酶，Ｃ反应蛋白，铜蓝蛋白。
．．． 血红蛋白与结合珠蛋白：血红蛋白 Ａ、血红蛋白 Ｆ、结合珠蛋白。
．．． 出凝血相关蛋白：抗凝血酶Ⅲ、纤维蛋白原、纤溶酶原、凝血酶原。
．．． 脂蛋白与载脂蛋白：载脂蛋白（ａ），载脂蛋白 ＡＩ，载脂蛋白 ＡⅡ，载脂蛋白 Ｂ（ＡｐｏＢ１００），载
脂蛋白 ＣⅡ，载脂蛋白 Ｅ。
．．． 其他：白蛋白、ＡＦＰ、α２ＨＳ球蛋白、冷沉淀球蛋白、纤维连接蛋白、Ｇｃ球蛋白、α２巨球蛋白、
前白蛋白、转铁蛋白。
． 抗血清的制备

． 免疫动物的选择：制备用于免疫沉淀反应分析的抗血清不应采用驴、马、骡等大型动物，应采用
山羊、兔、鸡等小型动物，因大型动物产生的抗血清易导致抗原过剩。
．． 纤维蛋白原的去除
血块凝固不完全的抗血清可能会有一定量的纤维蛋白原，在扩散过程中可凝固而产生沉淀，因此应

去除抗血清中的纤维蛋白原。
．． 脂质及微粒的去除
制备的抗血清应采用离心沉淀方法（１００００ｇ）去除脂质及微粒，免疫球蛋白的纯化可用盐析法、亲

和层析法等。
． 非特异性抗体的去除
某些抗血清可与某些血清或血浆标本，特别是异常标本形成非特异性的沉淀，在双向扩散过程中可

形成与特异性沉淀反应相似的非特异性沉淀。
大多数免疫沉淀分析要求去除抗血清中不需要的非特异性抗体。通常采用两种方法：第一种为吸

收，即加入可溶性抗原与相应抗体形成免疫复合物，通过离心沉淀和燉或过滤法去除。第二种是吸附，即
通过固相化抗原将相应抗体吸附。用吸附法可能会使抗血清中残留少量抗原抗体复合物。但由于此方
法较实用，故采用吸附法较多。
．． 免疫复合物的去除
在对抗血清进行吸收燉吸附以获取相对单一特异性的抗血清的过程中，即使进行充分离心或过滤，

可溶性抗原抗体复合物仍不能去除，可在介质中加入适量增浊剂（如 ＰＥＧ８０００）以尽可能去除可溶性

２

〇燉 —



抗原抗体复合物。
．． ＩｇＭ的去除
在某些情况下可能会发生反向免疫沉淀反应。如先天性 ＩｇＡ缺乏的患者血清中常含有一定水平低

亲和力的人抗反刍类动物血清及牛奶蛋白的抗体，该抗体主要与反刍类动物 ＩｇＭ及鼠类的免疫球蛋白
反应。在检测低水平 ＩｇＡ时，应使用兔源性或已去除 ＩｇＭ的鼠源性抗血清。
．． 干扰物质
抗血清不应含有超过一定水平的干扰物质如肉眼可见的溶血、黄疸。

．． 非特异性抗体的定量评估方法
用于免疫沉淀分析的抗血清经适当稀释后用单向免疫扩散（ＲＩＤ）法对其特异性进行定量评估。在

大多数情况下，用于凝胶沉淀分析的抗人血浆蛋白的高质量商品化抗血清应按 １∶３～１∶８稀释，甚至
更高。
．． 非特异性抗体的含量
抗血清应有特异性抗体的含量，若无法定量则要求提供抗原抗体最适比的效价及出现钩状效应时

的抗原浓度。抗血清在高于 １∶５稀释时进行免疫扩散，其非特异性抗体不应出现可见的沉淀，并且不应
与浓度大于 ５ｍｇ燉Ｌ的大多数血浆蛋白直接发生反应。

 试剂盒说明书和产品评价

从用户的角度来说，在对产品进行评价时应考虑以下几个问题。
． 说明书的规格
试剂盒的用途和局限性应在试剂盒说明书中说明。实际上，抗血清对于抗原的绝对特异性是不存在

的，用 ＲＩＡ、ＥＩＡ、ＦＩＡ测出具有非特异性抗体的抗血清仍可用于免疫沉淀分析。
试剂盒中来源于人体的材料应进行 ＨＢｓＡｇ、ＨＣＶ抗体、ＨＩＶ抗体的检测并呈阴性，试剂说明书应

对此明确说明，并提示所有人体来源的材料均按有传染性进行处理。
． 特异性
抗血清的特异性与所用测定方法有关，试剂盒说明书应标明抗血清的特异性通过何种方法测得。

． 免疫原的来源
免疫原的来源应按通用术语进行叙述。

． 抗血清处理方法
抗血清的处理方法如吸收燉吸附的方法应在说明书及试剂的评价部分说明。

 抗血清进一步处理的推荐方法
对用于散射测定法及可能含有可溶性抗原抗体复合物的抗血清应当提供进一步处理的推荐方法

（见 ２．３．３部分）。
． 种间交叉反应
对于某些用户来说，有关种间交叉反应的信息可能比较重要，如果抗血清存在种间交叉反应，应在

说明书中加以说明。

 免疫沉淀反应的分析方法

尽管根据抗原抗体沉淀反应的原理已设计出许多的分析方法，但本标准仅对几种广泛应用的分
析方法进行评价。凝胶内免疫沉淀分析方法主要有 ４种：单向免疫扩散（ＲＩＤ）、火箭电泳、免疫电泳

（ＩＥＰ）和免疫固定电泳（ＩＦ）。另外还有两种液相免疫沉淀定量分析方法：透射比浊测定法和散射比浊测
定法，包括终点法和速率法。
． 单向免疫扩散（ＲＩＤ）

ＲＩＤ与抗原的分子量及分子构型有关。在进行免疫球蛋白测定时还受抗血清的特异性的影响。若
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抗血清中含有其他混杂抗体或出现不同分子量的抗原降解产物，在进行 ＲＩＤ分析时便可能会出现多重
沉淀环。
． 火箭电泳
火箭电泳受抗原相对分子质量变化影响较小，但也易受混杂抗体或类及亚类表位特异性的影响。
当出现双重或模糊火箭沉淀时，提示抗体特异性欠佳或抗原具有特殊结构。

． 免疫电泳（ＩＥＰ）及免疫固定电泳（ＩＦ）
ＩＥＰ和ＩＦ属非定量分析方法，对于低水平混杂抗体的敏感性较低。在实际工作中，混杂抗体应不与

临床常规样品中的大多数蛋白质（见 ２．２．４）出现肉眼可见的染色条带。
． 液相免疫沉淀分析
液相免疫沉淀分析包括散射比浊法和透射比浊法。液相免疫沉淀分析不易检出抗血清中的非特异

性抗体，可采用交叉免疫电泳、对流免疫电泳和免疫固定电泳检测抗血清中的非特异性抗体。在实际工
作中，如果抗血清中的非特异性抗体的浓度较低，一般不会对液相免疫沉淀分析的结果影响太大。
进行液相免疫沉淀分析时，为加速免疫复合物沉淀的形成，必须加入增浊剂。增浊剂一般在缓冲液

中加入，加入量应严格控制。

 校准燉校准品和质控品

采用自动化仪器进行血清特定蛋白测定技术如透射比浊和散射比浊法已达到与传统比色分析法相

媲美的水平。另外，结果的精密度已达到或超过普通的比色分析法。尽管如此，由于 ＲＩＤ法不需要特殊
仪器，仍有相当数量的实验室采用 ＲＩＤ法。
无论何种类型的分析，校准的目的相同，即将物理的或光电检测信号转化为质量单位。有两种基本

的校准类型：多点校准和单点校准。无论何种方法，试剂厂商都应对每一批试剂进行检测以确保试剂的
批间稳定性和精密度。另一方面，用户应按不同的要求进行多点或单点校准。以下是一些常用免疫沉淀
分析的一般校正方法，其他类型免疫沉淀分析技术的校准方法与此类似。
． 单向免疫扩散：校准品和质控品
在进行单向免疫扩散时，蛋白质在凝胶中的扩散受操作者本身因素的影响。为尽可能减小结果的变

异程度，每块凝胶上均应有一套校准品和质控品。另外，凝胶板应在恒温且高湿度的环境中孵育。
．． 校准品
校准品应包括从正常参考范围下限至上限的一系列不同浓度，一般推荐采用五种浓度。厂商对校准

品浓度值的设定应按照 ＩＦＣＣ“人血清蛋白参考物的制备（ＲＰＰＨＳ）燉ＣＡＰ燉ＢＣＲ燉ＩＦＣＣＬｏｔ９１燉０６１９”之
规定。
．． 质控品
质控品应包括高、中、低三种不同浓度。质控品可以是由临床实验室制备的混合样品，并经分装后在

一定条件下冻干，或经准确定量的商品化质控品。
 免疫透射比浊和免疫散射比浊
仪器对样品进行精确取样、稀释，与抗血清混合后进行振荡，在一定的温度、湿度条件下形成具有光

散射作用的免疫复合物，所以操作者本身带来的误差对仪器测得结果影响较小，尽管如此，用户亦应对
仪器进行定期检查以保证其运作正常。
．． 校准
目前，所有仪器均要求使用标准的校准方法以便将光电信号转化为质量单位或国际单位的相对值。

理想的校准曲线应为直线，但实际上很难完全呈直线。
良好的试剂稳定性和仪器的精密性可减少校准的次数。但不管试剂仪器如何先进，用户仍应经常通

过检测定值质控品以监测仪器的运行状态。
．．． 多点校准系统
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多点系统的校准要求进行 ６点曲线校准，其中包括 ０点。试剂厂商应保证按照 ＩＦＣＣ参考物制备校
准品。校准曲线贮存于仪器中，可多次使用。通过不同水平质控品的检测以保证结果的准确性。
．．． 单点校准仪器
单点校准是多点校准的简化形式，但每个校准应重复 ２～３次以保证测定的准确性。如果剂量响应

曲线中剂量与响应的关系呈很好的比例，尽管有一定的漂移范围，但校准曲线仍然有效。
． 质控品
质控品应包括高、中、低三种浓度，质控材料必须与样品性质相似（即介质相似），且浓度呈一定比

例。试剂厂商应保证质控品的线性应与新鲜血清的线性相似。

 参考物

用于免疫沉淀法测定蛋白的参考物必须使用所能得到的最新且具有权威性的参考物。ＩＦＣＣ已制
备了一种能被广泛接受的新的人血清蛋白参考物，该参考物参照世界卫生组织以 ＩＵ为单位的参考物
及美国疾病控制与预防中心的血清蛋白国家参考物（ＲＰＳＰ）或以 ｇ燉Ｌ为单位的纯化蛋白质制备而成。
载脂蛋白参考物不包括在上述参考物之列。由于大多数方法需澄清血清，因此要求去除脂蛋白。
所有生产商品化人血清蛋白参考物的厂商应参照 ＩＦＣＣ参考物 ＲＰＰＨＳ燉ＣＡＰ燉ＢＣＲ燉ＩＦＣＣＬｏｔ９１燉

０６１９的规定，该参考物在欧洲可从布鲁塞尔的 ＢｕｒｅａｕｏｆＣｏｍｍｕｎｉｔｙＲｅｆｅｒｅｎｃｅｓ（ＢＣＲ）获得，在北美
可从美国病理学学会（ＣＡＰ）获得。
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