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硫代硫酸钠在四甲基联苯胺贮液保存中的应用
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摘 　要 　为解决试剂四甲基联苯胺 ( TMB)贮液在储藏时容易变色的问题 ,本研究改良了 TMB 贮液的配方 ,即在原

有每毫升 TMB 贮液中加入 3μL 2 mg/ mL 的抗氧化剂五水硫代硫酸钠 (Na2 S2O3·5H2O)溶液。试验结果表明 ,新配

方 TMB 贮液至少能在 4 ℃下贮存 3 个月不变色且不影响显色效果。同时 ,对照原有配方中已经变色的 TMB 贮

液 ,发现根据变色深浅 ,每毫升中加入 2～6μL 2 mg/ mL Na2 S2O3·5H2O 溶液 ,3～6 h 后会变回无色 ,颜色消失的

TMB 贮液可重新利用而不影响显色效果。
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Abstract 　3 ,3′,5 ,5′- tetramethylbenzidine ( TMB) stock s olutions easily change from brownish to dark color and affect

the s tability of the detection system. To s olve this problem , we have develop ed an optimized reagent . ThreeμL 2mg/

mL s odium thios ulfate p entahydrate was added to 1 mL conventional TMB stock s olution which can prevent the us ual

dis coloration for at leas t 3 months at 46 ℃without compromising the p erformance of the s ubstrate in immunoass ay ap2
plications . For the dis colored TMB stock s olutions , 2 - 6μL s odium thios ulfate p entahydrate was added to the dis col2
ored TMB s olution. After 3 - 6 hours , the dis coloration of TMB stock s olution could be eliminated and the treated TMB

stock s olution utilized again.

Key words 　ELISA ; 3 ,3′,5 ,5′- tetramethylbenzidine ( TMB) ; s odium thios ulfate p entahydrate ; dis color

　　在酶联免疫检测中 ,目前使用最多的供氢体是

邻苯二胺 (OPD) 和四甲基联苯胺 ( TMB) 。与 OPD

相比 , TMB 无致癌性且氧化产物吸光系数高[1 ] ,作

为供氢体使用时 ,相应的抗原抗体可以加大稀释倍

数 ,节约抗原。现有的配方是把 TMB 溶解在二甲

基亚砜 (DMSO) 、甲醇、乙醇或丙酮等有机溶剂中后

再加水稀释作为 B 液 ,A 液为含过氧化物 p H 510～

514 的柠檬酸缓冲液 ,与抗原抗体的结合物显色时

A 液和 B 液等体积混合[2 4 ] 。但是 ,B 液在保存过

程中容易变色 ,影响测定结果的稳定性 ,因而 B 液

通常需现配现用。由于 TMB 价格较高 ,现配现用

操作麻烦造成浪费。为了解决这一问题 ,迫切需要

对原有配方进行改进。对于 B 液配方的研究 ,国内

几乎未见报道。国外的报道也非常少 ,仅有 Andreas

Frey[5 ]对 B 液进行了改进 ,即用无水二甲基乙酰胺

溶解 TMB 后再加入四丁基硼氢化铵 ( TBABH) ,显

色时 A 液和 B 液按 40∶1 混合。该配方显著减缓 B

液变色的问题并能在 4 ℃条件下保存 1 年不影响试
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验结果 ,但无水二甲基乙酰胺和四丁基硼氢化铵价

格昂贵。国外已有可直接使用并能 4 ℃贮存 1 年的

TMB 商品化显色液 ,该显色液把 TMB 与过氧化物

配在一起 ,而不是 A、B 液分开保存 ,但该技术属公

司机密 ,具体配方不祥。由于把 TMB 与过氧化物

配在一起而又需耐储藏的难度太大 ,本研究目的旨

对 2 种原液的配方进行经济可行的改良。

1 　试剂和材料

玉米素核苷 (ZR)和异戊烯基腺嘌呤核苷 (iPA)

免疫检测试剂盒 (本实验室制备) ;包被缓冲液 :称取

115 g Na2CO3 , 2193 g NaHCO3 ,用蒸馏水定容至

1 000 mL ,p H 916 ;磷酸盐缓冲液 ( PBS) :称取 810 g

NaCl ,012 g KH2 PO4 ,2196 g Na2 HPO4·12H2O ,用蒸

馏水定容至 1 000 mL ,p H 715 ;样品稀释液 : 1 000

mL PBS 中加 1 mL Tween220 ,1 g 明胶 (稍加热溶

解) ;洗涤液 :1 000 mL PBS 加 1 mL Tween220 ;终止

液 :2 mol/ L 的硫酸 ;酶标板 (Costar 公司) ;酶联免疫

分光光度计 ( MUL TISKAN M K3 , Thermo) ;紫外

分光光度计 ( Pharmacia Biochrom4060) 。

2 　实验方法

211 　改进配方的 B液贮存试验

21111 　改进的 B 液配方 　对照 B 液的配制参照杨

利国等方法[4 ] ,配制如下 : TMB 700 mg ,DMSO 40

mL ,充分溶解 ,然后加蒸馏水 960 mL ,柠檬酸·H2O

1013 g ,现配现用。

改进 B 液的配制 :在对照 B 液的基础上 ,再加

入 3 mL 2 mg/ mL 的 Na2 S2O3 ·5H2O 溶液 ,混匀 ,

4 ℃贮存 3 个月。

A 液的配制参照杨利国等方法[4 ] ,配制如下 :过

氧化脲 110 g ,Na2 HPO4·12H2O 3518 g ,柠檬酸·H2O

1013 g , Tween220 100μL ,加 1 000 mL 蒸馏水 ,现配

现用。

显色时分别取一定量对照 B 液及改进 B 液 ,与

等体积的 A 液混合作为底物溶液。

21112 　改进配方对酶联免疫测定结果的影响试验

　改进 B 液配制的底物溶液对酶联免疫测定结果

是否有影响用本实验室研制的玉米素核苷 ( ZR) 试

剂盒进行检测 ,具体步骤如下 :

1)包被抗原 ( ZR2OVA) 用包被缓冲液 1∶4 000

稀释 ,每孔加 100μL ,37 ℃温育 3 h ,洗板 4 次。2)

ZR 标准样品用样品稀释液稀释成 2 000100、

1 000100、500100、250100、125100、62150 和 31125

ng/ mL ,样品稀释液用作空白对照 ,即 0 ng/ mL ,每

含量加 6 个孔 ,每孔 50μL ;ZR 抗体 1∶500 稀释后每

孔加 50μL ,37 ℃竞争 30 min ,洗板 4 次。3)加酶标

记抗体 (稀释倍数为 1∶1 000) ,每孔 100μL ,37 ℃温

育 30 min ,洗板 4 次。4) 将含有改进 B 液和对照 B

液的底物溶液加到酶标板中 ,每孔加 100μL ,常温

下显色 5 min ,每孔加 50μL 2 mol/ L 硫酸终止反应。

5)在酶联免疫分光光度计上依次测定标准物各含量

450 nm 处的 OD 值。

EL ISA 结果用 Logit 曲线计算 :曲线的横坐标

用 ZR 标样各含量 ( ng/ mL) 的自然对数表示 ,纵坐

标用各含量显色值的 Logit 值表示。Logit 值的计

算方法如下 :

Logit ( B / B 0) = ln
B/ B 0

1 - B / B 0
= ln

B
B 0 - B

其中 : B 0 是 ZR 标准样品含量为 0 ng/ mL 孔的显色

值 ; B 是 ZR 标准样品其他含量孔的显色值。

212 　变色 B液的重新利用

21211 　变色 B 液的处理方法 　改良 B 液的方法设

3 种处理 ,通过 3 d 的常温储藏使其自然变色 ,颜色

深浅用 650 nm 的吸光度值表示 ,吸光度值分别为

0110、0120 和 0132。采用 2 种方法加入 Na2S2O3·

5H2O 溶液 ,方法 1 :从各处理 B 液中分别取出 1

mL ,加入一定量的 Na2 S2O3·5H2O 溶液 ,使 B 液立

即变回无色 (肉眼可见 B 液颜色马上变成无色) ,然

后使用。1 mL B 液中加入 2 mg/ mL Na2S2O3·5H2O

溶液的量分别是 : (615 ±4) 、(15 ±6)和 (18 ±8)μL 。

方法 2 :从各处理 B 液中分别取出 1 mL ,加入一定

量的 Na2S2O3·5H2O 溶液 ,加的量为方法 1 中加入

量的 1/ 3 左右 ,B 液没有马上变成无色 ,3～6 h 后待

B 液变回无色后使用。1 mL B 液中加入 2 mg/ mL

Na2 S2O3·5H2O 溶液的量分别为 : (2 ±1) 、(5 ±3) 和

(6 ±3)μL 。

显色时各取一定量对照 B 液及处理 B 液 ,与相

同体积的 A 液混合 ,得到 2 种底物溶液。

21212 　变色 B 液重新利用对酶联免疫测定结果的

影响 　Na2 S2O3·5H2O 溶液使变色的 B 液颜色消失

后配制的底物溶液对酶联免疫测定结果是否有影

响 ,用本实验室研制的异戊烯基腺嘌呤核苷 (iPA)

试剂盒进行检测 ,具体步骤同 21112。

213 　数据统计

结果的显著性差异分析采用 SAS 统计的 ANO2
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VA 分析 ,SN K多重范围检验法 (q 检验法) 。

3 　试验结果

311 　改进配方的B 液贮存后对酶联免疫测定的影响

以 ZR 标准样品各含量的对数值为横坐标 ,相

应吸光度值的 Logit 值为纵坐标建立标准曲线 ,得

到回归方程 (图 1) 。

图中对照是用含有对照 B 液的底物溶液显色

得到的 ZR 标准曲线 , IC50 (50 %抑制质量浓度) 为

5118 ng/ mL ,图中处理是用含有改进 B 液的底物溶

液显色得到的 ZR 标准曲线 , IC50为 6319 ng/ mL 。

SN K统计分析结果表明 ,两者的 IC50没有显著性差

异。说明用每毫升含有 3μL 2 mg/ mL Na2S2O3 ·

5H2O 溶液并在 4 ℃下贮存 3 个月的 B 液配制的底

物溶液与用对照 B 液配制的底物溶液的显色效果

是一样的 ,显色速度和显色深浅都没有区别。因此 ,

改进的 B 液配方是成功的。

312 　变色 B液加入 Na2S2O3·5 H2O 溶液后对酶联

免疫测定的影响

以 iPA 标准样品各含量的对数值为横坐标 ,相

应吸光度值的 Logit 值为纵坐标建立标准曲线 (图

2) 。对照的回归方程为 y = - 01618 5 x + 31551 3 ,

R2 = 01999 6 , IC50 = 25611 ng/ mL ,用方法 1 处理

(变色 B 液退色) 的 B 液配制的底物溶液显色得到

各标准曲线的回归方程分别为 : 处理 1 , y =

- 01543 7 x + 31052 2 , R2 = 01995 5 , IC50 = 23217

ng/ mL ;处理 2 , y = - 01520 9 x + 21855 3 , R2 =

01996 3 ,IC50 = 29613 ng/ mL ;处理 3 , y = - 01667 7 x +

31865 6 , R2 = 01998 4 , IC50 = 26810 ng/ mL 。SN K

统计分析结果表明 ,各处理和对照的 IC50没有显著

性差异。尽管如此 ,但是在试验中发现 ,处理 3 中 0

孔的 OD 值 ( B 0 值)比对照减少了 10 %左右 ,并且处

理 1 到处理 3 , B 0 值有降低的趋势。说明在变色的

B 液中加入 Na2S2O3·5H2O 溶液使 B 液立即变回无

色这一方法虽然可用 ,但显色速度比对照减慢 ,对试

验结果还是有一定影响。

图 3 是用方法 2 处理的不同B 液配制的底物溶

液和用对照 B 液配制的底物溶液显色得到的 iPA

标准曲线。

图 1 　ZR标准曲线

Fig. 1 　The standard curve of ZR

图 2 　iPA标准曲线 (方法 1)

Fig. 2 　The standard curve of iPA (1)

图 3 　iPA标准曲线 (方法 2)

Fig. 3 　The standard curve of iPA (2)

　　对照的回归方程为 y = - 01592 7 x + 31430 4 ,

R2 = 01998 7 , IC50 = 27210 ng/ mL 。处理 1、2、3 的

回归方程分别为 :处理 1 , y = - 01527 8 x + 21929 2 ,

R2 = 01993 9 , IC50 = 22010 ng/ mL ;处理 2 , y = -

01566 2 x + 31211 7 , R2 = 01986 6 , IC50 = 23716 ng/

mL ;处理 3 , y = - 01534 4 x + 31220 2 , R2 = 01986 3 ,

IC50 = 33715 ng/ mL 。SN K 统计分析结果表明 ,各

处理和对照的 IC50没有显著性差异。同时在试验中

发现 ,各处理 B 液配制的底物溶液与对照 B 液配制

的底物溶液的 B 0 值没有差别 ,显色效果几乎一样。

说明在变色的 B 液中加入 Na2 S2O3·5H2O 溶液过 3

～6 h 后使 B 液又变回无色的方法是可行的。

4 　讨 　论

为解决 B 液在保存过程中容易变色的问题 ,试

验了各种抗氧化剂如 VC、BHT、硼氢化钾、Na2S2O3

·5H2O ,但是发现 ,VC 在贮存中容易变色、BHT 水

溶性太差、硼氢化钾不稳定易分解 ,因此不能应用在

B 液的贮存试验中 ,只有 Na2 S2O3 ·5H2O 有效。1

mL 中含有 3μL 2 mg/ mL Na2 S2O3·5H2O 溶液的 B

液在 4 ℃下贮存 3 个月期间 ,笔者多次检验了贮存

B 液配制的底物溶液与对照 B 液配制的底物溶液的

显色效果 ,结果都相同 ,即 IC50没有显著性差异 ,显

色速度也没有受影响。说明用 Na2 S2O3·5H2O 贮存
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酶联免疫测定中的四甲基联苯胺贮液是可行的。在

试验中同时发现 ,如果加入的量小于 215μL ,保存

的时间减少 ;加入的量大于 315μL ,显色时间延长 ,

0 孔吸光度值降低 , 甚至显不出颜色。加入的

Na2S2O3·5H2O 溶液量在 ±015μL 的范围内不影响

试验结果。而这种处理后的 B 液 4 ℃贮存 3 个月

后 ,颜色开始发生变化 ,6 个月以后 ,颜色明显加深。

Na2 S2O3·5H2O 溶液能使变色的 B 液变回无

色 ,并且用于显色与用现配制的底物溶液显色得到

的 IC50没有显著性差异。但从B 液变色后重新利用

试验的 2 种不同方法中可以看出 ,使 B 液立即变回

无色的方法会轻微影响 0 孔的 OD 值 ,如果在试验

中不要求变色的 B 液立即变回无色 ,而是 B 液放置

一段时间后慢慢变成无色 ,这种处理不仅 IC50没有

差异 ,而且 0 孔的 OD 值也不会降低。

试验中所用的玉米素核苷 ( ZR) 和异戊烯基腺

嘌呤核苷 (iPA)免疫检测试剂盒是本实验室研制的

2 种植物激素免疫检测试剂盒 ,现已得到广泛应用。

因此 ,本试验用此来验证硫代硫酸钠在 B 液保存中

的作用。

本试验在 B 液的贮存方面虽取得了一些进展 ,

能减少由于 B 液变色造成的损失。但是 ,由于国外

TMB 的研制水平较高 ,已经有可调控显色快慢 ,不

需显色前 A、B 液混合的商品化显色液。因此 ,如何

把 A、B 液配在一起保存 ,仍是今后研究的方向。

参 考 文 献

[1 ] 　Bos E S , van der Doelen A A , van Rooy N , et al. 3 ,3′,

5 ,5′2Tetramethy2Benzidine as an Amestest negative chro2
mogen for horse2radish peroxidase in enzyme2immunoass2
Ay[J ] . J Immunoassay , 1981 (2) :187

[2 ] 　朱立平. 免疫学常用实验方法[ M ] . 北京 :人民军医出

版社 ,2000 :352

[3 ] 　沈关心. 现代免疫学实验技术[ M ] . 武汉 :湖北科学技

术出版社 ,1997 :119

[4 ] 　杨利国. 酶免疫测定技术 [ M ] . 南京 :南京大学出版

社 ,1998 :411

[5 ] 　Frey A , Meckelein B , Externest D , et al. A stable and

highly sensitive 3 , 3′, 5 , 5′2tetramethylbenzidine2based

substrate reagent for enzyme2linked immunosorbent as2
says. Journal of Immunological Methods [J ] . J Immunol

Methods ,2000 ,233 (1 2) :47 56

03
　

中 国 农 业 大 学 学 报 2006 年 第 11 卷


