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酶联免疫吸附测定试验（ELISA）的操作要点

吴  娟

（北京大学人民医院  北京肝炎试剂研制中心  100044）

【摘要】目的  探讨酶联免疫吸附测定试验的操作要点。临床ELISA 测定现通常为采用手工操作的以微孔板条

为固相的测定模式，测定操作非常简单，一般涉及到标本的收集保存、试剂准备、加样、温育、洗板、显色、比色、

结果判断和结果报告及解释等方面，其中任一步骤的不当都会影响测定结果，且尤以加样、温育和洗板等步骤为甚，

现将操作中的体会分述如下。

【关键词】ELISA;测定试验;操作要点

1  标本的收集和保存

用于ELISA测定的临床标本最为常用的是血清（浆），有

时因为特定的检测目的，也用到唾液、脑脊液、尿液、粪便

等标本。目前临床上使用血清标本测定的标志物一般有传染

性病原体的抗原和抗体、肿瘤标志物、激素、特种蛋白、细

胞因子和治疗药物等。

用于传染性病原体的抗原和抗体的血清标本的收集则没

有时间和体位方面的影响，只是在处理和保存方面要考虑以

下几个方面：

（1）要注意避免出现严重溶血。血红蛋白中含有血红素

基团，其有类似过氧化物的活性，因此，在以HRP 为标记酶

的ELISA 测定中，如血清标本中血红蛋白浓度较高，则其就

很容易在温育过程中吸附于固相，从而与后面加入的HRP 底

物反应显色，从而产生非特异性发应。

（2 ）样本的采集及血清分离中要注意尽是避免细菌污

染，一则细菌的生长，其所分泌的一些酶可能会对抗原抗体

等蛋白产生分解作用；二则对用相应酶作标记的测定方法产

生非特异性干扰。

（3）血清标本宜在新鲜时检测，放置时间过长均可产生

假阳性反应，如在冰箱中保存过久，可发生聚合，在间接法

中可使本底加深。血清标本如是以无菌操作分离，则可以在

2-8℃下保存一周，如为有菌操作，则建议冰冻保存。样本的

长时间保存，应在-70℃以下。

（4）冰冻保存的血清标本须注意避免因停电等造成的反

复冻融。标本的反复冻融所产生的机械剪切力将对标本中的

蛋白等分子产生破坏作用，从而引起假阴性结果。此外，冻

结血清溶解后，蛋白质局部浓缩、分布不均，应充分混匀、轻

缓、避免气泡，可上下颠倒混合，不要在混匀器上强烈振荡。

（5）标本在保存中如出现细菌污染所致的混浊或絮状物

时，应离心沉淀后取上清检测。反复冻融会使抗体效价跌落，

所以测抗体的血清标本如需保存作多次检测，宜少量分装冰

存。保存血清自采集时就应注意无菌操作，也可以加入适当

防腐剂。

2  试剂的准备

在临床实验室，对试剂准备一般不太注意，通常的做法

是，在实验时将试剂从冰箱中拿出来即用，而忽略了这种做

法有可能影响后面温育时间不够的问题，其直接的后果是对

一些弱阳性标本的检测出现假阴性。因此在ELISA 测定中试

剂的准备最为关键的是：

（1）在实验开始前，将试剂盒先从冰箱中取出，在室温

下放置20分钟以上后，再进行测定，以使试剂盒在使用前与

室温平衡。这样做的目的，主要是为了在后面的温育反应步

骤中，能使反应微孔内的温度能较快地达到所要求的高度，

以满足测定要求。

（2）目前的ELISA 试剂盒中的洗板液均需在实验室使用

时对所提供的浓缩液稀释配制，因此稀释时所用的蒸馏水或

去离子水应保证质量。

（3）当试剂盒以OPD 为底物时，则底物溶液应在反应显

色前临时配制。

3  加血清样本及反应试剂

在ELISA 中一般有3 次加样步骤，即加标本、加酶结合

物、加底物。

在现在的ELISA 商品试剂盒中，血清样本的加入几乎是

唯一的要使用微量加样器加入样本的步骤。使用微量加样器

加样必须注意的关键点是：

（1）加样不可太快，要避免加在孔壁上部，不可溅出和

产生气泡；

（2）每次加标本应更换吸头，以免发生交叉污染，有些

测定需用稀释的血清，可在试管中按规定的稀释度稀释后再

加样,也可在板孔中加入稀释液，再在其中加入血清标本，然

后在微型振荡器上振荡1 分钟以保证混合。

加酶结合物、加底物，可以使用多道微量加样器，使加

液量准确均一、加液过程迅速完成。也可使用试剂盒提供的

滴瓶直接滴加。滴加时，除了要注意滴加的角度外，滴加的

速度也很重要。滴加太快，很容易出现重复滴加或加在两孔

之间的现象。

4  温育

温育是ELISA测定中影响测定成败最为关键的一个因素。

ELISA 属于固相免疫测定，抗原、抗体的结合反应在固相上

进行，要使液相中的抗原或抗体与固相上的特异性抗体或抗

原完全结合，必须在一定温度条件下反应一定的时间。温育

所需时间与温度成反比，即温度越高，由所需时间相对较短。
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最为常用的温度有37℃和室温，其次是43℃和2－8℃，通常

目前国内ELISA 商品试剂盒的反应温育时间为37℃30分钟至

1小时。关于温育，在实际测定操作中一定要注意以下几点：

（1）要保证在设定的温度下有足够的反应时间。一般来

说，加完样本或反应试剂后，将微孔板从室温拿至水浴箱或

温箱中时，孔内温度从室温升至37℃，需要一定的时间，尤

其是在室温比较低以及非水浴的状态下，这段升温时间可能

还比较长，而在临床实验中，很少有人注意这个问题，通常

是将微孔板一放入温箱即开始计时，这样就很容易造成在实

际测定中温育时间不够，弱阳性样本测不出来的问题。为保

证37℃下足够的温育时间，临床实验室可自行确定本实验室

不同季节(不同室温下)微孔板从室温拿至温箱后需要多长孔内

温度才能达到37℃，从而适当延长板条在温箱中的放置时间。

（2）温育温度的选择。在有的ELISA试剂盒的说明书中，

指出温育温度可有两种，例如，一种是37℃下 1 小时，另一

种则为43℃下45分钟。从免疫测定的抗原抗体反应的本质来

看，在较低的温度下反应较长的时间最为完全，如2－8℃下

反应24小时。较高的反应温度，由于分子运动的加快，反应

时间缩短，这一点对分子含量较多的强阳性样本测定没有问

题，但对分子含量少的弱阳性样本则有漏检的可能。因此，我

们建议在临床ELISA 测定中尽量使用较低温育较长反应时间

的条件。

（3）“边缘效应”的排除。以前在使用96 孔板的ELISA

测定中，常发现有“边缘效应”，即外周孔显色较中心孔深。

聚苯乙烯本身为不良热导体，在实验室的常规ELISA测定中，

将板从室温置于37℃温箱，板孔升温时，在外周孔与中心孔

之间可能存在一热力学梯度。因此反应板不宜叠放，以保证

各板的温度都能迅速平衡。使用水浴或在将反应溶液加入至

板孔中时，将板和溶液均加热至温育温度(如 37℃)，或将

ELISA 板置于水浴箱中，ELISA 板底应贴着水面，使温度迅

速平衡。为避免蒸发，板上应封盖。让反应板飘浮在水面上。

若用保温箱，需用湿盒，内垫湿纱布，将板放在湿纱布上。湿

盒应先放在保温箱中预热至规定温度。就可以很容易地排除

“边缘效应”，并且可提高测定的重复性。

5  洗板

洗涤在ELISA 虽不是一个反应步骤，但也决定着实验的

成败。ELISA 就是靠洗涤来达到分离游离的和结合的酶标记

物的目的。通过洗涤以清除残留在板孔中没能与固相抗原

（抗体）结合的物质，以及在反应过程中非特异性的吸附于固

相载体的干扰物质，以保证ELISA 测定的特异性。

在临床实验室中，ELISA测定的洗板一般有两种方式，即

手工和洗板机洗板。为保证微孔板的均一性使结果准确可靠，

最好选用洗板机洗板。若手工洗板，要注意浸泡时间和洗液

不要互相流动。

6  显色

显色是ELISA 中的最后一步温育反应，此时酶催化无色

的底物生成有色的产物。反应的温度和时间仍是影响显色的

因素。在一定时间内，阴性孔可保持无色，而阳性孔则随时

间的延长而呈色加强。适当提高温度有助于加速显色进行。

加入底物后的反应温度和时间应按规定力求准确。

在目前的以HRP 作为标记酶的商品ELISA 试剂盒中，如

以TMB 为底物，则提供的底物为A 和 B 两瓶应用液；一般试

剂盒显色反应条件为37℃或室温反应15-30分钟。从理论上

说，37℃30分钟才可以使HRP的底物催化反应完全（注意弱

阳性血清）。此外，在加入底物开始显色反应前，最好是先检

查一下底物溶液的有效性。TMB 受光照的影响不大，可在室

温中至于操作台上，边反应边观察结果。但为保证实验结果

的稳定性，宜在规定的适当时间阅读结果。而以OPD为底物，

则需避光进行。TMB 的终止液有多种，酸性终止液会使蓝色

转变成黄色，此时可用特定的波长（450nm）测读吸光值。

7  比色

ELISA的比色测定由酶标仪进行。有的同行可能认为，既

然由酶标仪进行，那么此时便可以万事大吉了，其实不然，因

为当代较为先进的酶标仪，均有较多的功能，使用不当，会

得到令人难以理解的结果。如使用酶标仪比色测定后，有许

多的阴性测定孔的吸光度值为负数；或测定假阳性率大大增

加等。这主要是没有正确地理解和使用酶标仪所致。此处强

调下面几点：

（1）酶标仪不应安置在阳光或强光照射下，室温宜在15-

30℃，使用前先预热仪器15—30分钟，测读结果更稳定。各

种酶标仪性能不同，使用前应详细阅读说明书。

（2）比色前应先用洁净的吸水纸拭干板底附着的液体，

然后将板正确放入酶标比色仪的比色架中。比色时应设空白

孔，各孔的吸光度需减去空白孔的吸光度，然后进行计算。

（3）比色测定时，一定要注意酶标仪的波长是否已调至

合适或所用滤光片是否正确。比色结果的表达以光密度

（oplical  density OD）或吸光度(absorbence A)来表示，通

常的表示方法是“A450nm”或“OD450nm”。

（4）单波长或双波长比色选择的问题。双波长比色测定

具有能排除由微滴板本身、板孔内标本的非特异性吸收、指

纹、刮痕、灰尘等对特异显色测定吸光度 的影响的优点，一

般不必设空白孔。如在使用双波长比色时，仍设空白孔，就

可能会造成测定孔吸光度为负数的现象。由于ELISA 测定中

单个空白孔的非特异吸收具有一定程度的不确定性，也就是

说每次测定或同次测定空白孔位置的不同均有可能得到不同

吸光度测定值，故而在ELISA 测定比色时，最好是使用双波

长比色。

8  结果判断

临床ELISA 测定按其表示测定结果的方式分为定性和定

量测定两大类。定性测定只是对标本中是否含有待测抗原或

抗体作出“有”或“无”的结论，分别用“阳性”和“阴性”

来表示。可见定性测定通常是用于传染性病原体的抗原或抗

体的测定，以判断特定病原体感染的存在与否。

目前国内在临床上应用的ELISA 试剂盒绝大部分是用于

传染性病原体的抗原或抗体的定性测定，也有少部分用于α

FP、hCG、细胞因子等因子等的定量测定。ELISA 定性测定

的“阴性”和“阳性”的判定依据是试剂盒所确定的阳性判

定值(Cut off)。
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下面再解释一下在ELISA 定性测定结果判定中常用的一

些缩写：

（1）S/CO：其中S为sample(样本)或specimen(标本)的

简写，表示的是标本测定的吸光度值，CO为 cut off值的简

写。除竞争抑制法外，其它ELISA定性测定模式中，当S/CO

值大于或等于1 时，标本的测定为阳性，小于1 时为阴性。

（2）S/N 或 P/N：其中S 同(1)，N 为 Negative(阴性对

照)的简写，P 为Patient(患者)的简写。较早的试剂盒很多都

使用S/N 或 P/N ≥ 2.1 为阳性判定标准，现仍有一些试剂盒

使用这种方式。这种方式与S/CO 方式无根本性区别，只不

过是前者将阴性对照(N)的2.1倍视为Cut off值而已。

9  结果报告及解释

临床ELISA 测定结果的报告较为简单。定性测定报阴性

或阳性即可；定量测定则报出具体的数值。结果的解释比较

起来要复杂的多，它要求实验室技术人员对所测定的项目有

较为全面的知识基础。现在检验不再是单纯的实验室测定，

而已成为一门临床医学学科，即检验医学，这就要求从事医

学检验工作的检验医师，对所做的测定项目除了知其然，还

要知其所以然。

综上所述，尽管ELISA 测定的操作步聚非常简单，但有

可能会影响测定结果的因素却较多，分布在测定操作的各步

之中，尤以加样、温育和洗板为甚。为了帮助大家分析查找

测定中出现问题的可能原因，特对常见问题及原因归纳总结

于下表中。

表：临床ELISA 测定中可能会出现的问题及可能的原因

优质的试剂，良好的仪器和正确的操作是保证ELISA 检

测结果准确可靠的必要条件。ELISA 的操作因固相载体的形

成不同而有所差异，国内医学检验一般均用板式。严格遵照

规定操作，必能得出准确的结果。

（上接11页）花大量的时间在常规的药物供应上，即使是与

临床接触最多的临床药师，也难把主要精力放在查房、参加

会议、查阅病历、提供药物咨询、开展药物监测、建议调整

和监察药物不良反应等工作上。

3.2.2  人员编制不足  我国医院的药剂人员编制大多

低于国家规定的 8％，这样原本人手就少，更加无力进行费

时费力的PC 工作了。目前，医院药剂科主任和科室业务骨

干必须先转变观念，提高认识，培养人才，积极组织力量，克

服困难，稳步开展PC 工作。

 3.2.3工作场所有限  PC工作，需要登记病人病历，向

医护人员和病人提供用药咨询服务，收集用药信息等活动都

需要在治疗现场，这就必须在各病区设有药师的工作场所，

这个条件目前我国医院还普遍达不到。

 3.2.4  相关劳动报酬得不到补偿和回报  药师向病人

提供PC 付出了比常规工作更多精力和时间，但是这种付出

往往得不到经济上的补偿和回报，长此以往，必然会影响药

师工作积极性和医院的投资无法收回，难保此项工作的长久

坚持下去。

3.3  信息资源方面的障碍

3.3.1  医疗信息不足  向病人提供PC的药师不仅要能

够及时获得药物的知识和最新信息，更重要的是要能够取得

病人的医疗文件（既往病史、病程记录、治疗单等），但是药

师往往不容易得到这方面的信息。因此，开展PC 工作要解

决医疗信息的共享问题（借助电脑无纸化管理及局域网加以

实现）。

3.3.2  药师缺乏编写医疗文件的经验。药师应当为每

位病人建立正规的病历，详细记录病人的药物治疗情况、用

药时间和用药前后化验的结果（疗效和反应等），但是目前药

师普遍缺乏编写常规医疗文件的训练和经验。

4  结语

21世纪药师的基本任务就是实施PC，许多药学领域的领

导者已经接受了PC的概念，并且正在计划和实施将药房从单

纯的调配功能向临床专业的转化[5]。未来的药师应该既懂得药

物又了解临床，通过充分发挥药师的专业特长，保证理想的

用药效果，尽可能使得每一位病人在接受药物治疗以后能够

保持正常的机体功能和精神状态，生活健康幸福[6]。
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