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[摘要 ] 目的 研究在用微柱凝胶免疫法检测人血中头孢他啶针剂的 IgM和 IgG抗体时, 红细胞在不同 pH下被药物致

敏后对检测结果的影响。方法 O型红细胞在苯巴比妥缓冲液 ( pH = 7. 0, 8. 0, 9. 6)中用头孢他啶于室温下孵育 2小时后作

为致敏后的红细胞, 以致敏后的红细胞 ( pH = 9. 6)为初试抗原,测试 600份待检血清, 根据检测结果选出 10份血清样品, 阳性

3份,弱阳性 3份,阴性 4份,再分别用经 pH 8. 0及 pH 7. 0时致敏的红细胞检测,比较结果的异同。结果 红细胞在不同 pH下

致敏对 4份阴性结果的血清和 3份阳性结果的血清都没影响,但 3份弱阳性标本在 pH 8. 0时一份转阴, 在 pH 7. 0时 3份都转

阴。结论 用微柱凝胶免疫技术检测人血中头孢他啶 IgM和 IgG抗体时, 红细胞致敏的 pH小于 9. 6可能出现假阴性结果。
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Effect on gel m icrocolumn assay of ceftazidim e IgM and IgG in hum an serum

w ith red cells packed by drug under different pH
L IN Guan yang, GUO H ong, YU Le i ( Departm ent o f Pharm acy, the F irst A ffilia ted H ospita l o fW enzhouM ed ica lUniversity, w enzhou

325000, Ch ina)

[ Abstract] Objective To observe the e ffect on gelm icroco lum n assay o f ce ftazid im e IgM and /or IgG in human serum w ith red

ce lls packed by drug unde r different pH. M ethods D rug coa ted red b lood ce lls were prepared by incuba ting 10 vo lum es of ceftazid im e

in the barb ital bu ffer so lution ( pH = 7. 0, 8. 0, 9. 6) fo r 2 hour at room tem pera ture. 600 hum an serum samp les w ere prepared for the

drug coated red ce lls testw hich the incubation pH w as 9. 6, and 10 sam plesw ere se lec ted acco rding to the results. Am ong 10 sam ples

three we re positive, fourw ere negative, the othersw erew eek pos itiveA llw ere tested by the drug coated red ce lls wh ich the incuba tion

pH w as 7. 0 o r 8. 0. R esu lts In the three w eek po sitive samp les, one of them becom es negativew hen the incubation w as pH 8. 0; all

o f them becom e negative when the incubation was pH 7. 0. The other seven we re no d ifferent between the incubation pH w as 9. 6 or 8.

0 or 7. 0. Conc lu sion The results of ge lm icroco lum n assay o f ceftazidim e IgM and /or IgG in H um an Serum m ay be false negativ e

when the incubation pH is low er than 9. 6.

[ Key words] ge lm icro co lum n assay; IgM and IgG; ceftazidim e; drug coa ted red b lood ce lls

免疫原因的血液学异常是三代头孢的常见副

作用之一, 一般认为它与体内存在的药物 IgM和

IgG抗体有关
[ 1]
, 不过目前还缺乏有效的预警技

术。头孢他啶针剂是临床常用的三代头孢类抗菌

药物,在参考青霉素 IgM和 IgG抗体检测的基础

上
[ 2]

,我们尝试建立用微柱凝胶免疫技术检测对

人血清中头孢他啶针 IgM和 IgG抗体。该技术属

间接 Coombs法,其中红细胞被抗原物质致敏的条

件较为关键, 以往
[ 2~ 4]
我们一般选择缓冲液的 pH

值为 9. 6, 不过在高 pH 下, 头孢他啶的稳定性降

低, 为更好模拟体内真实环境, 我们考察红细胞在

稍低 pH值下致敏对头孢他啶针剂的 IgM 和 IgG

抗体检测结果的影响。

1 研究对象、仪器和试药

1. 1 研究对象 随机选择 2008年 4月份我院内、

外、妇产、耳鼻咽喉科 600例住院患者 (包括初住院

尚未用药患者 ) ,男 378例,女 222例,年龄 20~ 78

岁, 平均 42. 5岁。

1. 2 仪器和试药 LISS /Coombs/ IgG+ C3d微柱凝

胶卡 (瑞士 D iaM ed公司,批号 50531. 25. 55 ), 卡式

定速离心机 (瑞士达亚美公司 ), 37 恒温孵育器

(瑞士达亚美公司 )。注射用头孢他啶钠 (商品名西

力欣,苏州葛兰素, 批号 6006) ,不同 pH值的巴比妥

缓冲液 (自制 ), O型健康献血员血液 (采自健康献

血者,肝素抗凝 )。
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2 方法

2. 1 空白 O型人红细胞的制备 取 10只试管,每

只试管加 1m lO型健康献血员压积红细胞 (由多人

等量混合而成 )和 9 m l生理盐水, 混匀后 2 000 r/

m in离心 2m in(离心半径 12 cm ) ,弃上清液,用生理

盐水洗 3次, 即成不含药物的空白红细胞。配成

2%红细胞悬液, 备用。

2. 2 头孢他啶化红细胞的制备 分别将 1 g头孢

他啶注射剂溶于 60m l不同 pH巴比妥缓冲液中,各

加入 4m l空白 O型人红细胞,室温孵育 2 h,用生理

盐水洗涤红细胞 3次,即成头孢他啶化红细胞。配

成 2%红细胞悬液, 备用。

2. 3 待检血清的制备 收集研究对象的血液, 肝素

抗凝作为待检样品,经 2 000 r /m in离心 2m in(离心

半径 12 cm ), 取上清液低温保存。测试时取适量血

清置 56 恒温水浴箱中,保温 30 m in, 灭补体后备

用。

2. 4 空白红细胞微柱凝胶的制备 取 40 l 2%红

细胞悬液加于微柱凝胶卡中,再加补体灭活后的血

清 100 ,l置 37 恒温孵育器中孵育 20 m in, 置卡

式定速离心机中 1 030 r/m in离心 10 m in, 读取结

果。

2. 5 含药红细胞微柱凝胶的制备 取 40 l 2%含

药红细胞悬液加于微柱凝胶卡中, 再加补体灭活后

的血清 100 ,l置 37 恒温孵育器中孵育 20 m in,

置卡式定速离心机中 1 030 r/m in离心 10m in, 读取

结果。

2. 6 含药红细胞微柱凝胶对照组的设立 用 100

l 0. 9%氯化钠注射液代替灭活补体后的血清, 其

余操作同 2. 5项下。

3 结果

3. 1 阳性结果的判定 观察离心后的微柱凝胶, 红

细胞群完全沉积于凝胶柱底部者为阴性,红细胞群

完全停留于凝胶柱上部者为阳性, 红细胞群分布于

凝胶柱中间者为弱阳性。典型结果见图 1。

图 1 头孢他啶 IgM和 IgG抗体的微柱凝胶

免疫检法测定典型结果

3. 2 重复性试验结果 用在 pH为 9. 6的缓冲液

下致敏的红细胞测试, 600份待检血清经 2次平行

检测,阳性 6份,弱阳性 8份,阴性 586份, 2次检测

结果中阳性、阴性的血液标本号完全相同,说明操作

技术较稳定。

3. 3 干扰试验结果 用在 pH为 9. 6的缓冲液下

致敏的红细胞测试,待检血清、补体灭活血清和生理

盐水对非头孢他啶化红细胞都表现为阴性。提示两

种血清对上法制备的多人混合的健康献血者 O型

人红细胞都没有凝集反应。待检血清、补体灭活血

清和生理盐水对头孢他啶化红细胞中的结果一致,

表现为阳性、阴性的血液标本号完全相同。说明待

检血清中的补体及其他组分对阳性反应的结果没有

干扰。结合阴性对照组的结果, 可确定阳性血清具

有头孢他啶针剂抗原反应特性。

3. 4 不同 pH 值下致敏红细胞的检测结果 根据

3. 2项的筛查结果, 选取 10, 11, 17, 197, 202, 354,

355, 561, 562号等 10例患者的血清作为检测样品。

分别用不同 pH值下致敏红细胞测试, 结果阳性和

阴性的不变, 不同 pH 值下致敏对弱阳性结果有一

定影响。详见表 1。

表 1 红细胞在不同 pH值下致敏对 10份血清的检测结果

样品号

11 202 354 561 197 17 10 203 355 562

pH 7. 0组 + + + - - - - - - -

pH 8. 0组 + + + + - + - - - - - -

pH 9. 6组 + + + + - + - + - - - - -

注: +为阳性, + -为弱阳性, -为阴性。

4 结论与讨论

4. 1 头孢他啶针剂中含有半抗原物质,当这些成分

被红细胞吸附后 (头孢他啶化 )可成为全抗原, 这种

具有抗原性质的颗粒可被血清中的头孢他啶抗体桥

连而形成一定大小的团块, 再与微柱凝胶中非特异

性 IgG的连接变成更大的团块,以致不能通过凝胶

柱中微小的凝胶孔隙, 从而停留于凝胶柱上端。相

反, 如果血清中没有头孢他啶抗体,头孢他啶化的红

细胞就会在离心力的作用下穿过凝胶柱,从而沉积

于凝胶柱底部。当药敏化的红细胞和头孢他啶抗体

不是以最佳比例结合时,团块可分布在凝胶柱中间,
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呈现弱阳性。

4. 2 在间接 Coombs法中,红细胞通常是在 pH9. 6的

苯巴比妥缓冲液中被抗原物质致敏
[ 4]

,考虑到此 pH

与临床用药条件差别较大,因此本研究比较近中性下

致敏对结果的影响。结果表明,阳性的结果不受 pH

影响, 而弱阳性的结果在近中性下致敏时可转为阴

性。可能的原因是此条件下红细胞表面的半抗原物

质浓度发生变化,不能被血清中的抗体合适桥联, 从

而沉积于凝胶柱底部,造成检测结果的灵敏度降低。
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表 6 溶出方法对穿心莲内酯片溶出度的影响 (% )

溶出方法
取样时间 (m in)

10 20 30 45 60

第一法 13. 00 27. 42 39. 50 52. 87 68. 25

第二法 7. 75 32. 62 42. 26 59. 52 69. 46

第一法和第二法溶出曲线经过 f2值法分析无

显著性差异, 本研究选择中国药典第一法 (转篮

法 )。

2. 3. 3 穿心莲内酯片与自乳化软胶囊的溶出曲线

对比研究 取本品, 照溶出度测定法 (药典 2005年

版二部附录 X C第一法 ) ,以 900m l的 0. 2% SDS为

溶出介质, 转速为 100 r/m in, 依法操作。于第 10、

20、30、45、60分钟取样 1 m ,l用 0. 45 m微孔滤膜

过滤,续滤液待测。穿心莲内酯的浓度用高效液相

色谱法测定,溶出曲线见图 1。

图 1 穿心莲内酯溶出曲线

∀ 穿心莲内酯片; # 穿心莲内酯自乳化软胶囊

穿心莲内酯自乳化软胶囊溶出度测定结果表

明,其 t50约为 9 m in, T d约为 12m in, 45 m in时溶出

度均在 70% 以上,溶出参数方差分析结果表明,穿

心莲内酯自乳化软胶囊与穿心莲内酯片溶出度有显

著性差异,说明自乳化软胶囊能显著提高穿心莲内

酯的体外溶出度。

3 讨论

3. 1 穿心莲内酯的溶解性差,因此选择适当的溶出

介质是研究穿心莲内酯新制剂溶出度评价的关键一

步。通过试验筛选,确定以 0. 2% SDS为溶出介质。

试验结果也表明, 穿心莲内酯不同制剂能够在该溶

液中有效地区分,均匀性好。

3. 2 自乳化释药系统目前在国内研究得相对较少,

国外也刚刚起步。现在上市的产品有环孢素软胶

囊。自乳化释药系统是一种非常有前景的新剂型,

将为解决大量水溶性差的药物的口服吸收提供一个

新的途径,尤其对那些在水中不稳定,生物利用度又

低的药物意义更大,具有巨大的经济和社会效益。

 参考文献 !

[ 1] 中国药典 2005年版一部 [ S] . Vol I. 2005.

[ 2] Shen YC, Ch en CF, Ch iuW F. Suppress ion of rat neu troph il reac

t ive oxygen species production and adhes ion by the d iterp enoid

lacton e andrographolide[ J] . Plan ta M ed, 2000, 66( 4) : 314.

[ 3] 李玉祥,樊 华,张劲松,等.中草药抗癌的体外实验 [ J] .中

国药科大学学报, 1999, 30( 1 ): 37.

[ 4] Ju lianto T, Yuen KH, Noor AM. Imp roved b ioava ilab ility of vita

m in E w ith a self em u ls ifying form u lation[ J] . In t JPharm , 2000,

200 ( 1) : 53.

[ 5 ] K rishna G, Sheth BB. A novel self emu lsify ing parenteral drug de

livery system [ J] . PDA J Pharm Sci Techno,l 1999, 53( 4) : 168

[ 6] Gershan ik G, B enzeno S, B enita S. Interact ion of a self em u ls if

ying lip id drug delivery system w ith the evened rat in test inalmu co

sa as a function of droplet s ize and surface charge [ J ] . Ph arm

Res, 1998, 15( 6 ): 863

[ 7] H iU RM. A quant ified analys is of the d ielectric d isp ersion in a

s imp le em uls ionsystem [ J] . In t J Pharm, 2001, 227( 1 2) : 139

[ 8] Charrnan SA, Charm anWN, Pou ton WC, et a l Self em ulsifying drug

delivery systems: form u lation and b iopharm aceut ic evaluation of an

invest igational lipoph ilic compound[ J]. Pharm Res, 1992, 9( 1): 87.

[收稿日期 ] 2010 01 15

[修回日期 ] 2010 02 22

208

药学实践杂志 2010年 5月 25日第 28卷第 3期

Journa l of Pharm aceutical P ractice, Vo .l 28, No. 3, M ay 25, 2010


