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一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体

的检验方法，涉及一种医用抗体的制备方法，a.

首先进行抗原设计，利用生物信息学数据库和在

线工具对中国人oxLDL蛋白的结构进行分析；抗

体的检测，ELISA法原理是将抗原或抗体固相化，

用过氧化酶标记已知抗体；抗体检测流程包括材

料与试剂的准备、抗原准备、样本稀释、加入酶标

抗体、显色、测定OD值、抗体水平计算与质量控

制、质控。本发明采用优化的双抗体夹心ELISA法

检测患者外周血中抗oxLDL IgG和IgM抗体，比较

急性冠脉综合征患者外周血自身抗体水平与健

康人之间的差异，分析oxLDL抗体水平与动脉粥

样硬化性疾病发生、发展乃至预后的相关性，确

定冠状动脉粥样硬化性疾病早期诊断的标志物。
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1.一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特征在于，所述方法包括

以下过程：

a.首先进行抗原设计，利用生物信息学数据库和在线工具对中国人oxLDL蛋白的结构

进行分析，预测蛋白的pH值、亲水性、柔性、表面可及性、抗原性，并进行评分；遵循以上表位

设计原则和方法选择oxLDL的apoB成分设计多肽抗原；

b.  抗体的检测，ELISA法原理是将抗原或抗体固相化，用过氧化酶标记已知抗体；结合

在固相载体表面的抗原或抗体仍保持其免疫学活性，酶标记的抗体既保留其免疫学活性，

又保留酶的活性；

c.  抗体检测流程包括材料与试剂的准备、抗原准备、样本稀释、加入酶标抗体、显色、

测定OD值、抗体水平计算与质量控制、质控。

2.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述抗体检测，针对中国人MHC基因型特征，选择心血管相关抗原oxLDL中的apoB片

段，设计了最具特异性的20个多肽抗原片段。

3.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述材料与试剂的准备包括有包被液、显色液、抗体、包被板。

4.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述抗原包被包括抗原储存液，人源抗原和玉米抗原。

5.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述样本稀释包括，冻存血浆从﹣20℃或﹣80℃移到4℃融解，稀释时血浆应放在冰

上操作。

6.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述加入酶标抗体包括，取甘油(1:1)稀释的羊抗人抗体  5ul  (浓度稀释为1:2

倍)，加入分析液45ul  (浓度稀释为1:20倍)。

7.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述显色用前2小时取适量底物显色液TMB，置于室温(18-22℃)。

8.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述测定OD值包括，提前将酶标仪打开，预热10分钟，将波长设定为450nm（标准波

长）和620-650nm（参考波长），在终止反应后十分钟内，完成光密度（OD）的测定。

9.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述抗体水平计算与质量控制特异结合指数（SBI）公式计算：

SBI=[hAg(OD)-NC(OD)]  /  [mAg(OD)-NC(OD)]。

10.根据权利要求1所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，其特

征在于，所述质控包括，  各样本设双复孔，取平均OD值；OD值离散度判定：离散度=OD1-OD2/

OD1+OD2，离散度≤0.1，为有效结果；离散度>0.1，为无效结果。
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一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种医用抗体的检验方法，特别是涉及一种外周血氧化型低密度脂蛋

白自身抗体的检验方法。

背景技术

[0002] 动脉粥样硬化性心血管疾病是西方国家死亡及致残的首要原因，被称为发达国家

的“头号杀手”，在发展中国家发病率也越来越高。《2010年中国心血管病年报》公布数据显

示，据估计我国心血管病现患人数2.3亿，每5个成年人中有1人是心血管病；中国人总死亡

中，每死亡3个人中就有1人是死于心血管病。大量的临床随机对照试验也发现，通过目前的

治疗和预防措施，仅能够将心肌梗死、卒中等并发症的降低不足50%。因此，发展更新的诊断

及治疗策略去补充及替代现有的诊断技术将是未来发展的方向。

[0003] 低密度脂蛋白（LDL）在内皮下的滞留及其氧化修饰是触发动脉粥样硬化形成的始

动环节，继之引起炎症细胞的浸润和激活，并且促进巨噬细胞转化为泡沫细胞。无论是在体

内还是体外，LDL的氧化都是一个复杂的过程。  它可能通过以下途径导致内皮细胞功能不

全：通过氧化、糖基化及与糖基化高级产物或MDA的结合使LDL颗粒进行了修饰，从而在动脉

粥样硬化形成过程起到十分重要的作用。而适应性免疫系统可在动脉粥样硬化形成过程中

被激活，通过特异性免疫反应不断加重动脉粥样硬化的病理变化过程，最终导致斑块脱落，

发生心肌梗死或脑梗死。

[0004] 众所周知，修饰的LDL分子在氧化进程末期具有了趋化性、细胞毒性及免疫原性，

能够刺激免疫系统产生针对氧化型低密度脂蛋白（oxLDL）的特异性抗体。OxLDL分子含有大

量的抗原表位，并且针对这些产物由HDL和LDL多形性变而产生了很多的多克隆抗体。这些

抗oxLDL抗体要么直接表达在内膜损坏部位，要么形成循环中的免疫复合物。这些抗体可在

血清中检测到。因此，oxLDL的剂量仅仅反应了某一时刻的氧化状态，可以受到很多因素的

影响（如饮食、吸烟、生活习惯等），而血清中的抗oxLDL抗体的出现表明了体内一个长期脂

质过氧化反应的存在。

[0005] 大量的近期研究表明，局部及全身免疫系统的激活可能与动脉粥样硬化斑块的不

稳定性相关。已经有作者发现，急性冠脉综合征（acute  coronary  syndrome，ACS）患者存在

短暂的T细胞激活增加，认为其可能在急性并发症的病理生理学机制中起到决定性作用。有

研究发现，ACS患者中抗oxLDL  IgG抗体平均滴度明显高于慢性冠心病患者，而此差异明显

独立于已知心血管危险因素，如高血压、吸烟、糖尿病及血脂异常等。很多研究对比了ACS患

者与没有临床事件的冠心病患者，发现其对于oxLDL的免疫反应具有明显差异。由于血中高

浓度抗氧化物质的存在，导致循环中的oxLDL水平非常低，而且，他们可能与动脉硬化斑块

内氧化的脂蛋白水平不完全一致。在健康个体中，估测血浆平均oxLDL浓度大约是0.1ng/µ

gLDL蛋白。所以，对于oxLDL抗体的评估能够更可靠地反应体内氧化应激水平。已经发现，这

些抗体与动脉粥样硬化的程度相关，并且能够预测心肌梗死的发生风险。也有研究表明，在

ACS患者中抗oxLDL  IgG抗体水平明显高于对照组，尤其在那些存在不稳定临床并发症的患
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者中（如循环功能不全、恶性心律失常、复发的缺血性胸痛、运动试验阳性、需要急诊冠脉介

入治疗或心源性猝死等），说明抗oxLDL  IgG抗体在不稳定斑块的诊断方面具有潜在作用。

因此，抗oxLDL抗体水平的检测可加强传统冠脉危险因素的预测作用。

发明内容

[0006] 本发明的目的在于提供一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，本

发明采用优化的双抗体夹心ELISA法检测患者外周血中抗oxLDL  IgG和IgM抗体，比较急性

冠脉综合征患者外周血自身抗体水平与健康人之间的差异，分析oxLDL抗体水平与动脉粥

样硬化性疾病发生、发展乃至预后的相关性，确定冠状动脉粥样硬化性疾病早期诊断的标

志物。

[0007] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述方法包括以下过程：

a.首先进行抗原设计，利用生物信息学数据库和在线工具对中国人oxLDL蛋白的结构

进行分析，预测蛋白的pH值、亲水性、柔性、表面可及性、抗原性，并进行评分。遵循以上表位

设计原则和方法选择oxLDL的apoB成分设计多肽抗原；

b.  抗体的检测，ELISA法原理是将抗原或抗体固相化，用过氧化酶标记已知抗体。结合

在固相载体表面的抗原或抗体仍保持其免疫学活性，酶标记的抗体既保留其免疫学活性，

又保留酶的活性；

c.  抗体检测流程包括材料与试剂的准备、抗原准备、样本稀释、加入酶标抗体、显色、

测定OD值、抗体水平计算与质量控制、质控。

[0008] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述抗体检测，针

对中国人MHC基因型特征，选择心血管相关抗原oxLDL中的apoB片段，设计了最具特异性的

20个多肽抗原片段。

[0009] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述材料与试剂的

准备包括有包被液、显色液、抗体、包被板。

[0010] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述抗原包被包括

抗原储存液，人源抗原和玉米抗原。

[0011] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述样本稀释包

括，冻存血浆从﹣20℃或﹣80℃移到4℃融解，稀释时血浆应放在冰上操作。

[0012] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述加入酶标抗体

包括，取甘油(1:1)稀释的羊抗人抗体  5ul  (浓度稀释为1:2倍)，加入分析液45ul  (浓度稀

释为1:20倍)。

[0013] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述显色用前2小

时取适量底物显色液TMB，置于室温(18-22℃)。

[0014] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述测定OD值包

括，提前将酶标仪打开，预热10分钟，将波长设定为450nm（标准波长）和620-650nm（参考波

长），在终止反应后十分钟内，完成光密度（OD）的测定。

[0015] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述抗体水平计算

与质量控制特异结合指数（SBI）公式计算：
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SBI=[hAg(OD)-NC(OD)]  /  [mAg(OD)-NC(OD)]。

[0016] 所述的一种外周血氧化型低密度脂蛋白自身抗体的检验方法，所述质控包括，  各

样本设双复孔，取平均OD值。OD值离散度判定：离散度=OD1-OD2/OD1+OD2，离散度≤0.1，为

有效结果；离散度>0.1，为无效结果。

[0017] 本发明的优点与效果是：

本发明利用免疫信息学数据库和免疫学软件，根据中国人主要组织相容复合体（MHC或

HLA）基因型分布，在ox-LDL分子中的主要组成部分apoB蛋白序列上设计特异性线性多肽抗

原，该抗原将覆盖95%以上的中国人群，每个抗原可携带约10个重叠表位。本发明采用优化

的双抗体夹心ELISA法检测患者外周血中抗oxLDL  IgG和IgM抗体，比较急性冠脉综合征患

者外周血自身抗体水平与健康人之间的差异，并比较不同类型、不同时期急性冠脉综合征

患者血清抗oxLDL自身抗体水平的变化。分析oxLDL抗体水平与动脉粥样硬化性疾病发生、

发展乃至预后的相关性，以确定冠状动脉粥样硬化性疾病早期诊断的标志物。

附图说明

[0018] 图1为双抗体夹心法测抗体的原理和操作步骤示意图。

具体实施方式

[0019] 下面结合实施例对本发明进行详细说明。

[0020] 首先进行抗原设计，利用生物信息学数据库和在线工具对中国人oxLDL蛋白的结

构进行分析，预测蛋白的pH值、亲水性、柔性、表面可及性、抗原性，并进行评分。遵循以上表

位设计原则和方法选择oxLDL的apoB成分设计多肽抗原：a.尽可能是在蛋白表面；b.保证抗

原片段序列不形成α-helix；c.  N端和C端的肽段比中间的肽段更好；d.  避免蛋白内部重复

或接近重复段的序列；e.  避免同源性太强的肽段；f.  交联可以交联在N，C两端，选择依据

就是交联在对产生抗体不太重要的一端；g.  序列中不能有太多的脯氨酸（Pro），但有1~2个

Pro有好处，可以使肽链结构相对稳定一些，对产生特异性抗体有益。

[0021] 抗体的检测，ELISA法原理是将抗原或抗体固相化，用过氧化酶标记已知抗体。结

合在固相载体表面的抗原或抗体仍保持其免疫学活性，酶标记的抗体既保留其免疫学活

性，又保留酶的活性。在测定时，受检标本（测定其中的抗体或抗原）与固相载体表面的抗原

或抗体起反应。洗涤去除液体中的其他物质后，再加入酶标记的已知抗体。合酶反应的底

物，底物被酶催化成为有色产物，其含量与标本中受检物质的量直接相关，故可根据呈色的

深浅进行定性或定量分析。由于酶的催化效率很高，间接地放大了免疫反应的结果，使测定

方法达到很高的敏感度。ELISA方法包括双抗体夹心法、间接法、竞争法、捕获包被法以及亲

和素-生物素系统。测抗体的方法是双抗体夹心法，其基本原理和操作步骤见图1。

[0022] 本发明利用生物信息学数据库及软件综合分析蛋白结构和性质，针对中国人MHC

基因型特征，选择心血管相关抗原oxLDL中的apoB片段，设计了最具特异性的20个多肽抗原

片段。利用优化的ELISA法检测400例不同时期ACS患者外周血清中20种不同抗原序列的相

应抗体水平，并选择健康体检者为对照组，以100例健康体检者的混合血为质控样本，采用

SPSS18.0软件进行X2检验和ROC曲线分析。

[0023] 抗体检测流程如下：
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（1）材料与试剂包括，包被液：磷酸盐缓冲液（PBS）,  含0.1%叠氮钠,  pH为7.4。分析液：

PBS含1.5%纯度大于98%的牛血清白蛋白BSA。洗液：Tris盐缓冲液（TBS）含Tween ® 20,  pH 

8.0。显色液：四甲基联苯胺。终止液：配制10.9%的硫酸溶液为终止液。二抗：过氧化物酶标

记的羊抗人（IgA，  IgG，  IgM）抗体。包被板：96孔平底透明微量滴定板。人工合成多肽抗原：

溶解于67%的乙酸,  储存液浓度为5mg/ml，放置﹣20℃冰箱中可保存12个月。

[0024] （2）  抗原包被包括，取适量抗原储存液（5mg/ml），包括人源抗原（hAg）和玉米抗原

（mAg），用包被液稀释至10µg/ml,  每孔加样0.1ml。摇匀后用膜封闭，4℃孵育过夜，或存放

1-2周。

[0025] 4.2.3  使用前吸除包被液，用洗涤液洗板3次，然后加样。

[0026] （3）样本稀释（一抗）包括，冻存血浆从﹣20℃或﹣80℃移到4℃融解，稀释时血浆应

放在冰上操作。用分析液按1:150倍稀释血浆样品，每孔加样0.1ml。室温  (18-22℃)  孵育

1.5小时。用洗涤液洗板3次。

[0027] （4）加入酶标抗体（二抗）包括，取甘油(1:1)稀释的羊抗人抗体  5ul  (浓度稀释为

1:2倍)，加入分析液45ul  (浓度稀释为1:20倍)，充分混合后取适量体积，再用分析液稀释

1500倍,  达到1:30000的稀释倍数。每孔加样0.1ml。室温  (18-22℃)  孵育1小时。洗涤，同

上。

[0028] （5）显色包括，用前2小时取适量底物显色液TMB，置于室温(18-22℃)。每孔加入

TMB  100ul，置于水平摇床。室温避光显色20-30分钟，随时观察颜色变化。每孔加入50ul终

止液。

[0029] （6）测定OD值包括，提前将酶标仪打开，预热10分钟，将波长设定为450nm（标准波

长）和620-650nm（参考波长），在终止反应后十分钟内，完成光密度（OD）的测定。

[0030] （7）抗体水平计算与质量控制包括，用特异结合指数（SBI）表示血浆中的抗体水

平，SBI值可用以下公式计算：

SBI=[hAg(OD)-NC(OD)]  /  [mAg(OD)-NC(OD)]。

[0031] （8）质控包括，  各样本设双复孔，取平均OD值。OD值离散度判定：离散度=OD1-OD2/

OD1+OD2，离散度≤0.1，为有效结果；离散度>0.1，为无效结果。取100份健康人血清等体积

混合作为质控血（Quality  control，QC），代表人群的普遍情况，每板均设2个QC血浆孔，以

QC血浆孔的OD值变异水平判定结果的稳定性，批间变异CV=所有批次QC孔SD/所有批次QC孔

OD均值<20%。批内变异CV=每日各板QC孔SD/每日各板QC孔均值<10%。
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