
1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物液　
为BCIP (5-溴-4-氯-3-引哚基-
磷酸盐)和NBT (氮蓝四唑)溶
液。

1瓶
(100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 

Diagnostics

人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)
抗体检测试剂盒(免疫印迹法)

HIV Blot 2.2
说明书

产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

 储存条件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物液　
为BCIP (5-溴-4-氯-3-引哚基-
磷酸盐)和NBT (氮蓝四唑)溶
液。

1瓶
(100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 
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产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

 储存条件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物液　
为BCIP (5-溴-4-氯-3-引哚基-
磷酸盐)和NBT (氮蓝四唑)溶
液。

1瓶
(100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 

Diagnostics
MP生物医学亚太私人有限公司

人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)
抗体检测试剂盒(免疫印迹法)

HIV Blot 2.2
说明书

MAE 0013-CHN-6

产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

 储存条件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物液　
为BCIP (5-溴-4-氯-3-引哚基-
磷酸盐)和NBT (氮蓝四唑)溶
液。

1瓶
(100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 

Diagnostics

人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)
抗体检测试剂盒(免疫印迹法)

HIV Blot 2.2
说明书

产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

 储存条件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物
为B
磷酸盐)和NBT (氮蓝四唑)溶
液。

1瓶
100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 

Diagnostics
MP生物医学亚太私人有限公司

人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)
抗体检测试剂盒(免疫印迹法)

HIV Blot 2.2
说明书

MAE 0013-CHN-6

产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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上表中的有些不同的抗原来自同一前体蛋白，抗原

决定部位可有重叠。在分析试验结果时应考虑到这

一点，例如：

1. 在没有gp160的情况下是不可能检测到gp41，
因gp160是gp41的聚合体而且在MPD HIV 
BLOT 2.2上，gp160的浓度高于gp41。

2. 在对于p24和/或p17有强反应的情况下，p55
通常都会被检测到。p42和p39的条带都是

GAG的碎片，不应解释为gp41 (ENV)。
3. POL基因组p66、p51和p31一般会同时被检测

到，但p66和p31的敏感性高于p51。
4. HIV-2的血清样本会和一些HIV-1条带呈交叉

反应，通常是与GAG和/或POL抗原有反应。

但有时也和gp160条带有交叉反应，而与gp41
极少有交叉反应。

5. 在gp160周围有一高分子量条带，是GAG-
POL前体蛋白，出现在某些高滴度HIV-2样本

或不确定血样本中(仅有GAG带)，但条带模式

是清晰和细窄的，与ENV gp160的扩散状不

同。

结果分析过程包括：

1. 确定样本质控带显色。否则，检测无效，因为

这表明操作有错误，如未加样品、酶结合物或

底物液。

2. 以强阳性和/或弱阳性对照试剂膜条为标准，

确定检测试剂膜上每一条带的分子量。

3. 根据有关部门(即卫生部、世界卫生组织等)推
荐的特异性条带模式，分析检测出的条带。

检测结果分析随当地的政策规定而不同。MP建议

根据当地立法机构的政策规定而进行判断。下面所

列是不同国际组织推荐的一些标准。

我们推荐使用下列标准对MPD HIV BLOT 2.2检测

结果进行分析。对显现的每条条带均应记录，并将

结果分析为阴性、阳性或不确定。

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

美国ASTPHLD1和CDC，

1989
p24、gp41、gp120/
gp160之中任何2条

法国全国输血中心
2条ENV (2)带和GAG
或POL带

世界卫生组织
2条ENV (2)带，有或

无 GAG或POL带

美国泛美逆转录病毒血清

标准协会(CRSS)，1988
1条ENV带和p24或
p31带

美国红十字会 (ARC)， 
1988

GAG、POL和ENV各
1条带

中国CDC，2004
2条ENV带 (gp41和
gp160/gp120)，或1
条ENV带和p24带

显现条带 分析结果

没有出现病毒的特异性条带 阴性

只检测出p17抗体，没有其它条带 阴性

检测出2个ENV (gp160/gp41和
gp120)及任何一个GAG (p17, p24, 
p55)，或检测出2个ENV (gp160/
gp41和gp120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)

HIV-1阳性

检测出2个ENV (gp 160/gp 41和
gp 120)及任何一个GAG (p17、
p24、p55)且HIV – 2特定带清晰

可见。或检测出2个ENV (gp 160/
gp 41和gp 120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)且HIV – 2特定带

清晰可见。

HIV-1阳性

且提示HIV- 
2 阳性

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性。
不确定2

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性，且HIV- 2特异性条带

清晰可见。 

不确定2

但提示HIV- 
2阳性

2 对不确定结果的判断：

“不确定”结果不能作为HIV感染的诊断依据。基

于多数最初判断为“不确定” HIV感染者在一个月

内可检测到HIV抗体的事实，美国CDC (2001) 建
议对这一人群一个月后复查，如果一个月后检测仍

为“不确定”，近期又无HIV暴露的可疑史，可排

除HIV感染。

最近Feibig等人研究证明，虽然免疫印迹检测原

发性HIV-1感染的窗口期长达22天，但从最初“不

确定”到“完全阳性”检测结果的转变不会超过8
天。而且，真正感染HIV的“不确定”病人总是可

检测到HIV-1 RNA。反之，对初筛检测为阳性和确

认试验为“不确定”，但PCR检测确认为阴性的 
(Sehtoe et al, 1995)个体随访研究表明，个体没有

血清学改变。因此，免疫印迹检测为“不确定”且

PCR检测为阴性个体不应考虑为HIV感染，特别是

无HIV暴露风险史。

需要指出的是，第四代 ELISA 初筛阳性和免疫印

迹检测为“不确定”的个体，应该用RT-PCR检

测病毒的RNA，其引物应覆盖HIV-1/2/O型。如需

要，一月后应考虑任何辅助方法复检随访。所以，

第四代ELISA特点就是可同时检测抗原和抗体。虽

然超过95%真阳性病例确诊由第四代ELISA和免疫

印迹的抗体检测相关并确诊，但小部分与p24抗原

相关的病例需要用PT-PCR检测确认。再次强调，

没有任何HIV暴露风险史的人，即使第四代ELISA
检测阳性且免疫印迹检测为“不确定”结果，也不

太可能为HIV感染，除非RNA检测结果阳性(引物覆

盖HIV-1/2/O型) 。

然而，相关权威组织(US CDC 2001; Constantine 
& Zink, 2005)还未批准HIV DNA和RNA核酸检测用

于诊断。迄今，美国FDA唯一批准的是RNA定量检

测用于HIV原发的和急性感染的诊断。因此，美国 
CDC (2001)和WHO (2004)还未更新检测流程，核

酸检测也不是解决免疫印迹 “不确定”的方法。

但美国CDC (2001)认为：对临床和实验室专家来

说，核酸检测对初始免疫印迹 “不确定”的个体

判断是否感染是有用的。

 检验方法的局限性 

HIV-1型抗体的检测结果并不能完全代表对获得性

免疫缺陷综合症(艾滋病)的诊断。蛋白印迹检测的

阴性结果并不能保证没有艾滋病的致病源。尽管

HIV-1型抗体阳性的结果显示有病毒感染，但只有

当符合美国疾病控制中心或世界卫生组织或其他有

关权威机构设定的艾滋病病症定义时才能诊断为艾

滋病。

 产品性能指标 

在临床研究中，对用于检测HIV-1和HIV-2抗体的

HIV BLOT 2.2的性能进行了评价。

表1：HIV-1病毒抗原与HIV-1阳性血清样品反应的

灵敏度研究(样品数量 = 201) 

表3：HIV-2多肽特异带与HIV-2阳性血清样品反应

的灵敏度研究 (样品数量 = 178) 

表4：HIV-2多肽特异带与HIV-1阳性血清、正常献

血员样本及被其它病毒感染的血清之特异性研究

血清学参比 HIV BLOT 2.2
数(百分比)

DuPont /Ortho
HIV-1 WB
数(百分比)

GAG，POL和
ENV

(97.5%) (95.4 %)

p24，p31，
gp41及/或
gp120 / gp 160

(94.9 %) (90.9 %)

ENV和GAG
或POL

(100.0 %)  (100.0 %)

HIV-2 
免疫印迹的
血清学组别@

HIV-2多肽特异带的反应性

阳性(数) 阴性(数) 

GAG，POL和
2个ENV

160 0

GAG，POL和
1个ENV

18 0

@血清由Pasteur new LAV Blot 2的检测结果定义为阳性。

数据由Genoa大学人类逆转录病毒实验室的Oliviero E. 
Varnier博士和Flavia Lillo博士提供。

样品组别 数量
HIV-2多肽带反应性

阳性数 阴性数

HIV-1阳性血清 197 16a 181

正常献血员 208 0 208

HTLV-1阳性血清 5 0 5

巨细胞病毒 5 0 5

EBV (IgM) 5 0 5

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 5

麻疹 6 0 6

风疹 5 0 5

腮腺炎 4 0 4

腺病毒 5 0 5

单纯性疱疹 5 0 5

登革热 5 0 5

总计 455 16 439
a当用HIV-2免疫印迹进行测试，其中的6个样品与ENV和

GAG或POL有反应，9个样品仅与GAG及/或POL有反应，

而另一个样品为阴性。

 注意事项 

  安全注意事项

1. 仅供体外诊断用。

2. 仅供专业人员用。

3. 请参阅说明书以及标签中关于潜在有害物的信

息。

  健康和安全信息

注意：本试剂盒内含有人源物质。所

以试验不能确保人血产品不含传染

源。

将样品、阳性对照、弱阳性对照和阴性对照作为潜
在传染物质处理。建议按实验室操作规范处理样品

和各种组分。根据规定的安全程序丢弃样品和各种

组分。

阳性对照、弱阳性对和阴性对照含有硫柳汞消毒液

和叠氮钠；样品稀释缓冲液和浓缩洗涤液含有硫柳

汞消毒液；酶结合物含有叠氮钠。叠氮钠会与含铜

或铅的水管起作用而产生具爆炸性物质。虽含量

少，但是在丢弃叠氮钠后，需要用大量的水冲洗，

以避免叠氮化物在管道中累积。叠氮化物存在以下

的风险：吞入时有害。

底物液中含有5溴-4氯-3吲哚磷酸盐(BCIP)和硝基

四氮唑(NBT)。这2种物质被欧盟指令定为有害物

质。存在下列的风险：吸入、与皮肤接触以及吞入

时有害。

1. 在瓶中取液体应避免微生物的污染。

2. 禁止用嘴吸液。

3. 将样品、硝酸纤维试剂膜、阳性对照、阴性对

照作为潜在的传染物处理。

4. 在作试验时，应穿外套和戴一次性手套。将手

套丢弃在生物危害废物袋内。

5. 强力推荐在生物安全柜操作试验。

6. 禁止本产品与食品和饮料放置在一起。

7. 发生事故或与眼睛接触时，应立即用大量水清

洗，并寻求医生的建议。

8. 当意外融入污染物或与伤口接触时，应立即寻

求医生建议。

9. 当污染物溅出时，用吸水纸抹干，再用含1%
的次氯酸钠溶液抹布处理污染区。酸性溅出液

必须严守此步骤。不能使用高压灭菌器消毒含

有次氯酸钠的废弃物。

10. 废弃物和污染物应在121˚C下高压灭菌30分钟

后，才可丢弃。或在5%的次氯酸钠溶液中浸

泡30-60分钟后，丢弃在生物危害袋中。

11. 次氯酸钠消毒法的最低有效浓度为1%。放置

最少30分钟以确保消毒效果。

12. 禁止重复使用孵育板。

  操作上的注意事项

1. 应严格按照说明书的规定操作方法进行操作。

否则会引起异常的结果。

2. 不能混合使用不同批号的组成成分。使用配套

的对照、酶结合物和试剂膜才能得到最佳的效

果，请只使用试剂盒提供的试剂。

3. 在试剂盒上标记的有效期内使用试剂盒。

4. 在提取液体时应使用无菌的移液器以及加样头

避免微生物污染。微生物污染会缩短试剂盒的

有效期以及检测结果错误。

5. 每次的检验，都应使用对照。

6. 未免交叉污染，每个样品都须用新的加样头取

液。

7. 在低温下取液后立即把试剂盒放回2 ˚C到

8˚C。

8. 玻璃器皿在使用前应用2M的次氯酸溶液洗

涤，然后用蒸馏水或去离子水彻底的冲洗。

9. 仅使用试验适用水、蒸馏水或去离子水来稀释

试剂。

10. 所有试剂在使用前应混匀。

11. 应该使用新鲜配制的酶结合物工作溶液以及封

闭缓冲液。

12. 应使用聚丙烯容器来配制酶结合物工作溶液。

13. 避免将试剂储存在含高浓度的消毒气体 (次氯

酸盐气体)的环境中。避免在含有高浓度的消

毒气体的环境中进行试验。试剂也避免与强光

接触。

14. 在室温(25+3˚C)下进行试验。

15. 在进行试验过程中，确保试剂膜标有号码的一

面向上。

16. 在免疫印迹试验中，使用的摇床必须是左右摆

动而不是平面旋转式。否则试验结果偏差。

摇摆速度和角度分别为每分钟16转以及5到10
度。

17. 在使用任何自动化仪器作试验前，应通过验

证。

18. 不要将样品直接加到试剂膜上。加样品时倾斜

槽板，将样品加入到缓冲液汇集的低处。从而

避免由样品引起的斑点。

19. 避免使用自动除霜冰箱储存试剂和样品。

20. 避免采用稀释或冻干样本，这些样本可能会影

响检测结果。如果必须应用类似样本作质量控

制，应先确认样本的有效性。

 标识的解释 

  体外诊断试剂

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

澳大利亚国家参比实验

室(NRL) 1987，
1条ENV带和任何3条
GAG和POL带

德国病毒疾病控制协会 
(DVV)
DIN 58969，第41部分。

1条ENV带和至少1条
GAG和POL带

1 ASTPHLD (Association of State and Territorial Public 
Health Laboratory Directors) 1998年更名为APHL 
(Association of Public Laboratories) 。

当一个人处于血清学转型时期，试剂膜上的条带可

能不会完全显示出来，但在此后的两到六个月时间

内，反应性会逐渐增强(条带的数量和强度)。大多

数阳性试验结果的试剂膜都会有其它病毒特异带的

出现。

“不确定”结果不能用来作为HIV-1型病毒感染的

凭据。建议所有不确定结果都用原血清和再次取样

的血清进行重复检测。献血员出现“不确定”结果

时，应在1个月后采用新鲜血清进行重新检测(US 
CDC 2001)。另外，p24和p31抗体随着艾滋病的

病程减少，从而导致在印迹试验的结果从阳性转为

“不确定”结果。这种情况下，对结果的解释必须

基于再次蛋白印迹试验和临床诊断的结果进行正确

的判断。

在一些HIV-1呈不确定结果的样品里，如果HIV-2
条带呈阴性反应，这不能排除HIV-2型感染的可能

性。

如样本检测结果显示有HIV-2型感染，应使用HIV-2
型的蛋白印迹试剂盒进行进一步的确认试验。

表2：HIV-1病毒抗原与正常献血员及被其它病毒感

染的血清反应之特异性研究。

样品组别 总数量 阳性数
HIV-1

"不确定"
反应*

阴性数

正常献血员 208 0 11 197

病毒感染

HTLV-1
5 0 0 5

巨细胞病毒 5 0 1 4

EBV (IgM) 5 0 1 4

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 1 4

麻疹 6 0 2 4

风疹 5 0 1 4

腮腺炎 4 0 1 3

腺病毒 5 0 2 3

单纯性疱疹 5 0 0 5

登革热 5 0 1 4

总计 258 0 21 237

* 所有都仅显示出p24或p17带。

IVD

MP A3说明书.indd   2 16-7-11   上午10:56

1. 硝酸纤维试剂膜
含有HIV-1型病毒提取物和特
异性的HIV-2型多肽。保持干
燥并避光。

18或36条
两种

2. 阴性对照
灭活的正常人血清。HBsAg
阴性、 HIV-1、 HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠氮钠。

1管(80μl) 

3. 强阳性对照
灭活人血清，含高滴度的
HIV-1和HIV-2抗体。HBsAg
阴性和HCV抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80μl) 

4. 弱阳性对照
灭活人血清，含低滴度HIV-1
型 抗 体 的 灭 活 人 血 清 。
HBsAg阴性、HIV-2和HCV
抗体阴性。
含防腐剂硫柳汞和叠化氮
钠。

1管(80µl) 

5. 浓缩样品稀释缓冲液(10x)    
含灭活的正常羊血清及TRIS
缓冲液。含防腐剂硫柳汞。

1瓶(20ml) 

6. 浓缩洗膜缓冲液(20x) 
Tris缓冲液中加入Tween-20。
含防腐剂硫柳汞。

1瓶(70ml) 

7. 酶结合物
与碱性磷酸酶结合的羊抗人
IgG抗体。含防腐剂叠化氮
钠。

1管 
(120µl) 

8. 底物液　
为BCIP (5-溴-4-氯-3-引哚基-
磷
液。

1瓶
(100ml) 

9. 封闭粉
脱脂奶粉。

10袋
(每袋1g) 
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MP生物医学亚太私人有限公司

人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)
抗体检测试剂盒(免疫印迹法)

HIV Blot 2.2
说明书

MAE 0013-CHN-6

产品型号: 18人份/盒-11039-018
 36人份/盒-11039-036

 产品名称 
 
通用名称： 人类免疫缺陷病毒(HIV 1+2型)抗体检

测试剂盒(免疫印迹法)

英文名称： HIV Blot 2.2

 包装规格 

18人份/盒，36人份/盒。

 预期用途 

本产品用于定性检测人血清或血浆中HIV-1和HIV-2
抗体。

本产品可用于HIV初筛检验如酶联免疫吸附法 
(ELISA)呈阳性结果样本的确认检验。筛查检测广

泛用于免疫缺陷综合症(AIDS)病原体HIV-1型和

HIV-2型抗体的检测，这类检测敏感度很高，但特

异性较差，可导致假阳性。因此需要用具高特异性

的确认试验做进一步检测。

本试剂盒(HIV BLOT 2.2)是用于人血清或血浆中

ELISA呈重复阳性结果的辅助和确认检测，将具高

特异性的HIV-1型病毒抗原通过电泳分离、电转移

至膜上，并在膜条上加入具高特异性的HIV-2型合

成多肽，可同时检测HIV-2型的抗体。每一膜条上

有一条质控带，用以提示加样和实验操作错误，可

减少假阴性结果的发生。

本试剂盒采用定性酶免疫技术进行体外检测人血清

或血浆中HIV-1和HIV-2抗体。可用于HIV初筛检验

如酶联免疫吸附法(ELISA)呈阳性结果的血清样本

的确认检验。

 检验原理 

硝酸纤维试剂膜条上结合了天然灭活HIV-1型病毒

蛋白的分离颗粒和特异性的HIV-2型合成多肽。在

硝酸纤维试剂膜条分别加入稀释的血清或血浆样本

或对照，孵育。如果样本中含有HIV-1和HIV-2型的

特异性抗体，则抗体会与试剂膜上的HIV-1蛋白和

HIV-2多肽结合，通过清洗去除试剂膜上的未结合

物，与HIV蛋白特异性结合的抗体再通过与带有碱

性磷酸酶的羊抗人IgG抗体结合，加入BCIP/NBT
底物等一系列反应即可显色。此技术具有较高的敏

感度，可检测出血清或血浆中微量的HIV特异性抗

体。

 主要组成成分 

1

3

2

4

试剂盒内提供的试剂量足以4次检验。

不可用不同批号试剂盒中的试剂相互替代。

 储存条件及有效期 

2˚C ~ 8˚C保存，有效期为24个月。

禁止冷冻。

1. 试剂膜条和底物液避光保存。

A． 硝酸纤维试剂膜条

 • 避免不必要的光线接触。

B． 试剂

 • 用原装瓶储存试剂，瓶盖保持拧紧。

 • 在低温下提取试剂后立即保存在2˚C到

8˚C。

 • 底物液在2˚C到8˚C保存时可能产生沉淀。

这不会影响试剂盒的性能。

 • 底物液尽量避光。

生产日期及失效日期见标签。

 适用仪器 

1. 去离子水或蒸馏水

2. 一次性手套

3. 左右摆动摇床(每分钟12-16次，摇动角度5到
10度确保能均匀地清洗膜条)或全自动蛋白免

疫印迹仪(推荐使用型号AutoBlot System 20)
4. 加样器和一次性加样头

5. 吸液器(制备次氯酸钠)含有次氯酸钠的抽吸装

置

6. 56˚C水浴(非规定) 
7. 判读仪器：AutoscanPro系统

 样本要求 

本试剂盒只可使用人血清或血浆进行检测。

(非规定性)可以使用血清或血浆(EDTA, 肝素，柠

檬酸钠等抗凝剂)。在储存前，应通过离心除去血

凝块和血细胞。

  血清/血浆

如果样本在采集后的7天内内检测，可于2˚C- 8˚C
保存。如果超过7天，则应保存在-20˚C或更低的

温度下。最好使用澄清、不溶血性样本，含高血

胆固醇、黄疸或被污染的样本在使用前应先经过滤

(0.45µm)或离心处置。

可以患者血清灭活，灭活不会影响检测结果。

灭活步骤如下：

1. 拧松样本容器的盖子。

2. 用水浴将样本灭活，56˚C，保持30分钟。

3. 待样本冷却后，拧紧盖子。

4. 样本在检测前可冰冻保存。

注意：在检测前应避免反复冻融样本。

 检验方法 

  试剂配制

1.  稀释洗膜缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制洗膜缓冲液。

 b. 将1体积的浓缩洗膜缓冲液(20X)加入到19
体积的蒸馏水中，充分混匀。

2.  封闭缓冲液
 a. 每次使用前新鲜配制封闭缓冲液。

 b. 1体积的浓缩样品稀释缓冲液加入到9体积

的蒸馏水中，充分混匀。

 c. 在上步骤(2.b)中配制的稀释后的浓缩样品

稀释缓冲液中，每20ml加入1g封闭粉，充

分混匀，溶解。

3. 酶结合物工作溶液
 a. 用上述配好的封闭缓冲液按1:1000比例稀

释酶结合物。例如：每5μ l酶结合物加入

5ml封闭缓冲液。

 酶 结 合 物 工 作 液 必 须 在 使 用 前 配 制 。

(AutoBlot用户, 则须在不超过1.5小时前配

制。) 

4. 底物液 (已制备好)
 a. 可以直接使用。请用洁净吸管直接从容器

中吸取需要的液体，用后拧紧盖子。

  检验步骤 - 快速法 
 
注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上振荡孵育

1小时。

25±3˚C
1小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟，弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育1小时。

2ml
25±3˚C

1小时

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作溶液，重复步骤
7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C) 
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

1. 每槽内加入2ml的稀释洗膜缓
冲液。

2ml

2. 用镊子小心取出需要的试剂
膜条，有号码的一端向上，
分别放入孵育板槽内。包括
一条强阳性对照、一条弱阳
性对照和一条阴性对照。

-

3. 在室温下(25±3˚C)将孵育板

置摇床(每分钟摇摆12至16
次)上振荡孵育1至2分钟。用
吸液器吸出缓冲液。

25±3˚C
2分钟

4. 在每槽中加入2ml上述配好的
封闭缓冲液，随后分别加入
20µl病人血清或强阳性，弱
阳性，阴性对照。

2ml
20µl

5. 盖 好 孵 育 板 ， 于 室 温 下
(25±3˚C)在摇床上过夜(16-
20小时)振荡孵育。

25±3˚C
16-20小时

6. 小心掀开孵育板盖以避免溅
出，用吸液器吸出反应液。
不同的样品间需换吸头以避
免交叉污染。

-

7. 每槽中加入2ml的洗膜缓冲
液，置摇床上振荡5分钟, 弃
洗液，再重复两次。

3 x 2ml

8. 每槽中加入2ml酶结合物工作
溶液。盖好孵育板，于室温
下(25±3˚C)在摇床上振荡孵

育30分钟。

2ml
25±3˚C
30分钟

9. 仔细打开孵育板盖，吸出酶
结合物工作液，重复洗涤步
骤7。

-

10. 每槽中加入2ml底物液, 盖上
孵育板，于室温下(25±3˚C)
在摇床上振荡孵育15分钟。

2ml
25±3˚C
15分钟

11. 小心打开孵育板盖，吸出底
物液，以蒸馏水洗涤数次以
终止反应。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

12. 用镊子小心取出试剂膜条，
放于滤纸上，并覆以滤纸吸
干水份。

-

13. 把试剂膜条贴在工作表格的
纸上(非吸水纸)，记录观察结
果。试剂膜条小心保存于暗
处，不要在显色区粘贴胶带
纸。

-

  检验步骤 - 隔夜孵育法 

注意：用含次氯酸钠溶液的吸液器吸取所有使用过

的化学品和试剂。

注： 所有孵育应在摇动平台上或全自动蛋白印迹

仪(推荐使用AutoBlot System 20)进行。结果

判读推荐使用AutoscanPro系统。

检验方法总结如下

试剂 数量 室温快速法 室温过夜法

硝酸纤维

试剂膜
1 - -

洗膜缓冲液 2ml 1至2分钟 1至2分钟

封闭缓冲液 2ml - -

样品 20µl 60分钟
过夜

(16-20小时) 

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

酶结合物 2ml 60分钟 30分钟

洗膜缓冲液 3 x 2ml 3 x 5分钟 3 x 5分钟

底物液 2ml 15分钟 15分钟

蒸馏水 3 x 2ml - -

不同数量的硝酸纤维试剂膜所需试剂量

试剂
使用条带数

3 6 9 15 20 27 36

1x洗膜

缓冲液(ml) 
60 100 140 240 300 400 520

1x封闭

缓冲液(ml) 
20 40 60 80 100 120 160

酶结合物(µl) 11 17 23 35 45 59 77

底物液(ml) 11 17 23 35 45 59 77

封闭粉(g) 1 2 3 4 5 6 8

 阳性判断值 

我们建议在每次试验时，无论试验样品数量多少都

要设置阴性、强阳性和弱阳性对照。为保证每次试

验结果的有效性，必须符合下列条件：

1. 阴性对照
 在阴性对照的试剂膜上没有出现HIV-1和

HIV-2型的特异性条带。样本质控带应如图1c
所示清晰可见。

2. 强阳性对照
 所有相关分子量条带都必须出现。图1a为所

有应出现在MPD HIV BLOT 2.2 的有关分子量

条带的相对位置。可利用此图来找出所有应出

现在强阳性对照上的条带。这些相关条带是：

p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66和
gp120/gp160。其它与核心(CORE)抗原相

关的条带如p39，p42也可能会看到。不要将

上述条带与gp41条带相混淆。由于包膜抗原

(gp41、gp120和gp160)是典型的糖蛋白，条

带呈扩散状。样本质控带应清晰可见。HIV-2
特异性条带应如图1a清晰可见。

3. 弱阳性对照
 弱阳性对照可检测试剂盒的灵敏度。应出现

(p24、gp120/160和/或gp41弱阳性条带)。还

有一些弱阳性条带可能出现也可能不出现。样

本质控条带应如图1b所示清晰可见。

 检验结果的解释 

注意：必须等到膜条风干后才进行结果分析。
对样本中是否存在HIV-1抗体的检测是通过与阴

性、强阳性和弱阳性对照作比较而决定的。

第10页的图1a提供强阳性对照与试剂膜反应后显

示的条带，可利用此图来确认各种条带。

注意：图中印有数字的一端置于下方，gp120/160
带离数字最远。

分子量 基因组 抗原 条带描述

gp160 ENV gp41的聚合体 宽的扩散糖蛋白带

gp120 ENV 外膜蛋白 扩散糖蛋白带

p66 POL 逆转录酶 细窄条带

p55 GAG 前体蛋白 细窄条带

p51 POL 逆转录酶 窄带位于p55下面

p39 GAG p55的碎片 细窄条带

gp41 ENV 跨膜蛋白 扩散糖蛋白带

p31 POL 核酸内切酶 双重条带

p24 GAG 核心蛋白 宽阔条带

p17 GAG 核心蛋白 宽阔条带
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上表中的有些不同的抗原来自同一前体蛋白，抗原

决定部位可有重叠。在分析试验结果时应考虑到这

一点，例如：

1. 在没有gp160的情况下是不可能检测到gp41，
因gp160是gp41的聚合体而且在MPD HIV 
BLOT 2.2上，gp160的浓度高于gp41。

2. 在对于p24和/或p17有强反应的情况下，p55
通常都会被检测到。p42和p39的条带都是

GAG的碎片，不应解释为gp41 (ENV)。
3. POL基因组p66、p51和p31一般会同时被检测

到，但p66和p31的敏感性高于p51。
4. HIV-2的血清样本会和一些HIV-1条带呈交叉

反应，通常是与GAG和/或POL抗原有反应。

但有时也和gp160条带有交叉反应，而与gp41
极少有交叉反应。

5. 在gp160周围有一高分子量条带，是GAG-
POL前体蛋白，出现在某些高滴度HIV-2样本

或不确定血样本中(仅有GAG带)，但条带模式

是清晰和细窄的，与ENV gp160的扩散状不

同。

结果分析过程包括：

1. 确定样本质控带显色。否则，检测无效，因为

这表明操作有错误，如未加样品、酶结合物或

底物液。

2. 以强阳性和/或弱阳性对照试剂膜条为标准，

确定检测试剂膜上每一条带的分子量。

3. 根据有关部门(即卫生部、世界卫生组织等)推
荐的特异性条带模式，分析检测出的条带。

检测结果分析随当地的政策规定而不同。MP建议

根据当地立法机构的政策规定而进行判断。下面所

列是不同国际组织推荐的一些标准。

我们推荐使用下列标准对MPD HIV BLOT 2.2检测

结果进行分析。对显现的每条条带均应记录，并将

结果分析为阴性、阳性或不确定。

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

美国ASTPHLD1和CDC，

1989
p24、gp41、gp120/
gp160之中任何2条

法国全国输血中心
2条ENV (2)带和GAG
或POL带

世界卫生组织
2条ENV (2)带，有或

无 GAG或POL带

美国泛美逆转录病毒血清

标准协会(CRSS)，1988
1条ENV带和p24或
p31带

美国红十字会 (ARC)， 
1988

GAG、POL和ENV各
1条带

中国CDC，2004
2条ENV带 (gp41和
gp160/gp120)，或1
条ENV带和p24带

显现条带 分析结果

没有出现病毒的特异性条带 阴性

只检测出p17抗体，没有其它条带 阴性

检测出2个ENV (gp160/gp41和
gp120)及任何一个GAG (p17, p24, 
p55)，或检测出2个ENV (gp160/
gp41和gp120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)

HIV-1阳性

检测出2个ENV (gp 160/gp 41和
gp 120)及任何一个GAG (p17、
p24、p55)且HIV – 2特定带清晰

可见。或检测出2个ENV (gp 160/
gp 41和gp 120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)且HIV – 2特定带

清晰可见。

HIV-1阳性

且提示HIV- 
2 阳性

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性。
不确定2

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性，且HIV- 2特异性条带

清晰可见。 

不确定2

但提示HIV- 
2阳性

2 对不确定结果的判断：

“不确定”结果不能作为HIV感染的诊断依据。基

于多数最初判断为“不确定” HIV感染者在一个月

内可检测到HIV抗体的事实，美国CDC (2001) 建
议对这一人群一个月后复查，如果一个月后检测仍

为“不确定”，近期又无HIV暴露的可疑史，可排

除HIV感染。

最近Feibig等人研究证明，虽然免疫印迹检测原

发性HIV-1感染的窗口期长达22天，但从最初“不

确定”到“完全阳性”检测结果的转变不会超过8
天。而且，真正感染HIV的“不确定”病人总是可

检测到HIV-1 RNA。反之，对初筛检测为阳性和确

认试验为“不确定”，但PCR检测确认为阴性的 
(Sehtoe et al, 1995)个体随访研究表明，个体没有

血清学改变。因此，免疫印迹检测为“不确定”且

PCR检测为阴性个体不应考虑为HIV感染，特别是

无HIV暴露风险史。

需要指出的是，第四代 ELISA 初筛阳性和免疫印

迹检测为“不确定”的个体，应该用RT-PCR检

测病毒的RNA，其引物应覆盖HIV-1/2/O型。如需

要，一月后应考虑任何辅助方法复检随访。所以，

第四代ELISA特点就是可同时检测抗原和抗体。虽

然超过95%真阳性病例确诊由第四代ELISA和免疫

印迹的抗体检测相关并确诊，但小部分与p24抗原

相关的病例需要用PT-PCR检测确认。再次强调，

没有任何HIV暴露风险史的人，即使第四代ELISA
检测阳性且免疫印迹检测为“不确定”结果，也不

太可能为HIV感染，除非RNA检测结果阳性(引物覆

盖HIV-1/2/O型) 。

然而，相关权威组织(US CDC 2001; Constantine 
& Zink, 2005)还未批准HIV DNA和RNA核酸检测用

于诊断。迄今，美国FDA唯一批准的是RNA定量检

测用于HIV原发的和急性感染的诊断。因此，美国 
CDC (2001)和WHO (2004)还未更新检测流程，核

酸检测也不是解决免疫印迹 “不确定”的方法。

但美国CDC (2001)认为：对临床和实验室专家来

说，核酸检测对初始免疫印迹 “不确定”的个体

判断是否感染是有用的。

 检验方法的局限性 

HIV-1型抗体的检测结果并不能完全代表对获得性

免疫缺陷综合症(艾滋病)的诊断。蛋白印迹检测的

阴性结果并不能保证没有艾滋病的致病源。尽管

HIV-1型抗体阳性的结果显示有病毒感染，但只有

当符合美国疾病控制中心或世界卫生组织或其他有

关权威机构设定的艾滋病病症定义时才能诊断为艾

滋病。

 产品性能指标 

在临床研究中，对用于检测HIV-1和HIV-2抗体的

HIV BLOT 2.2的性能进行了评价。

表1：HIV-1病毒抗原与HIV-1阳性血清样品反应的

灵敏度研究(样品数量 = 201) 

表3：HIV-2多肽特异带与HIV-2阳性血清样品反应

的灵敏度研究 (样品数量 = 178) 

表4：HIV-2多肽特异带与HIV-1阳性血清、正常献

血员样本及被其它病毒感染的血清之特异性研究

血清学参比 HIV BLOT 2.2
数(百分比)

DuPont /Ortho
HIV-1 WB
数(百分比)

GAG，POL和
ENV

(97.5%) (95.4 %)

p24，p31，
gp41及/或
gp120 / gp 160

(94.9 %) (90.9 %)

ENV和GAG
或POL

(100.0 %)  (100.0 %)

HIV-2 
免疫印迹的
血清学组别@

HIV-2多肽特异带的反应性

阳性(数) 阴性(数) 

GAG，POL和
2个ENV

160 0

GAG，POL和
1个ENV

18 0

@血清由Pasteur new LAV Blot 2的检测结果定义为阳性。

数据由Genoa大学人类逆转录病毒实验室的Oliviero E. 
Varnier博士和Flavia Lillo博士提供。

样品组别 数量
HIV-2多肽带反应性

阳性数 阴性数

HIV-1阳性血清 197 16a 181

正常献血员 208 0 208

HTLV-1阳性血清 5 0 5

巨细胞病毒 5 0 5

EBV (IgM) 5 0 5

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 5

麻疹 6 0 6

风疹 5 0 5

腮腺炎 4 0 4

腺病毒 5 0 5

单纯性疱疹 5 0 5

登革热 5 0 5

总计 455 16 439
a当用HIV-2免疫印迹进行测试，其中的6个样品与ENV和

GAG或POL有反应，9个样品仅与GAG及/或POL有反应，

而另一个样品为阴性。

 注意事项 

  安全注意事项

1. 仅供体外诊断用。

2. 仅供专业人员用。

3. 请参阅说明书以及标签中关于潜在有害物的信

息。

  健康和安全信息

注意：本试剂盒内含有人源物质。所

以试验不能确保人血产品不含传染

源。

将样品、阳性对照、弱阳性对照和阴性对照作为潜
在传染物质处理。建议按实验室操作规范处理样品

和各种组分。根据规定的安全程序丢弃样品和各种

组分。

阳性对照、弱阳性对和阴性对照含有硫柳汞消毒液

和叠氮钠；样品稀释缓冲液和浓缩洗涤液含有硫柳

汞消毒液；酶结合物含有叠氮钠。叠氮钠会与含铜

或铅的水管起作用而产生具爆炸性物质。虽含量

少，但是在丢弃叠氮钠后，需要用大量的水冲洗，

以避免叠氮化物在管道中累积。叠氮化物存在以下

的风险：吞入时有害。

底物液中含有5溴-4氯-3吲哚磷酸盐(BCIP)和硝基

四氮唑(NBT)。这2种物质被欧盟指令定为有害物

质。存在下列的风险：吸入、与皮肤接触以及吞入

时有害。

1. 在瓶中取液体应避免微生物的污染。

2. 禁止用嘴吸液。

3. 将样品、硝酸纤维试剂膜、阳性对照、阴性对

照作为潜在的传染物处理。

4. 在作试验时，应穿外套和戴一次性手套。将手

套丢弃在生物危害废物袋内。

5. 强力推荐在生物安全柜操作试验。

6. 禁止本产品与食品和饮料放置在一起。

7. 发生事故或与眼睛接触时，应立即用大量水清

洗，并寻求医生的建议。

8. 当意外融入污染物或与伤口接触时，应立即寻

求医生建议。

9. 当污染物溅出时，用吸水纸抹干，再用含1%
的次氯酸钠溶液抹布处理污染区。酸性溅出液

必须严守此步骤。不能使用高压灭菌器消毒含

有次氯酸钠的废弃物。

10. 废弃物和污染物应在121˚C下高压灭菌30分钟

后，才可丢弃。或在5%的次氯酸钠溶液中浸

泡30-60分钟后，丢弃在生物危害袋中。

11. 次氯酸钠消毒法的最低有效浓度为1%。放置

最少30分钟以确保消毒效果。

12. 禁止重复使用孵育板。

  操作上的注意事项

1. 应严格按照说明书的规定操作方法进行操作。

否则会引起异常的结果。

2. 不能混合使用不同批号的组成成分。使用配套

的对照、酶结合物和试剂膜才能得到最佳的效

果，请只使用试剂盒提供的试剂。

3. 在试剂盒上标记的有效期内使用试剂盒。

4. 在提取液体时应使用无菌的移液器以及加样头

避免微生物污染。微生物污染会缩短试剂盒的

有效期以及检测结果错误。

5. 每次的检验，都应使用对照。

6. 未免交叉污染，每个样品都须用新的加样头取

液。

7. 在低温下取液后立即把试剂盒放回2 ˚C到

8˚C。

8. 玻璃器皿在使用前应用2M的次氯酸溶液洗

涤，然后用蒸馏水或去离子水彻底的冲洗。

9. 仅使用试验适用水、蒸馏水或去离子水来稀释

试剂。

10. 所有试剂在使用前应混匀。

11. 应该使用新鲜配制的酶结合物工作溶液以及封

闭缓冲液。

12. 应使用聚丙烯容器来配制酶结合物工作溶液。

13. 避免将试剂储存在含高浓度的消毒气体 (次氯

酸盐气体)的环境中。避免在含有高浓度的消

毒气体的环境中进行试验。试剂也避免与强光

接触。

14. 在室温(25+3˚C)下进行试验。

15. 在进行试验过程中，确保试剂膜标有号码的一

面向上。

16. 在免疫印迹试验中，使用的摇床必须是左右摆

动而不是平面旋转式。否则试验结果偏差。

摇摆速度和角度分别为每分钟16转以及5到10
度。

17. 在使用任何自动化仪器作试验前，应通过验

证。

18. 不要将样品直接加到试剂膜上。加样品时倾斜

槽板，将样品加入到缓冲液汇集的低处。从而

避免由样品引起的斑点。

19. 避免使用自动除霜冰箱储存试剂和样品。

20. 避免采用稀释或冻干样本，这些样本可能会影

响检测结果。如果必须应用类似样本作质量控

制，应先确认样本的有效性。

 标识的解释 

  体外诊断试剂

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

澳大利亚国家参比实验

室(NRL) 1987，
1条ENV带和任何3条
GAG和POL带

德国病毒疾病控制协会 
(DVV)
DIN 58969，第41部分。

1条ENV带和至少1条
GAG和POL带

1 ASTPHLD (Association of State and Territorial Public 
Health Laboratory Directors) 1998年更名为APHL 
(Association of Public Laboratories) 。

当一个人处于血清学转型时期，试剂膜上的条带可

能不会完全显示出来，但在此后的两到六个月时间

内，反应性会逐渐增强(条带的数量和强度)。大多

数阳性试验结果的试剂膜都会有其它病毒特异带的

出现。

“不确定”结果不能用来作为HIV-1型病毒感染的

凭据。建议所有不确定结果都用原血清和再次取样

的血清进行重复检测。献血员出现“不确定”结果

时，应在1个月后采用新鲜血清进行重新检测(US 
CDC 2001)。另外，p24和p31抗体随着艾滋病的

病程减少，从而导致在印迹试验的结果从阳性转为

“不确定”结果。这种情况下，对结果的解释必须

基于再次蛋白印迹试验和临床诊断的结果进行正确

的判断。

在一些HIV-1呈不确定结果的样品里，如果HIV-2
条带呈阴性反应，这不能排除HIV-2型感染的可能

性。

如样本检测结果显示有HIV-2型感染，应使用HIV-2
型的蛋白印迹试剂盒进行进一步的确认试验。

表2：HIV-1病毒抗原与正常献血员及被其它病毒感

染的血清反应之特异性研究。

样品组别 总数量 阳性数
HIV-1

"不确定"
反应*

阴性数

正常献血员 208 0 11 197

病毒感染

HTLV-1
5 0 0 5

巨细胞病毒 5 0 1 4

EBV (IgM) 5 0 1 4

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 1 4

麻疹 6 0 2 4

风疹 5 0 1 4

腮腺炎 4 0 1 3

腺病毒 5 0 2 3

单纯性疱疹 5 0 0 5

登革热 5 0 1 4

总计 258 0 21 237

* 所有都仅显示出p24或p17带。
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上表中的有些不同的抗原来自同一前体蛋白，抗原

决定部位可有重叠。在分析试验结果时应考虑到这

一点，例如：

1. 在没有gp160的情况下是不可能检测到gp41，
因gp160是gp41的聚合体而且在MPD HIV 
BLOT 2.2上，gp160的浓度高于gp41。

2. 在对于p24和/或p17有强反应的情况下，p55
通常都会被检测到。p42和p39的条带都是

GAG的碎片，不应解释为gp41 (ENV)。
3. POL基因组p66、p51和p31一般会同时被检测

到，但p66和p31的敏感性高于p51。
4. HIV-2的血清样本会和一些HIV-1条带呈交叉

反应，通常是与GAG和/或POL抗原有反应。

但有时也和gp160条带有交叉反应，而与gp41
极少有交叉反应。

5. 在gp160周围有一高分子量条带，是GAG-
POL前体蛋白，出现在某些高滴度HIV-2样本

或不确定血样本中(仅有GAG带)，但条带模式

是清晰和细窄的，与ENV gp160的扩散状不

同。

结果分析过程包括：

1. 确定样本质控带显色。否则，检测无效，因为

这表明操作有错误，如未加样品、酶结合物或

底物液。

2. 以强阳性和/或弱阳性对照试剂膜条为标准，

确定检测试剂膜上每一条带的分子量。

3. 根据有关部门(即卫生部、世界卫生组织等)推
荐的特异性条带模式，分析检测出的条带。

检测结果分析随当地的政策规定而不同。MP建议

根据当地立法机构的政策规定而进行判断。下面所

列是不同国际组织推荐的一些标准。

我们推荐使用下列标准对MPD HIV BLOT 2.2检测

结果进行分析。对显现的每条条带均应记录，并将

结果分析为阴性、阳性或不确定。

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

美国ASTPHLD1和CDC，

1989
p24、gp41、gp120/
gp160之中任何2条

法国全国输血中心
2条ENV (2)带和GAG
或POL带

世界卫生组织
2条ENV (2)带，有或

无 GAG或POL带

美国泛美逆转录病毒血清

标准协会(CRSS)，1988
1条ENV带和p24或
p31带

美国红十字会 (ARC)， 
1988

GAG、POL和ENV各
1条带

中国CDC，2004
2条ENV带 (gp41和
gp160/gp120)，或1
条ENV带和p24带

显现条带 分析结果

没有出现病毒的特异性条带 阴性

只检测出p17抗体，没有其它条带 阴性

检测出2个ENV (gp160/gp41和
gp120)及任何一个GAG (p17, p24, 
p55)，或检测出2个ENV (gp160/
gp41和gp120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)

HIV-1阳性

检测出2个ENV (gp 160/gp 41和
gp 120)及任何一个GAG (p17、
p24、p55)且HIV – 2特定带清晰

可见。或检测出2个ENV (gp 160/
gp 41和gp 120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)且HIV – 2特定带

清晰可见。

HIV-1阳性

且提示HIV- 
2 阳性

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性。
不确定2

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性，且HIV- 2特异性条带

清晰可见。 

不确定2

但提示HIV- 
2阳性

2 对不确定结果的判断：

“不确定”结果不能作为HIV感染的诊断依据。基

于多数最初判断为“不确定” HIV感染者在一个月

内可检测到HIV抗体的事实，美国CDC (2001) 建
议对这一人群一个月后复查，如果一个月后检测仍

为“不确定”，近期又无HIV暴露的可疑史，可排

除HIV感染。

最近Feibig等人研究证明，虽然免疫印迹检测原

发性HIV-1感染的窗口期长达22天，但从最初“不

确定”到“完全阳性”检测结果的转变不会超过8
天。而且，真正感染HIV的“不确定”病人总是可

检测到HIV-1 RNA。反之，对初筛检测为阳性和确

认试验为“不确定”，但PCR检测确认为阴性的 
(Sehtoe et al, 1995)个体随访研究表明，个体没有

血清学改变。因此，免疫印迹检测为“不确定”且

PCR检测为阴性个体不应考虑为HIV感染，特别是

无HIV暴露风险史。

需要指出的是，第四代 ELISA 初筛阳性和免疫印

迹检测为“不确定”的个体，应该用RT-PCR检

测病毒的RNA，其引物应覆盖HIV-1/2/O型。如需

要，一月后应考虑任何辅助方法复检随访。所以，

第四代ELISA特点就是可同时检测抗原和抗体。虽

然超过95%真阳性病例确诊由第四代ELISA和免疫

印迹的抗体检测相关并确诊，但小部分与p24抗原

相关的病例需要用PT-PCR检测确认。再次强调，

没有任何HIV暴露风险史的人，即使第四代ELISA
检测阳性且免疫印迹检测为“不确定”结果，也不

太可能为HIV感染，除非RNA检测结果阳性(引物覆

盖HIV-1/2/O型) 。

然而，相关权威组织(US CDC 2001; Constantine 
& Zink, 2005)还未批准HIV DNA和RNA核酸检测用

于诊断。迄今，美国FDA唯一批准的是RNA定量检

测用于HIV原发的和急性感染的诊断。因此，美国 
CDC (2001)和WHO (2004)还未更新检测流程，核

酸检测也不是解决免疫印迹 “不确定”的方法。

但美国CDC (2001)认为：对临床和实验室专家来

说，核酸检测对初始免疫印迹 “不确定”的个体

判断是否感染是有用的。

 检验方法的局限性 

HIV-1型抗体的检测结果并不能完全代表对获得性

免疫缺陷综合症(艾滋病)的诊断。蛋白印迹检测的

阴性结果并不能保证没有艾滋病的致病源。尽管

HIV-1型抗体阳性的结果显示有病毒感染，但只有

当符合美国疾病控制中心或世界卫生组织或其他有

关权威机构设定的艾滋病病症定义时才能诊断为艾

滋病。

 产品性能指标 

在临床研究中，对用于检测HIV-1和HIV-2抗体的

HIV BLOT 2.2的性能进行了评价。

表1：HIV-1病毒抗原与HIV-1阳性血清样品反应的

灵敏度研究(样品数量 = 201) 

表3：HIV-2多肽特异带与HIV-2阳性血清样品反应

的灵敏度研究 (样品数量 = 178) 

表4：HIV-2多肽特异带与HIV-1阳性血清、正常献

血员样本及被其它病毒感染的血清之特异性研究

血清学参比 HIV BLOT 2.2
数(百分比)

DuPont /Ortho
HIV-1 WB
数(百分比)

GAG，POL和
ENV

(97.5%) (95.4 %)

p24，p31，
gp41及/或
gp120 / gp 160

(94.9 %) (90.9 %)

ENV和GAG
或POL

(100.0 %)  (100.0 %)

HIV-2 
免疫印迹的
血清学组别@

HIV-2多肽特异带的反应性

阳性(数) 阴性(数) 

GAG，POL和
2个ENV

160 0

GAG，POL和
1个ENV

18 0

@血清由Pasteur new LAV Blot 2的检测结果定义为阳性。

数据由Genoa大学人类逆转录病毒实验室的Oliviero E. 
Varnier博士和Flavia Lillo博士提供。

样品组别 数量
HIV-2多肽带反应性

阳性数 阴性数

HIV-1阳性血清 197 16a 181

正常献血员 208 0 208

HTLV-1阳性血清 5 0 5

巨细胞病毒 5 0 5

EBV (IgM) 5 0 5

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 5

麻疹 6 0 6

风疹 5 0 5

腮腺炎 4 0 4

腺病毒 5 0 5

单纯性疱疹 5 0 5

登革热 5 0 5

总计 455 16 439
a当用HIV-2免疫印迹进行测试，其中的6个样品与ENV和

GAG或POL有反应，9个样品仅与GAG及/或POL有反应，

而另一个样品为阴性。

 注意事项 

  安全注意事项

1. 仅供体外诊断用。

2. 仅供专业人员用。

3. 请参阅说明书以及标签中关于潜在有害物的信

息。

  健康和安全信息

注意：本试剂盒内含有人源物质。所

以试验不能确保人血产品不含传染

源。

将样品、阳性对照、弱阳性对照和阴性对照作为潜
在传染物质处理。建议按实验室操作规范处理样品

和各种组分。根据规定的安全程序丢弃样品和各种

组分。

阳性对照、弱阳性对和阴性对照含有硫柳汞消毒液

和叠氮钠；样品稀释缓冲液和浓缩洗涤液含有硫柳

汞消毒液；酶结合物含有叠氮钠。叠氮钠会与含铜

或铅的水管起作用而产生具爆炸性物质。虽含量

少，但是在丢弃叠氮钠后，需要用大量的水冲洗，

以避免叠氮化物在管道中累积。叠氮化物存在以下

的风险：吞入时有害。

底物液中含有5溴-4氯-3吲哚磷酸盐(BCIP)和硝基

四氮唑(NBT)。这2种物质被欧盟指令定为有害物

质。存在下列的风险：吸入、与皮肤接触以及吞入

时有害。

1. 在瓶中取液体应避免微生物的污染。

2. 禁止用嘴吸液。

3. 将样品、硝酸纤维试剂膜、阳性对照、阴性对

照作为潜在的传染物处理。

4. 在作试验时，应穿外套和戴一次性手套。将手

套丢弃在生物危害废物袋内。

5. 强力推荐在生物安全柜操作试验。

6. 禁止本产品与食品和饮料放置在一起。

7. 发生事故或与眼睛接触时，应立即用大量水清

洗，并寻求医生的建议。

8. 当意外融入污染物或与伤口接触时，应立即寻

求医生建议。

9. 当污染物溅出时，用吸水纸抹干，再用含1%
的次氯酸钠溶液抹布处理污染区。酸性溅出液

必须严守此步骤。不能使用高压灭菌器消毒含

有次氯酸钠的废弃物。

10. 废弃物和污染物应在121˚C下高压灭菌30分钟

后，才可丢弃。或在5%的次氯酸钠溶液中浸

泡30-60分钟后，丢弃在生物危害袋中。

11. 次氯酸钠消毒法的最低有效浓度为1%。放置

最少30分钟以确保消毒效果。

12. 禁止重复使用孵育板。

  操作上的注意事项

1. 应严格按照说明书的规定操作方法进行操作。

否则会引起异常的结果。

2. 不能混合使用不同批号的组成成分。使用配套

的对照、酶结合物和试剂膜才能得到最佳的效

果，请只使用试剂盒提供的试剂。

3. 在试剂盒上标记的有效期内使用试剂盒。

4. 在提取液体时应使用无菌的移液器以及加样头

避免微生物污染。微生物污染会缩短试剂盒的

有效期以及检测结果错误。

5. 每次的检验，都应使用对照。

6. 未免交叉污染，每个样品都须用新的加样头取

液。

7. 在低温下取液后立即把试剂盒放回2 ˚C到

8˚C。

8. 玻璃器皿在使用前应用2M的次氯酸溶液洗

涤，然后用蒸馏水或去离子水彻底的冲洗。

9. 仅使用试验适用水、蒸馏水或去离子水来稀释

试剂。

10. 所有试剂在使用前应混匀。

11. 应该使用新鲜配制的酶结合物工作溶液以及封

闭缓冲液。

12. 应使用聚丙烯容器来配制酶结合物工作溶液。

13. 避免将试剂储存在含高浓度的消毒气体 (次氯

酸盐气体)的环境中。避免在含有高浓度的消

毒气体的环境中进行试验。试剂也避免与强光

接触。

14. 在室温(25+3˚C)下进行试验。

15. 在进行试验过程中，确保试剂膜标有号码的一

面向上。

16. 在免疫印迹试验中，使用的摇床必须是左右摆

动而不是平面旋转式。否则试验结果偏差。

摇摆速度和角度分别为每分钟16转以及5到10
度。

17. 在使用任何自动化仪器作试验前，应通过验

证。

18. 不要将样品直接加到试剂膜上。加样品时倾斜

槽板，将样品加入到缓冲液汇集的低处。从而

避免由样品引起的斑点。

19. 避免使用自动除霜冰箱储存试剂和样品。

20. 避免采用稀释或冻干样本，这些样本可能会影

响检测结果。如果必须应用类似样本作质量控

制，应先确认样本的有效性。

 标识的解释 

  体外诊断试剂

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

澳大利亚国家参比实验

室(NRL) 1987，
1条ENV带和任何3条
GAG和POL带

德国病毒疾病控制协会 
(DVV)
DIN 58969，第41部分。

1条ENV带和至少1条
GAG和POL带

1 ASTPHLD (Association of State and Territorial Public 
Health Laboratory Directors) 1998年更名为APHL 
(Association of Public Laboratories) 。

当一个人处于血清学转型时期，试剂膜上的条带可

能不会完全显示出来，但在此后的两到六个月时间

内，反应性会逐渐增强(条带的数量和强度)。大多

数阳性试验结果的试剂膜都会有其它病毒特异带的

出现。

“不确定”结果不能用来作为HIV-1型病毒感染的

凭据。建议所有不确定结果都用原血清和再次取样

的血清进行重复检测。献血员出现“不确定”结果

时，应在1个月后采用新鲜血清进行重新检测(US 
CDC 2001)。另外，p24和p31抗体随着艾滋病的

病程减少，从而导致在印迹试验的结果从阳性转为

“不确定”结果。这种情况下，对结果的解释必须

基于再次蛋白印迹试验和临床诊断的结果进行正确

的判断。

在一些HIV-1呈不确定结果的样品里，如果HIV-2
条带呈阴性反应，这不能排除HIV-2型感染的可能

性。

如样本检测结果显示有HIV-2型感染，应使用HIV-2
型的蛋白印迹试剂盒进行进一步的确认试验。

表2：HIV-1病毒抗原与正常献血员及被其它病毒感

染的血清反应之特异性研究。

样品组别 总数量 阳性数
HIV-1

"不确定"
反应*

阴性数

正常献血员 208 0 11 197

病毒感染

HTLV-1
5 0 0 5

巨细胞病毒 5 0 1 4

EBV (IgM) 5 0 1 4

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 1 4

麻疹 6 0 2 4

风疹 5 0 1 4

腮腺炎 4 0 1 3

腺病毒 5 0 2 3

单纯性疱疹 5 0 0 5

登革热 5 0 1 4

总计 258 0 21 237

* 所有都仅显示出p24或p17带。
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上表中的有些不同的抗原来自同一前体蛋白，抗原

决定部位可有重叠。在分析试验结果时应考虑到这

一点，例如：

1. 在没有gp160的情况下是不可能检测到gp41，
因gp160是gp41的聚合体而且在MPD HIV 
BLOT 2.2上，gp160的浓度高于gp41。

2. 在对于p24和/或p17有强反应的情况下，p55
通常都会被检测到。p42和p39的条带都是

GAG的碎片，不应解释为gp41 (ENV)。
3. POL基因组p66、p51和p31一般会同时被检测

到，但p66和p31的敏感性高于p51。
4. HIV-2的血清样本会和一些HIV-1条带呈交叉

反应，通常是与GAG和/或POL抗原有反应。

但有时也和gp160条带有交叉反应，而与gp41
极少有交叉反应。

5. 在gp160周围有一高分子量条带，是GAG-
POL前体蛋白，出现在某些高滴度HIV-2样本

或不确定血样本中(仅有GAG带)，但条带模式

是清晰和细窄的，与ENV gp160的扩散状不

同。

结果分析过程包括：

1. 确定样本质控带显色。否则，检测无效，因为

这表明操作有错误，如未加样品、酶结合物或

底物液。

2. 以强阳性和/或弱阳性对照试剂膜条为标准，

确定检测试剂膜上每一条带的分子量。

3. 根据有关部门(即卫生部、世界卫生组织等)推
荐的特异性条带模式，分析检测出的条带。

检测结果分析随当地的政策规定而不同。MP建议

根据当地立法机构的政策规定而进行判断。下面所

列是不同国际组织推荐的一些标准。

我们推荐使用下列标准对MPD HIV BLOT 2.2检测

结果进行分析。对显现的每条条带均应记录，并将

结果分析为阴性、阳性或不确定。

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

美国ASTPHLD1和CDC，

1989
p24、gp41、gp120/
gp160之中任何2条

法国全国输血中心
2条ENV (2)带和GAG
或POL带

世界卫生组织
2条ENV (2)带，有或

无 GAG或POL带

美国泛美逆转录病毒血清

标准协会(CRSS)，1988
1条ENV带和p24或
p31带

美国红十字会 (ARC)， 
1988

GAG、POL和ENV各
1条带

中国CDC，2004
2条ENV带 (gp41和
gp160/gp120)，或1
条ENV带和p24带

显现条带 分析结果

没有出现病毒的特异性条带 阴性

只检测出p17抗体，没有其它条带 阴性

检测出2个ENV (gp160/gp41和
gp120)及任何一个GAG (p17, p24, 
p55)，或检测出2个ENV (gp160/
gp41和gp120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)

HIV-1阳性

检测出2个ENV (gp 160/gp 41和
gp 120)及任何一个GAG (p17、
p24、p55)且HIV – 2特定带清晰

可见。或检测出2个ENV (gp 160/
gp 41和gp 120)及任何一个POL 
(p31、p51、p66)且HIV – 2特定带

清晰可见。

HIV-1阳性

且提示HIV- 
2 阳性

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性。
不确定2

出现任何特异性条带，但不足于被

判断为阳性，且HIV- 2特异性条带

清晰可见。 

不确定2

但提示HIV- 
2阳性

2 对不确定结果的判断：

“不确定”结果不能作为HIV感染的诊断依据。基

于多数最初判断为“不确定” HIV感染者在一个月

内可检测到HIV抗体的事实，美国CDC (2001) 建
议对这一人群一个月后复查，如果一个月后检测仍

为“不确定”，近期又无HIV暴露的可疑史，可排

除HIV感染。

最近Feibig等人研究证明，虽然免疫印迹检测原

发性HIV-1感染的窗口期长达22天，但从最初“不

确定”到“完全阳性”检测结果的转变不会超过8
天。而且，真正感染HIV的“不确定”病人总是可

检测到HIV-1 RNA。反之，对初筛检测为阳性和确

认试验为“不确定”，但PCR检测确认为阴性的 
(Sehtoe et al, 1995)个体随访研究表明，个体没有

血清学改变。因此，免疫印迹检测为“不确定”且

PCR检测为阴性个体不应考虑为HIV感染，特别是

无HIV暴露风险史。

需要指出的是，第四代 ELISA 初筛阳性和免疫印

迹检测为“不确定”的个体，应该用RT-PCR检

测病毒的RNA，其引物应覆盖HIV-1/2/O型。如需

要，一月后应考虑任何辅助方法复检随访。所以，

第四代ELISA特点就是可同时检测抗原和抗体。虽

然超过95%真阳性病例确诊由第四代ELISA和免疫

印迹的抗体检测相关并确诊，但小部分与p24抗原

相关的病例需要用PT-PCR检测确认。再次强调，

没有任何HIV暴露风险史的人，即使第四代ELISA
检测阳性且免疫印迹检测为“不确定”结果，也不

太可能为HIV感染，除非RNA检测结果阳性(引物覆

盖HIV-1/2/O型) 。

然而，相关权威组织(US CDC 2001; Constantine 
& Zink, 2005)还未批准HIV DNA和RNA核酸检测用

于诊断。迄今，美国FDA唯一批准的是RNA定量检

测用于HIV原发的和急性感染的诊断。因此，美国 
CDC (2001)和WHO (2004)还未更新检测流程，核

酸检测也不是解决免疫印迹 “不确定”的方法。

但美国CDC (2001)认为：对临床和实验室专家来

说，核酸检测对初始免疫印迹 “不确定”的个体

判断是否感染是有用的。

 检验方法的局限性 

HIV-1型抗体的检测结果并不能完全代表对获得性

免疫缺陷综合症(艾滋病)的诊断。蛋白印迹检测的

阴性结果并不能保证没有艾滋病的致病源。尽管

HIV-1型抗体阳性的结果显示有病毒感染，但只有

当符合美国疾病控制中心或世界卫生组织或其他有

关权威机构设定的艾滋病病症定义时才能诊断为艾

滋病。

 产品性能指标 

在临床研究中，对用于检测HIV-1和HIV-2抗体的

HIV BLOT 2.2的性能进行了评价。

表1：HIV-1病毒抗原与HIV-1阳性血清样品反应的

灵敏度研究(样品数量 = 201) 

表3：HIV-2多肽特异带与HIV-2阳性血清样品反应

的灵敏度研究 (样品数量 = 178) 

表4：HIV-2多肽特异带与HIV-1阳性血清、正常献

血员样本及被其它病毒感染的血清之特异性研究

血清学参比 HIV BLOT 2.2
数(百分比)

DuPont /Ortho
HIV-1 WB
数(百分比)

GAG，POL和
ENV

(97.5%) (95.4 %)

p24，p31，
gp41及/或
gp120 / gp 160

(94.9 %) (90.9 %)

ENV和GAG
或POL

(100.0 %)  (100.0 %)

HIV-2 
免疫印迹的
血清学组别@

HIV-2多肽特异带的反应性

阳性(数) 阴性(数) 

GAG，POL和
2个ENV

160 0

GAG，POL和
1个ENV

18 0

@血清由Pasteur new LAV Blot 2的检测结果定义为阳性。

数据由Genoa大学人类逆转录病毒实验室的Oliviero E. 
Varnier博士和Flavia Lillo博士提供。

样品组别 数量
HIV-2多肽带反应性

阳性数 阴性数

HIV-1阳性血清 197 16a 181

正常献血员 208 0 208

HTLV-1阳性血清 5 0 5

巨细胞病毒 5 0 5

EBV (IgM) 5 0 5

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 5

麻疹 6 0 6

风疹 5 0 5

腮腺炎 4 0 4

腺病毒 5 0 5

单纯性疱疹 5 0 5

登革热 5 0 5

总计 455 16 439
a当用HIV-2免疫印迹进行测试，其中的6个样品与ENV和

GAG或POL有反应，9个样品仅与GAG及/或POL有反应，

而另一个样品为阴性。

 注意事项 

  安全注意事项

1. 仅供体外诊断用。

2. 仅供专业人员用。

3. 请参阅说明书以及标签中关于潜在有害物的信

息。

  健康和安全信息

注意：本试剂盒内含有人源物质。所

以试验不能确保人血产品不含传染

源。

将样品、阳性对照、弱阳性对照和阴性对照作为潜
在传染物质处理。建议按实验室操作规范处理样品

和各种组分。根据规定的安全程序丢弃样品和各种

组分。

阳性对照、弱阳性对和阴性对照含有硫柳汞消毒液

和叠氮钠；样品稀释缓冲液和浓缩洗涤液含有硫柳

汞消毒液；酶结合物含有叠氮钠。叠氮钠会与含铜

或铅的水管起作用而产生具爆炸性物质。虽含量

少，但是在丢弃叠氮钠后，需要用大量的水冲洗，

以避免叠氮化物在管道中累积。叠氮化物存在以下

的风险：吞入时有害。

底物液中含有5溴-4氯-3吲哚磷酸盐(BCIP)和硝基

四氮唑(NBT)。这2种物质被欧盟指令定为有害物

质。存在下列的风险：吸入、与皮肤接触以及吞入

时有害。

1. 在瓶中取液体应避免微生物的污染。

2. 禁止用嘴吸液。

3. 将样品、硝酸纤维试剂膜、阳性对照、阴性对

照作为潜在的传染物处理。

4. 在作试验时，应穿外套和戴一次性手套。将手

套丢弃在生物危害废物袋内。

5. 强力推荐在生物安全柜操作试验。

6. 禁止本产品与食品和饮料放置在一起。

7. 发生事故或与眼睛接触时，应立即用大量水清

洗，并寻求医生的建议。

8. 当意外融入污染物或与伤口接触时，应立即寻

求医生建议。

9. 当污染物溅出时，用吸水纸抹干，再用含1%
的次氯酸钠溶液抹布处理污染区。酸性溅出液

必须严守此步骤。不能使用高压灭菌器消毒含

有次氯酸钠的废弃物。

10. 废弃物和污染物应在121˚C下高压灭菌30分钟

后，才可丢弃。或在5%的次氯酸钠溶液中浸

泡30-60分钟后，丢弃在生物危害袋中。

11. 次氯酸钠消毒法的最低有效浓度为1%。放置

最少30分钟以确保消毒效果。

12. 禁止重复使用孵育板。

  操作上的注意事项

1. 应严格按照说明书的规定操作方法进行操作。

否则会引起异常的结果。

2. 不能混合使用不同批号的组成成分。使用配套

的对照、酶结合物和试剂膜才能得到最佳的效

果，请只使用试剂盒提供的试剂。

3. 在试剂盒上标记的有效期内使用试剂盒。

4. 在提取液体时应使用无菌的移液器以及加样头

避免微生物污染。微生物污染会缩短试剂盒的

有效期以及检测结果错误。

5. 每次的检验，都应使用对照。

6. 未免交叉污染，每个样品都须用新的加样头取

液。

7. 在低温下取液后立即把试剂盒放回2 ˚C到

8˚C。

8. 玻璃器皿在使用前应用2M的次氯酸溶液洗

涤，然后用蒸馏水或去离子水彻底的冲洗。

9. 仅使用试验适用水、蒸馏水或去离子水来稀释

试剂。

10. 所有试剂在使用前应混匀。

11. 应该使用新鲜配制的酶结合物工作溶液以及封

闭缓冲液。

12. 应使用聚丙烯容器来配制酶结合物工作溶液。

13. 避免将试剂储存在含高浓度的消毒气体 (次氯

酸盐气体)的环境中。避免在含有高浓度的消

毒气体的环境中进行试验。试剂也避免与强光

接触。

14. 在室温(25+3˚C)下进行试验。

15. 在进行试验过程中，确保试剂膜标有号码的一

面向上。

16. 在免疫印迹试验中，使用的摇床必须是左右摆

动而不是平面旋转式。否则试验结果偏差。

摇摆速度和角度分别为每分钟16转以及5到10
度。

17. 在使用任何自动化仪器作试验前，应通过验

证。

18. 不要将样品直接加到试剂膜上。加样品时倾斜

槽板，将样品加入到缓冲液汇集的低处。从而

避免由样品引起的斑点。

19. 避免使用自动除霜冰箱储存试剂和样品。

20. 避免采用稀释或冻干样本，这些样本可能会影

响检测结果。如果必须应用类似样本作质量控

制，应先确认样本的有效性。

 标识的解释 

  体外诊断试剂

组织机构
免疫蛋白印迹检测
阳性判定标准

澳大利亚国家参比实验

室(NRL) 1987，
1条ENV带和任何3条
GAG和POL带

德国病毒疾病控制协会 
(DVV)
DIN 58969，第41部分。

1条ENV带和至少1条
GAG和POL带

1 ASTPHLD (Association of State and Territorial Public 
Health Laboratory Directors) 1998年更名为APHL 
(Association of Public Laboratories) 。

当一个人处于血清学转型时期，试剂膜上的条带可

能不会完全显示出来，但在此后的两到六个月时间

内，反应性会逐渐增强(条带的数量和强度)。大多

数阳性试验结果的试剂膜都会有其它病毒特异带的

出现。

“不确定”结果不能用来作为HIV-1型病毒感染的

凭据。建议所有不确定结果都用原血清和再次取样

的血清进行重复检测。献血员出现“不确定”结果

时，应在1个月后采用新鲜血清进行重新检测(US 
CDC 2001)。另外，p24和p31抗体随着艾滋病的

病程减少，从而导致在印迹试验的结果从阳性转为

“不确定”结果。这种情况下，对结果的解释必须

基于再次蛋白印迹试验和临床诊断的结果进行正确

的判断。

在一些HIV-1呈不确定结果的样品里，如果HIV-2
条带呈阴性反应，这不能排除HIV-2型感染的可能

性。

如样本检测结果显示有HIV-2型感染，应使用HIV-2
型的蛋白印迹试剂盒进行进一步的确认试验。

表2：HIV-1病毒抗原与正常献血员及被其它病毒感

染的血清反应之特异性研究。

样品组别 总数量 阳性数
HIV-1

"不确定"
反应*

阴性数

正常献血员 208 0 11 197

病毒感染

HTLV-1
5 0 0 5

巨细胞病毒 5 0 1 4

EBV (IgM) 5 0 1 4

带状疱疹

病毒(IgG)
5 0 1 4

麻疹 6 0 2 4

风疹 5 0 1 4

腮腺炎 4 0 1 3

腺病毒 5 0 2 3

单纯性疱疹 5 0 0 5

登革热 5 0 1 4

总计 258 0 21 237

* 所有都仅显示出p24或p17带。
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故障检查表

试剂膜条上

显示出黑色

斑点   

试剂膜条上

显示出白色

斑点

条带没有显示

出来或很弱

显示出非特异性条

带但没有HIV – 2阳
性条带

无论有或没有阳性

条带出现时，试剂

膜条上产生强烈的

背景

在阴性对照膜上,出
现样本质控带外的

条带。

试剂膜上出非特异

性条带和/或产生深

色背景

试剂膜缺损

1. 破裂。

2. 试剂膜内含气泡，导

致出现很大的白斑

点，而妨碍了条带的

检测。

3. 初次打开膜管后，发

现试剂膜上长了霉

菌，形成黑色斑点。

但是，如果黑色斑点

的出现是发生在初次

打开膜条管之后，那

么问题就在于使用者

的储存不当。

孵育板或试剂膜条

发生了交叉污染。

样本质控带

没有显现

1. 试剂膜过度显

色(缩短显色时

间)。
2. 清洗不恰当。

1. 样品的反应性太

强，并与微量中

间体反应。

2 . 样 品 与 制 备 病

毒 ( 如： H L A 、

ABC、DR)时存在

的H – 9蛋白质发

生了交叉反应。

3. 某些样品会在80 
– 90KD左右的区

域出现相关的条

带(去糖基抗原)。

检查阳

性对照

1. 试验过程中,试剂

膜被翻转。

2. 使用前,没有清洗

孵育板。

3. 封闭粉没有完全

地溶解。

4. 制造过程中,电转

印出现干扰。

1. 测试样品被细菌

或霉菌污染。

2. 老化的测试样品

出现免疫复合物

沉淀。

3. 由于储存不当，

试剂膜受到细菌

或霉菌污染。

4. 试剂膜条受损破

裂或被划伤。

5. 没有恰当洗涤试

剂膜。   

问题可能由试剂引起。

1. 试 剂 的 制 备 方 法 不

当。

2. 配制酶结合物工作液

时，稀释发生错误。

3. 由于暴露于不适当的

温度下而造成试剂不

稳定。

4. 酶结合物受到人体lgG
污染。

5. 由于暴露于强烈紫外

光或还原剂中，而造

成底物液的pH值不正

确。
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含有较高浓度的磷酸

盐。

7. 使用旋转式而不是有

角度的振荡摇床。
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起：
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2. 试验样品被酶结合物

污染。

3. 试验样品出现严重免

疫络合的现象。

4. 由于重复冷冻、融化
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分解。
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床。
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当地洗涤试剂膜。
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5. 试验样品与非病毒类

蛋白质发生了反应。

阳性对照微弱 阳性对照没问题

血清对照
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毒 ( 如： H L A 、

ABC、DR)时存在
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地溶解。

4. 制造过程中,电转
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污染。
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光或还原剂中，而造
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3. 试验过程中，没有恰
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4. 孵育温度高于30˚C。

5. 试验样品与非病毒类

蛋白质发生了反应。

阳性对照微弱 阳性对照没问题
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故障检查表

试剂膜条上

显示出黑色

斑点   

试剂膜条上

显示出白色

斑点

条带没有显示

出来或很弱

显示出非特异性条

带但没有HIV – 2阳
性条带

无论有或没有阳性

条带出现时，试剂

膜条上产生强烈的

背景

在阴性对照膜上,出
现样本质控带外的

条带。

试剂膜上出非特异

性条带和/或产生深

色背景

试剂膜缺损

1. 破裂。

2. 试剂膜内含气泡，导

致出现很大的白斑

点，而妨碍了条带的

检测。

3. 初次打开膜管后，发

现试剂膜上长了霉

菌，形成黑色斑点。

但是，如果黑色斑点

的出现是发生在初次

打开膜条管之后，那

么问题就在于使用者

的储存不当。

孵育板或试剂膜条

发生了交叉污染。

样本质控带

没有显现

1. 试剂膜过度显

色(缩短显色时

间)。
2. 清洗不恰当。

1. 样品的反应性太

强，并与微量中

间体反应。

2 . 样 品 与 制 备 病

毒 ( 如： H L A 、

ABC、DR)时存在

的H – 9蛋白质发

生了交叉反应。

3. 某些样品会在80 
– 90KD左右的区

域出现相关的条

带(去糖基抗原)。

检查阳

性对照

1. 试验过程中,试剂

膜被翻转。

2. 使用前,没有清洗

孵育板。

3. 封闭粉没有完全

地溶解。

4. 制造过程中,电转

印出现干扰。

1. 测试样品被细菌

或霉菌污染。

2. 老化的测试样品

出现免疫复合物

沉淀。

3. 由于储存不当，

试剂膜受到细菌

或霉菌污染。

4. 试剂膜条受损破

裂或被划伤。

5. 没有恰当洗涤试

剂膜。   

问题可能由试剂引起。

1. 试 剂 的 制 备 方 法 不

当。

2. 配制酶结合物工作液

时，稀释发生错误。

3. 由于暴露于不适当的

温度下而造成试剂不

稳定。

4. 酶结合物受到人体lgG
污染。

5. 由于暴露于强烈紫外

光或还原剂中，而造

成底物液的pH值不正

确。

6. 孵育板、试剂或水中

含有较高浓度的磷酸

盐。

7. 使用旋转式而不是有

角度的振荡摇床。

问题可能由试验样品引

起：

1. 试验样品稀释错误。

2. 试验样品被酶结合物

污染。

3. 试验样品出现严重免

疫络合的现象。

4. 由于重复冷冻、融化

或储存不当，而导致

试验样品的IgG退化或

分解。

5. 使用的是旋转式而不

是 有 角 度 的 振 荡 摇

床。

6. 试验样品可能是ELISA
假阳性。

1. 没有加入血清。

2. 试验过程中，试剂膜

被翻转。

3. 没有加入酶结合物。

4. 没有加入底物液。

1. 试验样品或酶结合物

稀释错误。

2. 试验样品或试剂的孵

育时间太长。

3. 试验过程中，没有恰

当地洗涤试剂膜。

4. 孵育温度高于30˚C。

5. 试验样品与非病毒类

蛋白质发生了反应。

阳性对照微弱 阳性对照没问题

血清对照

HIV-2特异性条带
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