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  [摘 要] 目的 对比研究2种不同品牌ELISA试剂盒检测细胞培养上清液中人白细胞介素-8(IL-8)水

平情况。方法 不同浓度聚肌胞苷酸(Poly
 

I:C)刺激A549细胞10、24
 

h,收集细胞上清液,共获得40份样本,
分为1~10组,每组4份。采用2种ELISA试剂盒(试剂盒A、试剂盒B)检测细胞培养上清液中IL-8水平,对

比2个试剂盒检测得到的组间数据或同组数据的一致性或差异性。结果 2种试剂盒拟合曲线中相关系数值

分别为:0.999
 

600、0.999
 

602,检测标准品结果相关性良好。试剂盒B检测样品1、2组中IL-8水平比较,差异

有统计学意义(P<0.01),但试剂盒A检测样品1、2组中IL-8水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);2种试

剂盒检测样品8、9组及样品9、10组中IL-8水平比较,差异均有统计学意义(P<0.01)。仅试剂盒B检测样品

1、5组中IL-8水平明显低于试剂盒A,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 不同品牌ELISA试剂盒均可用

于检测IL-8水平,但检测结果仍在一定程度上存在差异。为避免实验误差,研究中应尽量选择同一个厂家生产

的同品牌试剂盒。
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[Abstract] Objective To

 

compare
 

the
 

difference
 

of
 

human
 

interleukin-8
 

(IL-8)
 

in
 

cell
 

culture
 

superna-
tant

 

detected
 

by
 

two
 

commercial
 

ELISAs.Methods After
 

stimulating
 

A549
 

cells
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

polyinosine
 

(PolyI:C)
 

for
 

10
 

and
 

24
 

hours,the
 

cell
 

supernatant
 

was
 

collected,and
 

a
 

total
 

of
 

40
 

samples
 

were
 

obtained,which
 

were
 

divided
 

into
 

1
 

to
 

10
 

groups
 

with
 

four
 

samples
 

per
 

group.Two
 

ELISA
 

kits
 

(Kit
 

A,
kit

 

B)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

IL-8
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

cell
 

culture,and
 

the
 

consistency
 

or
 

difference
 

of
 

the
 

data
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

kits
 

between
 

groups
 

or
 

within
 

the
 

same
 

group
 

was
 

compared.Results The
 

correla-
tion

 

coefficient
 

values
 

in
 

the
 

fitting
 

curves
 

of
 

the
 

two
 

kits
 

were
 

0.999
 

600
 

and
 

0.999
 

602,respectively,indica-
ting

 

a
 

good
 

correlation
 

between
 

the
 

results
 

of
 

test
 

standards.There
 

was
 

statistical
 

significance
 

in
 

IL-8
 

level
 

be-
tween

 

group
 

1
 

and
 

2
 

of
 

samples
 

detected
 

by
 

kit
 

B
 

(P<0.01),but
 

there
 

was
 

no
 

statistical
 

significance
 

in
 

IL-8
 

level
 

between
 

group
 

1
 

and
 

2
  

of
 

samples
  

detected
 

by
 

kit
 

A
 

(P>0.05).There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

IL-
8

 

levels
 

between
 

groups
 

8
 

and
 

9
  

of
 

samples
 

and
 

groups
 

9
 

and
 

10
  

of
 

samples
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

kits
 

(P<
0.01).The

 

level
 

of
 

IL-8
 

in
 

groups
 

1
 

and
 

5
 

of
 

samples
 

detected
 

by
 

kit
 

B
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

kit
 

A,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01).Conclusion Different
 

brands
 

of
 

ELISA
 

kits
 

can
 

be
 

used
 

to
 

detect
 

IL-8
 

levels,but
 

the
 

detection
 

results
 

are
 

still
 

different
 

to
 

a
 

certain
 

extent.In
 

order
 

to
 

avoid
 

experimental
 

errors,the
 

same
 

brand
 

kit
 

produced
 

by
 

the
 

same
 

manufacturer
 

should
 

be
 

selected
 

as
 

far
 

as
 

possi-

·147·现代医药卫生2024年3月第40卷第5期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,March
 

2024,Vol.40,No.5

* 基金项目:国 家 自 然 科 学 基 金 地 区 科 学 基 金 项 目 (81860003;81960001);贵 州 省 科 技 厅 高 层 次 创 新 型 人 才 (千 层 次)项 目

(GZSYQCC2023011号);贵州省贵阳市科技局重大专项计划(筑科合同〔2022〕-4-1号);贵州省中医药管理局中医药、民族医药科学技术研究课题

(QZYY-2018-010);贵州省卫健委科学技术基金项目(gzwjw2018-1-049)。

  作者简介:张梅(1999—),硕士研究生在读,主要从事病毒免疫学方向研究。 △ 通信作者,E-mail:yezhixu126@126.com。



ble
 

in
 

the
 

study.
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  白细胞介素-8(IL-8)又称为趋化因子CXCL8,是
一种具有强大中性粒细胞趋化活性的细胞因子,会引起

组织损伤。各种免疫细胞、上皮细胞均可分泌IL-8[1-2]。
IL-8介导细胞发育和炎症反应过程中的中性粒细胞

迁移,因此其与许多炎症性疾病和肿瘤性疾病相

关[3-5]。目前,IL-8已经从一种中性粒细胞趋化剂演

变为多种炎症及肿瘤性疾病的治疗靶点[6]。因此,检
测IL-8水平在科学研究中具有重要意义。目前,IL-8

 

实验 室 检 测 技 术 主 要 包 括 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)及实时荧光定量聚合酶链式反应(Q-PCR)。
ELISA是一种定量IL-8的可靠方法,操作简单。市

场上有不同品牌ELISA试剂盒检测IL-8,价格不等,
在检测范围和检测下限方面均有所不同,但不同厂家

的试剂盒检测性能之间是否存在差异目前尚不清楚。
本研究选取了2个不同厂家生产的ELISA

 

试剂盒,
检测细胞培养上清液中的IL-8水平,比较2种试剂盒

的性能,分析检测结果之间的一致性及差异性,为下

一步研究中选取合适的试剂盒提供参考依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 肺腺癌上皮细胞A549细胞系由重庆

医科大学附属儿童医院呼吸病研究室刘恩梅教授

惠赠。
1.1.2 主要试剂及器材 聚肌胞苷酸(Poly

 

I:C)购
自中国 Med

 

Chem
 

Express公司(货号42424-50-0);
DMEM液体培养基和胎牛血清购自美国 Hyclone

 

公

司;人IL-8
 

ELISA试剂盒分别购自武汉博士德公司

(货 号:EK0413)及 北 京 四 正 柏 公 司 (货 号:
CHE0011);311细胞培养箱购自德国Thermo

 

Scien-
tific公司;酶标仪购自美国BioTek公司。
1.2 方法

1.2.1 Poly
 

I:C刺激A549细胞模型建立 A549细

胞按每孔2.5×105 铺板于24孔板中,待细胞单层生

长至80%时,每孔分别加入含不同浓度 Poly
 

I:C
(2

 

μg/mL及20
 

μg/mL)的DMEM培养基(含2%胎

牛血清)500
 

mL进行刺激,细胞在37
 

℃、5%
 

CO2 条

件下培养。分别收集刺激10、24
 

h后细胞上清液,
-80

 

℃保存。将样品分为1~10组,每组4份。
1.2.2 ELISA检测及结果分析 博士德品牌为试剂

盒A组,四正柏品牌为试剂盒B组。2种试剂盒检测

原理均为双抗体夹心法,包被物均为抗人
 

IL-8
 

抗体,
酶结合物均为链霉亲和素(HRP)标记的抗人抗体,显
色液均为四甲基联苯胺(TMB),实验均在室温下进

行,检测范围均为15.6~1
 

000.0
 

pg/mL。
ELISA检测步骤均严格按说明书操作。均在同

一时间、同一条件下由实验经验丰富的实验人员独立

完成,检测样本为同一样本。每个试剂盒的细胞培养

上清液样本和标准品均采用双复孔实验。主要步骤

内容相同:配制标准曲线样品浓度;加入标准品及样

品,每个标准品或样品均按双复孔加样;37
 

℃反应
 

90
 

min;洗板(试剂盒 A不洗板,甩干即可;试剂盒B需

洗板);加生物素标记抗体,37
 

℃反应60
 

min;洗板;
加入酶结合物,37

 

℃反应30
 

min;洗板;加入显色液

TMB
 

37
 

℃反应15~20
 

min;加入终止液;用酶标仪

在450
 

nm上测定吸光度(A)值。
1.3 统计学处理 对标准品及每份样本双复孔的2
个A 值取平均值,以标准品浓度为横坐标,A 值为纵

坐标,采用ELISA
 

Calc软件绘制并选取最佳拟合曲

线,计算结果。最终实验数据采用GraphPad
 

9.2
 

软

件进行统计分析,所有结果均以x±s表示,统计显著

性分析采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 2种试剂盒检测标准品的拟合曲线比较 2种

试剂盒均采用指数绘制拟合曲线,相关系数(R2)值分

别为:0.999
 

600,0.999
 

602。见图1。
2.2 2种试剂盒检测不同样品组别中IL-8水平比

较 对相邻样品组间存在差异的结果进行统计分析,
结果显示:试剂盒B检测样品1、2组中IL-8水平比

较,差异有统计学意义(P<0.01),但试剂盒A检测样

品1、2组中IL-8水平比较,差异无统计学意义(P>
0.05);2种试剂盒检测样品8、9组中IL-8水平比较,差
异均有统计学意义(试剂盒 A:P<0.001,试剂盒B:
P<0.01);2种试剂盒检测样品9、10组中IL-8水平比

较,差异均有统计学意义(试剂盒A:P<0.01,试剂盒

B:P<0.001)。2种试剂盒其余各样品组间IL-8水平

比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1、图2。
表1  2种试剂盒检测不同样品组别中IL-8水平

   比较(x±s,pg/mL)

组别 试剂盒A 试剂盒B
样品1组 638.60±73.81 523.80±12.12c

样品2组 719.80±49.78 669.90±75.94a

样品3组 702.40±82.63 597.40±39.46
样品4组 679.50±48.49 665.40±101.30
样品5组 756.70±64.32 646.40±61.72c

样品6组 787.50±81.19 706.30±44.06
样品7组 690.40±63.20 675.10±34.07
样品8组 607.70±54.86b 633.10±106.00b

样品9组 1
 

068.00±86.89 1
 

026.00±107.10
样品10组 713.50±115.20b 640.70±71.02b

  注:与同种试剂盒检测样品1组比较,aP<0.01;与同种试剂盒检

测样品9组比较,bP<0.01;与不同种试剂盒检测同样品组比较,cP<
0.01。
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  注:A.试剂盒A;B.试剂盒B。

图1  2种试剂盒检测标准品的拟合曲线

  注:A.试剂盒A;B.试剂盒B;aP<0.001,bP<0.01,NSP>0.05。

图2  2种试剂盒对不同组别样品检测结果差异比较

2.3 2种试剂盒对同一样品组别中IL-8水平检测结

果差异比较 仅样品1、5组中试剂盒B检测IL-8水

平明显低于试剂盒A,差异有统计学意义(P<0.01),
其余各样品组中试剂盒A、B检测IL-8水平比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。见表1、图3。

  注:aP<0.05。

图3  2种试剂盒对同一样品组别中IL-8水平检测结果

差异比较

3 讨  论

  IL-8与多种炎症性疾病及肿瘤性疾病密切相

关[1-2]。Poly(I:C)是病毒双链RNA(dsRNA)的模拟

物,作为TLR3配体,能在体内外明显诱导气道上皮

细胞和中性粒细胞产生lL-8[7]。本研究采用 Poly
(I:C)刺激 A549细胞中IL-8产生,收集细胞培养上

清液,选用2种不同品牌试剂盒,在同一条件下检测

同一样本,结果发现,2个试剂盒检测标准品结果相关

性良好,说明2个试剂盒均可用于IL-8水平的检测,

且利用标准品绘制的拟合曲线可较好反映待测样品

中IL-8的水平。比较不同样品组间检测数值及同一

个样品组中2种试剂盒检测数据,二者总体上趋势一

致,提示2种试剂盒检测一致性较好。IMTIAZ等[8]

比较不同品牌的ELISA试剂盒对牛奶中黄曲霉毒素

的定量测定结果,发现所有品牌ELISA试剂盒对黄

曲霉毒素的定量测定效果相当,且定量均在可接受范

围内,无假阳性或假阴性结果。分析本研究中2种试

剂盒检测性能相对原因:可能是2种试剂盒检测原

理、包被物、酶结合物均相同,检测过程均相似。2种

试剂盒均为国产试剂盒,价格便宜,二者价格相当,实
验过程简单,检测一致性相对较好,研究中均可选用。

本研究对比2种试剂盒检测得到的组间数据或

同组数据,仍在一定程度上存在差异。较多研究显

示,不同厂家试剂盒会对实验结果产生影响。一项研

究比较3种ELISA试剂盒检测抗载脂蛋白 A1的自

身抗体,结果发现3种试剂盒之间存在实质性差异,
血清阳性率检出率为1.9%~24.5%[9]。另一项研究

比较2种试剂盒对治疗克罗恩病的乌司奴单抗浓度

进行检测,结果发现试剂盒 A、B测得的中位谷浓度

分别为0.26、0.38
 

mcg/mL。低谷浓度时,试剂盒A
在许多情况下不能检测到,并且测量值为0,而试剂盒

B即使在低浓度下也显示其相对值[10]。余悠悠等[11]

比较了3种ELISA试剂盒检测血清抗酿酒酵母菌抗
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体的结果,发现不同试剂盒间的检测结果亦不完全一

致。李红等[12]对比2个厂家生产的试剂检测大鼠血

清碱性磷酸酶,虽然结果相关性良好,但结果比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。MÜLLER等[13]研究结

果显示,尽管采用2种检测原理和方法均相同的

ELISA试剂检测血清中病毒中和抗体水平,2种试剂

盒特异性甚至敏感性上均存在令人惊讶的差异。采

用不同ELISA试剂盒也会影响疾病流行病学的研究

结果[14]。VAN
 

DEN
 

HOOGEN等[15]比较了5种商

业试剂盒对疟疾抗体的检测情况,并结合流行病学分

析,发现有3种试剂盒存在灵敏度低、特异性差、对弓

形虫的交叉反应性高等缺点,而其中一种试剂盒能最

准确地描述历史和最近的疟疾传播模式,相反,有些

试剂盒的结果却不能反映出疟疾在任何一种情况下

的传播模式。另一项研究对比了不同试剂盒对弓形

虫的检测情况,发现不同试剂盒特异性也不同,而某

些试剂盒对弓形虫的假阳性检出结果更多,强调需要

用不同的血清学检测技术来确定疾病状态[16]。结合

众多研究,分析本研究中2个试剂盒存在差异的原因

可能与不同厂家ELISA试剂盒制作的原材料、制作

工艺、酶标板包被技术、不同厂家抗体的来源及纯化

方式存在差异等有关[17-19]。此外,基质的选择(血浆

和血清)也影响抗体的检出结果及血清阳性率[9]。本

研究中,虽然2个ELISA试剂盒对IL-8检测水平存

在一定程度的差异,但它们肯定能检测到样品中绝大

多数的IL-8水平。不同ELISA试剂盒检测得到的结

果之间不可互换[20]。IL-8水平检测的准确性在研究

中至关重要,使用的试剂对检测结果会存在影响,提
示研究中应避免更换试剂盒,其次重复验证实验结

果、采取多种方法证实研究结果至关重要。
综上所述,2种不同品牌

 

ELISA试剂盒均可用于

检测IL-8水平,检测结果大体一致,但仍在一定程度

上存在差异。实验如要进行对比研究,尽量选择同一

个厂家生产的同品牌试剂盒,不应随意更换试剂盒,
避免实验误差。

(致谢:重庆医科大学附属儿童医院呼吸病研究

室刘恩梅教授。)
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