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准确滴定溶血素的方法研究

刘  畅，王 彬，赵景辉，邵逸文，曹大伟 *

（山东泰邦生物制品有限公司，泰安 271000）

摘 要：目的 本文旨在探究一种准确滴定溶血素的方法，以规避经典方法中难以客观判断滴定终点的问题。 

方法 利用溶血素影响补体对绵羊红细胞的溶血反应，以非线性模型 – 自由型四参数拟合曲线代替经典的线性回归

模型，以 IC50 对应稀释度为溶血素最适稀释度。结果 对同一批溶血素进行 6 次滴定实验，使用自由型四参数拟合

曲线模型滴定结果分别为 1∶1139，1∶1128，1∶1090，1∶1086，1∶1207，1∶1190，相关系数 r2 分别为 0.9991、

0.9987、0.9978、0.9979、0.9965、0.9974，滴定结果相对偏差（RSD）为 5%，残差平方和分别为 6.8873×10-5、

9.9401×10-5、17.5828×10-5、16.4352×10-5、27.8222×10-5、20.3063×10-5，残差绝对值均小于 0.03；使用经典直线回

归模型溶血素滴定结果为 1∶1200，残差绝对值小于 10，残差平方和为 7.4802。结论 该方法滴定结果稳定，能够

准确定位溶血素对绵羊红细胞的最适敏化稀释度。
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0  引  言 

补体在人体内的免疫系统中起到了重要的作用，过度的补

体激活会导致人体自身正常组织的炎症和损伤，如急性肺损

伤、类风湿关节炎等 [1]，所以抗补体活性检测是食品药品质量

的一项重要安全指标 [2-4]，而溶血素的滴定则是准确检测抗补体

活性的必要条件。

待测样品溶血素含量和活性的不确定性决定了在进行溶血

反应时，相同稀释度的不同血清样品其溶血反应率可能在较大

的范围内波动。虽然根据测定结果可调整样品血清的稀释度后

重新测定，其结果是大幅增加了实验工作量 ，同时降低了不同

批次试验结果之间的可比性。

在经典溶血素滴定过程中，存在溶血素滴定终点难以判断

的问题，试验过程中并不存在完全不影响吸光度的稀释度，故

导致每个实验室对滴定终点的判断并不一致，从而在进行抗补

体活性测定试验时结果有所差异 [5-7]。其滴定方法中所建立的线

性回归模型是直线回归模型，而溶血素稀释度与溶血率直接的

响应关系并非呈直线线性，故直线回归模型并非最合适该滴定

实验的数学模型。

如上所述，溶血素稀释不当会导致绵羊红细胞的功能发

生紊乱，溶血素效价过高则加剧溶血现象，溶血素效价过低

则难以出现溶血，两种情况均可对测定结果造成很大影响，使

试验结果不能真实反映抗补体活性，严重地影响了试验的准 

确性 [8-10]。

本文旨在建立一种准确测定溶血素效价的检测统计方法，

为抗补体活性试验提供更好的血球敏化环境，使抗补体活性检

测试验结果客观准确。

1  材料与方法

1.1  仪器

XSE204 万分之一电子分析天平（METTLER TOLEDO）；

HZS-HA 水浴振荡器（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）； 

TU-1950 紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有限公司）；

L535R 台式低速离心机（长沙高新技术产业开发区湘仪离心机仪

器有限公司）。

1.2  药品与试剂

氯化钙（批号 20190124，天津百世化工有限公司，分析级）；

氯化镁（批号 20190526，天津百世化工有限公司，分析级）；

氯化钠（批号 20190724，天津凯通试剂，分析级），巴比妥钠

（批号 20200802，徐州试剂二厂）；明胶（批号 WXBC9513V，

SIGMA，生物级）；豚鼠血清（补体）；溶血素；绵羊红细胞（批

号 29220121，郑州百基生物科技有限公司）。

1.3  溶液制备

（1）镁 – 钙 贮 备 液 制 备： 称 取 氯 化 钙 1.10 g、 氯 化 镁

（MgCl2· 6H2O）5.08 g，加纯化水溶解并稀释至 25 mL。

（2）巴比妥缓冲液贮备液制备 称取氯化钠 41.51 g，巴比
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妥钠 5.13 g，加纯化水 800 mL 溶解。用 1 mol/L 盐酸溶液

调 pH 值至 7.3，加镁 – 钙储备液 2.5 mL，再加纯化水稀释至

1000 mL，用 0.22 μm 膜滤过，4℃ 保存备用。

（3）明胶巴比妥缓冲液（GVB）制备 称取明胶 0.625 g，加纯

化水 30 mL 煮沸使溶解，加巴比妥缓冲液贮备液 100 mL，再加

纯化水稀释至 500 mL，混匀即得。

（4）豚鼠血清（补体）制备从 12 只 400~500 g 豚鼠，进行心脏

采血，于 4℃，500 g 离心 10 min，除去血细胞提取血清，制备

的混合血清，小量分装，于 -70℃ 冰箱中保存。使用时稀释 300

倍进行补体滴定。 

（5）制备 5% 羊红细胞悬液。取绵羊红细胞适量，用 GVB

至少洗 3 次后，悬浮于适量 GVB 中。取 0.2 mL 红细胞悬

液，加至 2.8 mL 纯化水中，待红细胞完全溶血后，于 541 nm

处测定吸光度，根据下列公式，将该溶液的吸光度调节至

0.62±0.01。
Vf =Vi ×A/0.62

公式中：Vi 为稀释前红细胞悬液体积，mL；A 为稀释前红

细胞溶解液吸光度；Vf 为稀释后红细胞悬液体积，mL。
1.4  新式溶血素滴定方法

取冻干溶血素 1 支，用 0.5 mL 纯化水溶解后，精密量取

0.1 mL，加入 9.9 mL GVB，混匀成 1∶100 稀释液。

取试管 8 支，各加入 1mL GVB，#1、#2 管各加入 1 mL

溶血素（1∶100）稀释液，从 #2 管开始进行 2 倍稀释至 #8 管，

最后一管弃去 1 mL。则 #1 至 #8 管溶血素梯度为 1∶100、

1∶200、1∶400、1∶800、1∶1600、1∶3200、1∶6400、

1∶12800，置于冰浴中备用。

将各梯度溶血素分别与 0.2 mL 5% 绵羊红细胞悬液混合，

37℃ 水浴放置 30 min 后，取上述各梯度混合物各 0.2 mL，分

别加 GVB 1.1 mL 以及稀释的补体溶液 0.2 mL。阴性对照为

1.4 mL GVB 中加入 0.1 mL 5% 绵羊红细胞悬液；阳性对照为

1.4 mL 纯化水中加入 0.1 mL 5% 绵羊红细胞悬液。

将各管混匀，置 37℃ 振荡水浴 60 min，然后将各管取出

放置冰浴 3 min 后离心（4℃，702 g，5 min）。吸取上清液，于

541 nm 测各管吸光度。

以溶血素稀释倍数的对数为横轴（以 10 为底数），吸光度

为纵轴，建立四参数拟合曲线。记录曲线的 Top、Bottom、

LogIC50、HillSlope 和 r2 值。IC50 即绵羊红细胞灵敏度最高点，

即溶血素最适稀释倍数。

1.5  经典溶血素滴定方法 

稀释溶血素：取冻干溶血素1支，用标示量纯化水溶解后，

量取 1 mL 溶血素，加入 6.5 mL GVB，混匀成 1∶7.5 稀释液；

另取 1 mL 溶血素，加入 9 mL GVB，混匀成 1∶10 稀释液。

使用 1∶10 稀释液将溶血素依次稀释为 1∶75、1∶100、

1∶150、1∶200、1∶300、1∶400、1∶600、1∶800、1∶1600、

1∶2400、1∶3200、1∶4800，放冰浴中备用。

取 1.0 mL 不同稀释度的溶血素分别与 5% 绵羊红细胞悬液

1.0 mL 混合，37℃ 水浴 30 min，取 0.2 mL 加入明胶巴比妥缓

冲液 1.10 mL，豚鼠补体溶液 0.2 mL，37℃ 放置 60 min 后离心

（4℃，702 g，5 min）取上清液，在 541 nm 波长下测吸光度。每

个稀释度做 2 管，另做 3 管未溶血对照管（GVB 1.4 mL 加 5%

绵羊红细胞悬液 0.1 mL），3 管全溶血对照管（纯化水 1.4 mL 加

5% 绵羊红细胞悬液 0.1 mL），同法操作。

按下式计算各管溶血率以 Y 值为纵坐标，以不同溶血素稀

释梯度为横坐标作直接回归，选择增加溶血素的量也不影响（即

两梯度溶血率相对偏差不大于 2%）。Y 值的溶血素稀释度为每

1 mL 含 1 个最小溶血单位。最小溶血率应在 50%~70%，否则

实验不成立。

 100Y =
各管吸光度－未溶血对照管吸光度 × ％

全溶血管吸光度－未溶血对照管吸光度

2  结果与分析

同一批溶血素取 6 份，根据溶血素滴定方法进行滴定（溶血

素稀释方法、梯度范围、四参数拟合曲线方程的建立见溶血素

滴定方法部分），记录吸光度，溶血素滴定结果分别为 1∶1139，

1∶1128，1∶1090，1∶1086，1∶1207，1∶1190，RSD 为 5%

（见表 1）；相关系数 r2 分别为 0.9991、0.9987、0.9978、0.9979、

0.9965、0.9974，残差平方和分别为 6.8873×10-5、9.9401×10-5、

17.5828×10-5、16.4352×10-5、27.8222×10-5、20.3063×10-5（见表2）。

根据拟合曲线的相关系数和残差平方和可知，四参数拟合曲线

模型适用于溶血素滴定试验，线性良好。使用经典溶血素滴定

方法进行实验时，未溶血管吸光度为 0，全溶血管吸光度平均

值为 0.621，溶血素滴定结果为 1∶1200，相关系数 r2 为 0.96，

残差平方和为 7.4802（见表 3）。经典溶血素滴定结果的残差平方

和显著高于使用四参数拟合曲线模型拟合的结果，故本实验中

选择的溶血素稀释梯度与建立的数学模型优于经典溶血素滴定

方法（见图 1~3）。

表 1 溶血素滴定实验吸光度统计

溶血素稀释梯度 稀释倍数的对数 第一次溶血素滴定实验吸光度 第二次溶血素滴定实验吸光度 第三次溶血素滴定实验吸光度

1∶100 2 0.622 0.624 0.625 0.621 0.615 0.620

1∶200 2.30103 0.604 0.602 0.599 0.602 0.599 0.595

1∶400 2.60206 0.567 0.562 0.557 0.560 0.539 0.543

1∶800 2.90309 0.457 0.458 0.450 0.453 0.423 0.425

1∶1600 3.20412 0.218 0.215 0.212 0.211 0.201 0.197
1∶3200 3.50515 0.082 0.081 0.077 0.072 0.046 0.050
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溶血素稀释梯度 稀释倍数的对数 第一次溶血素滴定实验吸光度 第二次溶血素滴定实验吸光度 第三次溶血素滴定实验吸光度

1∶6400 3.80618 0.061 0.061 0.055 0.060 0.042 0.041

1∶12800 4.10721 0.057 0.055 0.051 0.053 0.038 0.036

溶血素稀释梯度 稀释倍数的对数 第四次溶血素滴定实验吸光度 第五次溶血素滴定实验吸光度 第六次溶血素滴定实验吸光度

1∶100 2 0.619 0.621 0.623 0.622 0.621 0.620

1∶200 2.30103 0.584 0.590 0.594 0.598 0.591 0.594

1∶400 2.60206 0.542 0.546 0.555 0.549 0.550 0.548

1∶800 2.90309 0.430 0.423 0.450 0.455 0.444 0.445

1∶1600 3.20412 0.200 0.191 0.231 0.237 0.226 0.230

1∶3200 3.50515 0.056 0.051 0.051 0.050 0.053 0.056

1∶6400 3.80618 0.042 0.046 0.044 0.048 0.040 0.041

1∶12800 4.10721 0.039 0.033 0.039 0.038 0.036 0.035

表 2 四参数拟合曲线参数统计

曲线参数 第一次溶血素滴定实验 第二次溶血素滴定实验 第三次溶血素滴定实验 第四次溶血素滴定实验 第五次溶血素滴定实验 第六次溶血素滴定实验

Top 0.6126 0.6110 0.6082 0.6051 0.6070 0.6064

Bottom 0.05184 0.04693 0.02671 0.02930 0.02753 0.02427

LogIC50 3.057 3.052 3.036 3.037 3.082 3.076

HillSlope -2.578 -2.543 -2.358 -2.409 -2.422 -2.341

IC50 1139 1128 1086 1090 1207 1190

CBA

FED

CBA

FED

注：A. 第一次溶血素滴定实验；B. 第二次溶血素滴定实验；C. 第三次溶血素滴定实验；D. 第四次溶血素滴定实验；E. 第五次溶血素滴定实验；F. 第
六次溶血素滴定实验。

图 1 溶血素滴定实验四参数拟合曲线

注：A. 第一次溶血素滴定实验；B. 第二次溶血素滴定实验；C. 第三次溶血素滴定实验；D. 第四次溶血素滴定实验；E. 第五次溶血素滴定实验；F. 第
六次溶血素滴定实验。

图 2 溶血素滴定实验残差图

表 3 经典溶血素滴定实验吸光度统计

溶血素稀释梯度 吸光度 1 吸光度 2
1∶7.5 0.618 0.619
1∶10 0.619 0.619
1∶75 0.619 0.617
1∶100 0.618 0.618
1∶150 0.618 0.618
1∶200 0.619 0.617
1∶300 0.615 0.613
1∶400 0.613 0.613
1∶ 600 0.610 0.608

续表
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溶血素稀释梯度 吸光度 1 吸光度 2
1∶800 0.604 0.604
1∶1200 0.596 0.597
1∶1600 0.553 0.554
1∶2400 0.498 0.495
1∶3200 0.414 0.411
1∶4800 0.326 0.325
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注：图 A 为溶血素滴定回归直线；图 B 为溶血素滴定残差图

图 3 经典溶血素滴定实验

3  讨论与结论 

本实验中溶血素滴定的方法是利用溶血素影响补体对绵羊

红细胞的溶血反应，以非线性模型 – 四参数拟合曲线代替经典

的线性回归模型，准确找到了溶血素对绵羊红细胞敏化最适稀

释倍数（即四参数拟合曲线中 IC50 对应的稀释度，在该溶血素

稀释度下，红细胞破裂程度与补体剩余量之间的灵敏度可达到

最高），以溶血素最适稀释比例替代了经典方法中最适溶血素效

价，避免了溶血素滴定终点难以判断的问题。同时，使用该方

法进行溶血素滴定实验时，可获得的检测结果是连续的，而经

典滴定方法仅能获得固定梯度的检测结果（见图 2、图 3）。

在溶血素滴定试验的数剂量 – 响应关系中，四参数模型能

够更好地呈现溶血率与稀释度的量效关系，同时，在溶血素滴

定中存在一个溶血率的饱和点，即溶血素的浓度增加到一定程

度后，溶血效果不再增加。四参数拟合模型能够很好地描述这

一效应，进而可以更精确地确定半最大效应浓度和最大效应，

这对于评估溶血素的生物活性非常重要，也是本实验方法比经

典溶血素滴定方法更准确的主要原因。

本实验在数据统计与建立四参数拟合曲线时，采用自由型

拟合曲线模型，上止线并非以阳性对照组的吸光度，下止线亦

非零点；约束型拟合曲线以阳性对照组的吸光度为上止线，以

零点为下止线，更为符合理想状态下（即实验过程中仅存在补体

结合这一项单一因素导致红细胞破裂）的滴定实验，而自由型拟

合曲线更符合当次实验的红细胞状态，两种拟合曲线模型下的

滴定结果存在差异，故以何种模型进行拟合更为准确是后续实

验中需要研究的问题。
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