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( 王兰兰#蔡蓓#刘兴斌#等
+Q

末端脑型钠尿肽定量检测在心力衰

竭诊断中的价值'

I

(

+

中华检验医学杂志#

&))'

#

&%

$

"

%!

$!2$#+

'

%

( 裘宇容#杨春莉#魏东#等
+

血清
Q42

A

?5LQU

水平检测在心血管疾

病中的诊断价值'

I

(

+

广东医学#

&))%

#

$)

$

!

%!

**$2**!+

'

")

(潘文志#巩雪#周京敏#等
+

心房颤动对不同心功能分级的患者血

浆脑钠肽水平的影响'

I

(

+

中华心律失常学杂志#

&))%

#

"$

$

$

%!

&"$2&"'+

$收稿日期!

&)")2""2&)

%

%

!

通讯作者#

N2E8/9

!

.

0HV<B

)

"'$+>5E

)

!检验技术与方法!

尿微量清蛋白时间分辨荧光免疫检测法的建立

李跃松!黄
!

飚%

!朱
!

岚!陈永伟!马智鸿

"江苏省原子医学研究所附属江原医院检验科!无锡
&"-)'$

#

!!

摘
!

要"目的
!

建立尿微量清蛋白"

dE3GL

#的时间分辨荧光免疫分析法"

4STK3

#%方法
!

以羊抗兔
K

@

\

包被板条!双功能

螯合剂异氰酸苄基二乙烯三胺四乙酸络合
N:

$Z及标记清蛋白"

3GL

#!采用竞争法建立
dE3GL24STK3

检测方法%发光增强系

统为以
(

2

二酮体为主的增强液!数据采用双对数法数据处理程序%结果
!

此法的批内和天间
/Q

分别为
-+#,

和
!+-,

!平均回

收率为
"))+%$,

!灵敏度为
)+$-

"

@

(

EG

!线性范围为
)+$-

!

"$!

"

@

(

EG

%本方法与
(

&

2

微球蛋白无交叉反应!血红蛋白浓度小于

-

@

(

G

时对本方法无干拢!同放免法比较!结果相关性好%结论
!

尿微量清蛋白的时间分辨荧光免疫分析法的敏感度$特异性$准

确度等指标符合临床诊断要求%

关键词"白蛋白类&

!

荧光免疫测定&

!

尿

!"#

!

")+$%'%

"

.

+/001+"'*$2-"$)+&)""+"&+)$%

文献标识码"

3

文章编号"

"'*$2-"$)

"

&)""

#

"&2"$-#2)$

!!

尿微量清蛋白$

:?/18?

C

E/>?589B:E/1

#

dE3GL

%检测是诊

断和监测肾脏损伤*糖尿病肾病*心血管疾病和自身免疫性疾

病等的主要检测项目'

"2&

(

)其测定方法较多#如放射免疫法

$

?8(/5/EE:158008

C

#

SK3

%*免疫比浊法$

/EE:15;:?B/(/E6;?

C

#

K4D

%*酶联免疫吸附法$

61P

C

E69/1]6(/EE:1505?B61;8008

C

#

NGKO3

%等#但
SK3

有可能导致环境污染#且试剂有效期较短&

K4D

和
NGKO3

线性范围窄*灵敏度不高*受标本基质干扰大)

笔者对如何应用时间分辨荧光免疫分析法$

;/E62?605976(=9:2

5?5/EE:158008

C

#

4STK3

%检测
dE3GL

进行了分析#结果报道

如下)

@

!

材料与方法

@+@

!

主要试剂*仪器与材料
!

$

"

%主要试剂!兔抗人清蛋白抗

体$兔抗%和清蛋白$

39B:E/1

#

3GL

%$

L/5(60/

@

1

#美国%*羊抗兔

K

@

\

$华美生物工程公司#中国%*

SK3

试剂盒$中国原子能科学

研究院同位素研究所%*

(

&

2

微球蛋白$

(

&

2E/>?5

@

95B:9/1

#

(

&

2E

%标

准品$

U6]/1N9E6?

#美国%*三价铕$

N:

$Z

%标记盒$

U6]/1N9E6?

#

美国%*琼脂糖
MG2'L

$

U<8?E8>/8

#美国%)$

&

%主要仪器!

3:2

;5̂ NGTK32"&$!

型全自动时间分辨荧光检测仪$

U6]/1N9E6?

#

美国%*

T42'$)\

型放射免疫分析仪$北京核仪器厂#中国%#

OUKQMRSWQSMNQ4SKTd\N

型离心机$

L6>]E812M5:9;6?

#

美国%)$

$

%标本!

')

例本院体检健康者$对照组%和
$%

例确诊

糖尿病患者晨尿标本$患者组%)

@+A

!

方法

@+A+@

!

放射标记
3GL

的制备
!

参照
N:

$Z 标记盒说明书操

作)在冻干粉小瓶中按质量比
"g"

加入
3GL

和
Nd

$Z

2Q

&

2

'

U2

异氰酸
2

苄基(二乙烯三胺四乙酸2

N:

$Z

2Q

&

2

'

U2=:9E/1/>

8>/(2B61P

C

9

@

?5:

A

(

(/6;<

C

9616;?/8E/16;6;?88>6;/>8>/(

#

Nd

$Z

2

4̂43

3#

&!X

磁力搅拌
&)<

后用琼脂糖
MG2'L

$

"_-)>E

%层

析#

&#)1E

条件下收集蛋白峰即为
N:

$Z

23GL

#稀释后分装冻

干保存)

@+A+A

!

增强液的制备
!

以
(

2

二酮体$

(

2Q8

A

<;<5

C

9;?/=9:5?58>62

;516

#

(

2Q43

%及三辛基氧化膦$

;?/5>;

C

9

A

<50

A

</165V/(6

#

4W2

UW

%为主要原料制备增强液#具体方法见参考文献'

$

()

@+A+B

!

固相抗体的制备
!

将羊抗兔
K

@

\

用
!) EE59

"

G

Q8

&

MW

$

JQ8RMW

$

$

A

R%+'

%缓冲液稀释至
")E

@

"

G

&按
&))

微

升"孔加入
%'

孔板中#

-X

放置过夜&弃去包被液洗涤
$

次后

按
&))

微升"孔加入含
$

@

"

G

牛血清清蛋白的封闭缓冲液#

-X

放置过夜&弃去封闭液真空抽干后
J&)X

保存)

@+A+C

!

兔抗稀释度选择
!

将兔抗倍比稀释至
"g"))

到

"g$&))

#分别吸取
"))

"

G

加入含
"))

"

G

一定浓度
N:

$Z

2

3GL

的包被板中#经温育*洗涤*加增强液振荡反应后荧光检

测#计算抗体
2

抗原结合率)以兔抗稀释度为横坐标#结合率为

纵坐标#绘制曲线后确定结合率为
!),

的兔抗稀释度)

@+A+D

!

测定方法
!

采用竞争法)在包被微孔板孔中依次加入

&!

"

G3GL

标准品*

(

&

2E

标准品或待测标本#

"))

"

G

已稀释的

兔抗及
"))

"

G"g')

稀释的
N:

$Z

23GL

#

&!X

振荡孵育
"+!<

后用洗涤液洗涤
-

次&每孔加增强液
&))

"

G

#振荡反应
!E/1

后在
3:;5̂ NGTK32"&$!

分析仪上检测各孔荧光强度)

@+A+S

!

方法学评价试验
!

$

"

%精密度!取
3GL

浓度分别为
%+)

和
*)+)

"

@

"

EG

的尿液标本#每份标本平行测定
")

孔或每份

标本每
(

测定
"

次#连续测定
")(

$双孔测定取均值%#计算批

内和天间变异系数$

>56==/>/61;5=(/==6?61;/8;/51

#

/Q

%平均值)

$

&

%特异性!以
(

&

2E

标准品配制
)+!

!

"'+)E

@

"

G

不同浓度系

列稀释液#记录检测结果)$

$

%回收率!在
$

份
"))

"

G

新鲜尿

标本中分别加入
!

"

G

浓度为
"))

*

!)

*

&!

"

@

"

EG

的标准液#检

测并计算回收率)$

-

%干扰试验!取肝素抗凝全血标本以
'+-

+

#-$"

+

国际检验医学杂志
&)""

年
#

月第
$&

卷第
"&

期
!

K1;IG8BD6(

!

3:

@

:0;&)""

!

Y59+$&

!

Q5+"&



>E

为离心半径#

$)))?

"

E/1

离心
!E/1

#弃去血浆#剩余红细

胞用生理盐水洗涤
!

次后加入蒸馏水制成血红蛋白液#配制血

红蛋白浓度分别为
-+))

*

&+))

*

"+))

*

)+!)

*

)+&!

@

"

G

的血红蛋

白溶液#分别与
3GL

测定值为
&!+'

"

@

"

EG

的新鲜尿标本等

体积混合后检测
3GL

浓度)$

!

%不同方法检测
dE3GL

结果

比较!以
SK3

和
4STK3

同时对对照组和患者组尿标本进行测

定#比较测定结果)

@+B

!

统 计 学 处 理
!

dE3GL24STK3

标 准 曲 线 由
3:;5

N̂GTK32"&$!

分析仪自带的双对数函数程序进行分析&计量

资料的比较采用
6

检验#

!

$

)+)!

时差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A+@

!

收集
N:

$Z

23GL

经琼脂糖
MG2'L

层析后第
"

洗脱峰#以

U6]/1N9E6?

公司提供的
N:

$Z标准为参考#第
"

洗脱峰
N:

$Z浓

度为
)+)-#

"

E59

"

G

#

N:

$Z

23GL

浓度为
)+)"!

"

E59

"

G

#即平均

每个
3GL

分子上可连接
$+&

个
N:

$Z

)

3GL

参考标准高点

$

"))

"

@

"

EG

%与零标准点的取代比为
")*+&

$取代比为零标准

点与标准高点发光计数值之比#反映标记抗原和未标记抗原于

抗体竞争结合情况%#零点和
"))

"

@

"

EG

点的结合率分别为

$#+&,

和
)+-,

#说明
N:

$Z

23GL

免疫反应性基本无损失#定

量分辨率较好)

A+A

!

dE3GL24STK3

标准曲线
!

以参考标准点浓度为横坐

标#对应的发光计数值为纵坐标#经双对数法处理得到的
dE2

3GL24STK3

标准曲线见图
"

)

图
"

!!

dE3GL24STK3

法的测定标准曲线

A+B

!

灵敏度*线性范围和稳定性
!

以零标准点
")

次重复测定

荧光强度均值
$)!#%*)>

A

E

减
&0

$其值为
%!')

%后的荧光强

度在标准曲线上得到的相应值为
)+$-

"

@

"

EG

#即灵敏度为

)+$-

"

@

"

EG

)对不同浓度
3GL

溶液进行检测#测定值和理论

值在小于
"$!

"

@

"

EG

时线性较好#所以线性范围为
)+$-

!

"$!

"

@

"

EG

)

#

条不同时间$天间%进行测定的
dE3GL24STK3

标

准曲线在结合率为
&),

*

!),

*

#),

时所对应的
3GL

浓度均

值
N̂ &)

*

N̂ !)

*

N̂ #)

#分别为$

"&+-$h"+&"

%*$

!+)*!h)+$!

%*

$

&+)*&h)+"&

%

"

@

"

EG

)试剂
J&)X

保存
!

个月后测定标本#

其零点发光计数下降小于
"!,

#

/Q

批内
$

"),

#与保存前无明

显变化#说明标记物稳定)

A+C

!

精密度
!

dE3GL24STK3

检测不同浓度尿标本#

/Q

批内

和
/Q

天间平均值分别为
-+#,

*

!+-,

)

A+D

!

特异性
!

dE3GL24STK3

检测不同浓度
(

&

2E

稀释液#

所测结果均小于
)+$-

"

@

"

EG

)

A+S

!

回收率
!

新鲜尿标本加入浓度为
"))

*

!)

*

&!

"

@

"

EG

标

准液#检 测 并 计 算 回 收 率 分 别 为
")&+*',

*

")"+"*,

*

%#+#*,

#平均回收率为
"))+%$,

)

A+T

!

干扰试验
!

新鲜尿液标本与不同浓度血红蛋白液等体积

混合后测定结果见表
"

)混合前后测定结果差异无统计学意

义$

!

#

)+)!

%)

表
"

!!

血红蛋白干扰试验

dE3GL

基础

浓度$

"

@

"

EG

%

血红蛋白液浓度

$

@

"

G

%

加入干扰物后
dE3GL

浓度$

"

@

"

EG

%

"&+# )+&! "&+")

"

"&+# )+!) "&+')

"

"&+# "+)) "&+-)

"

"&+# &+)) "$+$)

"

"&+# -+)) "$+"!

"

!!

"

!

!

#

)+)!

#与对应基础浓度比较)

A+U

!

SK3

与
4STK3

检测结果比较
!

以
SK3

和
4STK3

检测

对照组和患者组每位受试对象的同
"

份尿标本#当
dE3GL

$

*)

"

@

"

EG

时#两种方法检测结果相关系数为
)+#'&

$

!

$

)+)!

%&当
dE3GL

*

*)

"

@

"

EG

时#相关系数为
)+'&'

$

!

$

)+)!

%)

B

!

讨
!!

论

dE3GL

在糖尿病肾病*高血压患者肾损伤及其他肾病早

期诊断和疗效监测方面具有重要临床价值#准确*灵敏测定

dE3GL

具有重要的临床意义'

-2!

(

)

4STK3

利用稀土离子荧

光半衰期长#及激发光和发射光之间有一个较大的斯托克斯位

移的特点#能有效提高检测特异性和灵敏度'

'2*

(

)

4STK3

检测
dE3GL

的
/Q

批内*

/Q

天间 和平均回收率与文

献报道的化学发光免疫分析法$

><6E/9:E/160>61;/EE:15802

08

C

#

MGK3

%相似#但
4STK3

的线性范围更宽*灵敏度更高'

#

(

)

干扰试验表明#血红蛋白浓度不超过
-

@

"

G

时不会对
4STK3

检测结果有干扰#优于
K4D

'

%

(

)不同方法检测结果比较显示#

在一定浓度范围内
4STK3

与
SK3

结果相关性较好&与此同

时#

4STK3

具有无放射性污染*试剂有效期较长*操作方便*人

为误差较少等特点#且
4STK3

分析系统采用了波长分辨*时

间分辨及
")))

次均值等方法#减少了系统随机误差#有效提

高了系统精度#优于
SK3

'

")

(

)本研究发现
SK3

线性范围较窄#

当
dE3GL

*

*)

"

@

"

EG

时#为保证检测结果准确性#

SK3

需检

测稀释标本#而
4STK3

检测标本无需稀释#操作更为简便)综

上所述#

4STK3

检测
dE3GL

具有灵敏度高*特异性强*线性

范围宽*试剂稳定性强等特点#适合临床实验室应用)

笔者在研究中发现#尿标本于
J&)X

保存
-

周后
dE3GL

浓度有可能降低#建议标本采集后及时检测#以保证结果准

确性)
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摘
!

要"目的
!

探讨通心络胶囊对冠心病患者血管内皮功能的调节效果%方法
!

以血栓调节蛋白"

4D

#$血管性血友病因子

"

7cT

#作为评价血管内皮功能的指标!测定冠心病心绞痛患者应用通心络胶囊治疗前后血清
4D

$

7cT

含量%结果
!

治疗前后!

患者血清
4D

$

7cT

水平比较差异有统计学意义"

!

$

)+)!

#%结论
!

通心络胶囊可以改善冠心病患者的血管内皮功能%

关键词"冠心病&

!

血栓调节蛋白&

!

血管性血友病因子&

!

调节效果&

!

通心络胶囊

!"#

!
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文献标识码"

3

文章编号"

"'*$2-"$)

"

&)""

#

"&2"$!)2)&

!!

冠心病预防和治疗的关键是改善血管内皮功能和稳定易

损斑块)通心络胶囊是运用中医络病理论研发的治疗心脑血

管病的代表药物#不仅可显著改善血管内皮功能和稳定易损斑

块#还可多途径*多靶点地对心血管病变的多个病理环节进行

有效干预)笔者对
"&#

例服用通心络胶囊的冠心病心绞痛患

者治疗前后血清血栓调节蛋白$

;<?5EB5E5(:9/1

#

4D

%*血管性

血友病因子$

751c/996B?81(=8>;5?

#

7cT

%水平进行了检测#以

观察通心络胶囊对冠心病患者血管内皮功能的调节作用及

效果)

@

!

资料与方法

@+@

!

一般资料
!

根据通心络胶囊的治疗功能#选择
"&#

例心

绞痛证属心气虚乏*血瘀络阻的患者#其中男
#"

例*女
-*

例#

年龄
-&

!

*#

岁#平均
!#

岁)

@+A

!

主要试剂与仪器
!

4D

测定采用酶联免疫吸附法#使用

北京北方伟业发展有限公司提供的试剂盒与全自动酶免仪&

7cT

测定采用酶联免疫吸附法#使用上海继锦化学科技有限

公司提供的人血管性血友病因子抗原$

7cT

!

3

@

%试剂盒与全

自动酶免仪)

@+B

!

方法
!

根据患者病情#嘱患者口服通心络胶囊#

&

!

-

粒"

次#

$

次"日#

-

周为
"

疗程)其他药物治疗和患者的饮食*生活

方式相对稳定)以不含抗凝剂真空采血管分别于治疗前后采

集患者静脉血
&

!

-EG

$治疗后采血时间以患者症状明显减轻

或消失*心电图明显改善或正常为参考%#室温放置
&<

#以
$)

>E

为离心半径*

$)))?

"

E/1

离心
&)E/1

#分离血清
J&)X

或

J#)X

保存待检$所有标本收集后一次性成批检测#避免反复

冻融及其他因素造成的误差%)

@+C

!

统计学处理
!

应用
OUOO")+)

软件进行数据统计处理)

计量资料以$

Jh@

%表示#均数间差异比较采用
&

检验#

!

$

)+)!

时比较差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

冠心病心绞痛患者使用通心络胶囊治疗前后
4D

*

7cT

测定结果见表
"

)

表
"

!!

血清
4D

#

7cT

测定结果$

Jh@

%

组别
4D

$

"

@

"

G

%

7cT

$

"

@

"

G

%

治疗前
'#+-h&!+&

"

&)*+)h*-+)

"

治疗后
&"+'h#+* #$+)h"%+)

!!

"

!

!

$
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#与治疗后比较)

B

!

讨
!!

论

4D

是由
!!-

个氨基酸残基组成的单链糖蛋白#相对分子

质量为
*!_")

$

)

4D

作为血管内皮细胞膜的主要抗血栓活性

物质#与凝血酶以
"g"

的比例结合成复合物#在钙离子作用下

与蛋白
M

结合而使蛋白
M

活化#活化后的蛋白
M

将具有凝血

作用的酶转变成具有抗凝作用的酶#特异性地作用于血小板*

纤维蛋白原*第
4

因子*第
%

因子#发挥抗凝作用)当血管内皮

细胞受损时#

4D

被释放而使血清
4D

含量增高)研究证实#

血清
4D

增高程度与内皮细胞损伤成正比#已被用作微血管

损伤的独立标记物'

"2$

(

)

7cT

是由内皮细胞和巨噬细胞合成

的一种多聚糖蛋白#作为凝血因子
%

的载体#具有血小板糖蛋

白
&

B

*

'

B

"

$

8

#以及肝素和胶原的结合位点#可促进血小板黏

附于血管壁)当血管内皮细胞受损时#

7cT

大量释放入血#其

浓度升高被认为是血管内皮损伤的标志#也是血小板粘附于破

损内皮#引起微血栓形成的重要指标'

-2!

(

)不稳定型冠心病及

心肌梗死等冠心病患者发病早期#血液
4D

*

7cT

含量即增

加#以发挥其在动脉内皮受损过程中的作用#而治疗后显著降

低'

'

(

)因此#作为无创性诊断与监测疾病进展变化的血液标记

物#血液
4D

*

7cT

水平升高被认为是动脉内皮受损和功能不

良的重要标志'

*

(

)

血管内皮功能障碍是心血管病发生的中心环节和始动因

素'

#

(

)在血管损伤*动脉粥样硬化启动*血管痉挛*血栓形成等

过程中起着关键作用)改善血管内皮功能#对延缓或阻止动脉

粥样硬化的进展和心血管事件的发生起着重要作用'

%2")

(

)因

此#改善血管内皮功能是预防和治疗心血管病重要措施)中医

认为#冠心病心绞痛是脉络之病变#与运血不畅有关#心气虚
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