
浊法是测定通过不溶性复合物到达探测器而未被散射或吸收

的光线量，光通量与抗原含量成反比。散射比浊法是一定波长

的光沿水平轴照射，通过液体时遇到抗原抗体复合物粒子，光

线被粒子颗粒折射，发生偏转，光线偏转的角度与发射光的波

长和抗原抗体复合物大小和多少密切相关，通过测定散射光的

强度来反映被测成分的含量。

长期以来，人们普遍认为免疫透射比浊法的灵敏度不够理

想，检测范围不够宽，原因是免疫复合物颗粒太小阻挡不了光

线的通过；或是免疫复合物的数量太少，其浊度变化对光通量

的透过影响不大，特别是在低浓度时更加明显［１２］。而在抗原

过量情况下，透射比浊法易出现钩状效应而导致结果偏低。而

在速率散射比浊法检测时，仪器设计有抗原过量检测系统，抗

原过量时会提示样本稀释，从而达到检测结果的准确性和精密

度。由此，在比较实验中，速率散射比浊法在低浓度和高浓度

测定中可以得到较为准确的结果［３５］。但是，在基层医疗单位，

常常没有条件满足使用散射比浊法测定特定蛋白，应用免疫透

射比浊法检测就显得更加重要。其次，随着检验医学的日趋发

展，检验质量管理已规范化，实验室应重视不同检测方法之间

检测结果是否存在一致性的问题［６８］。

根据ＮＣＣＬＳ（ＥＰ９Ａ）要求
［６］，同一标本在不同系统（仪

器、试剂、方法学等）的检测结果存在一定的偏差，但通过校正

及比对试验后可以取得两者之间结果的一致性，从而满足临床

的需要。虽然，透射比浊法和散射比浊法的检测原理不同，但

两法均属于免疫比浊测定。本文对这两种方法测定免疫球蛋

白的结果进行比对分析，两种方法的测定结果具有较好的相关

性，散射比浊法特定蛋白分析仪对免疫球蛋白检测，能保证检

验结果的准确性和可靠性。但在许多没有此条件基层医疗机

构，选择透射比浊法检测免疫球蛋白也能在不同检测系统的检

测结果间达到可比性和一致性。
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·检验技术与方法·

幽门螺杆菌ＩｇＧ抗体免疫层析分型方法的建立

胡纪文１，熊建辉１，张永顶２

（１．深圳市罗湖区中医院检验科，广东深圳５１８０００；２．深圳市南山区西丽医院，广东深圳５１８０００）

　　摘　要：目的　建立１种检测血清中抗幽门螺杆菌（Ｈｐ）抗体的胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）方法。方法　采用柠檬酸三钠还原

法制备胶体金颗粒，标记ＳＰＡ，将 Ｈｐ重组抗原ＶａｃＡ、ＣａｇＡ和ＵｒｅａＡ、ＵｒｅａＢ抗原包被于硝酸纤维素膜ＮＣ上，制成免疫层析检

测试纸条．血清中的抗 Ｈｐ抗体与测试条上金标记物结合后沿着硝酸纤维素膜移动，与膜上的固相抗原结合形成肉眼可见的酒红

色线条。结果　用ＧＩＣＡ与免疫印迹试剂盒对比检测了１８０份血清标本中抗 Ｈｐ抗体，显示本方法检测敏感度、特异度分别为

９５．４％和９６．３％，两法总符合率为９６．１％。结论　用这种免疫层析ＧＩＣＡ分型方法检测血清中抗Ｈｐ抗体，灵敏度高、特异性强、

简便快速，有着广泛临床应用前景。

关键词：螺杆菌，幽门；　免疫层析；　免疫球蛋白

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０４３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５３１０３

　　幽门螺杆菌（Ｈｐ）感染在慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌等消

化道疾病致病中起重要作用［１３］。流行病学调查证明，我国成人

Ｈｐ感染率在５０％以上，相关的临床研究表明Ｈｐ的致病性主要

与菌型特性、感染年龄及机体反应性有关。因为不同的 Ｈｐ菌

株生物学特性和致病性有明显差异，目前通常采用免疫分型，细

胞毒性试验和ＰＣＲ等方法
［４５］。本研究采用 Ｈｐ主要重组抗原

片段、ＳＰＡ抗原建立胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）方法，检测血清中

抗ＨｐＩｇＧ，并对其进行免疫学分型，包括Ⅰ型（毒力型）和Ⅱ型（非

毒力型）。优化胶体金免疫层析快速诊断试纸条研制各关键步

骤的实验条件和步骤，为进一步产业化定实验基础。

１　材料与方法

１．１　标本来源　１８０份临床血清考核标本由深圳市罗湖区中

医院、深圳市南山人民医院、深圳市南山区西丽医院和深圳市

龙华人民医院提供。

１．２　仪器与试剂　氯金酸（ＨＡｕＣｌ·Ｃｌ３·４Ｈ２Ｏ），上海化学

试剂厂；ＳＰＡ，卫生部上海生物制品研究所；Ｈｐ的重组蛋白片

段ＶａｃＡ、ＣａｇＡ，深圳菲鹏公司；ＵｒｅＡ、ＵｒｅａＢ，国外某公司；硝

酸纤维（ＮＣ）膜，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；玻璃纤维膜，Ｓ＆Ｓ公司；ＩＢＴ

试剂盒，深圳伯劳特公司；Ｚ３２３Ｋ低温高速离心机，美国；点膜

器，美国ＢｉｏＤｏｔ公司。

１．３　方法

１．３．１　免疫胶体金的制备　１５ｎｍ胶体金的制备，参照文献

［６８］进行。其步骤为：去离子水溶解氯金酸使其终浓度为

０．２ｇ／Ｌ，煮沸后每１００ｍＬ加入１０ｇ／Ｌ柠檬酸三钠水溶液４

ｍＬ，继续煮沸７ｍｉｎ．观察胶体金的粒度．取颗粒直径为１５ｎｍ

的胶体金１００ｍＬ，用０．１ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３调至ｐＨ６．２，在搅拌
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状态下加入ＳＰＡ（１ｇ／Ｌ）０．６ｍＬ，继续搅拌１０ｍｉｎ；加入５０ｇ／

ＬＢＳＡ１０ｍＬ，继续搅拌５ｍｉｎ。４℃下３０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃沉淀，上清液以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，小心移去上

清液，沉淀即为制备的胶体金。用２０ｍＬ悬浮液悬浮沉淀，以

吸水纤维吸附后干燥４ｈ，４℃保存备用。

１．３．２　重组抗原 ＶａｃＡ、ＣａｇＡ和 ＵｒｅＢ＋ＵｒｅＡ和人ＩｇＧ在

ＮＣ膜上的包被　将 Ｈｐ重组蛋白片段 ＶａｃＡ、ＣａｇＡ用０．２Ｍ

磷酸盐缓冲液（ＰＨ７．２）稀释至１．５ｍｇ／Ｌ，人ＩｇＧ（１ｍｇ／Ｌ）。

分别灌入点膜器中，分别在 ＮＣ膜（２６０ｍｍ×２６ｍｍ）上划线

Ｔ１，在离Ｔ１测试带３ｍｍ处用 ＵｒｅａＡ、Ｂ（１．５ｍｇ／Ｌ）另划一

条线Ｔ２。在离 Ｔ２５ｍｍ处，用人ＩｇＧ（１ｍｇ／Ｌ）划线作为质

控，将ＮＣ膜放于密闭的干燥箱中，保存于４℃备用。

１．３．３　ＳＰＡ胶体金标记物在玻璃纤维膜上的包被　将已制

备好的ＳＰＡ 胶体金标记物灌入点膜器中，在玻璃纤维膜

（２６０ｍｍ×５ｍｍ）上划线，最后将玻璃纤维膜放于密闭的干燥

箱中，保存于４℃备用。

１．３．４　试纸条组装和切割　根据功能不同可将试纸条分为４

个部分［９１０］，见图１。吸收垫：吸收检测样品中多余液体。中间

为反应区（ＮＣ膜：包括判读结果的检测带Ｔ１和Ｔ２和指示试

纸条质量的质控带Ｃ）。下段为样品垫（玻璃纤维膜：接触待检

测样品）。在中下段之间放置浸有胶体金标记ＳＰＡ复合物的

金标垫。而整个试纸条贴附于双面胶白色塑料背板，用切割机

将组装好的反应板切成５ｍｍ宽的试纸条。

　　１：样品垫；２：金标反应膜；３：ＮＣ反应膜；４：吸收垫；５：塑料板。

图１　　试纸条组装和切割示意图

１．３．５　试纸条的结果判定与质量考核　检测抗 ＨｐＩｇＧ，加样

端加入０．１ｍＬ血清。检测线Ｔ１和Ｔ２同时阴性，质控线Ｃ阳

性，结果判为抗 Ｈｐ抗体阴性；检测线Ｔ１和Ｔ２同时阳性，质

控线Ｃ阳性，结果判为抗 Ｈｐ抗体Ⅰ型（毒力型）阳性；检测线

Ｔ１阴性，Ｔ２阳性，质控线Ｃ阳性，结果判为抗 Ｈｐ抗体Ⅱ型

（非毒力型）阳性。如果无红色条带质控线出现则视为试剂失

效。结果确定时间：强阳性标本在５ｍｉｎ内即可在检测线处见

到红色胶体金颗粒聚集；弱阳性标本约需要１０ｍｉｎ确定结果。

１．３．６　临床应用考核　采用本研究建立的抗 Ｈｐ抗体分型检

测试剂盒，检测１８０例临床血清的抗 ＨｐＩｇＧ。采用深圳伯劳

特公司生产的 ＨｐＩＢＴ血清抗体试剂盒的检测结果作为金标

准：对同一份血清样本，通过免疫印迹方法，检测患者血清的

Ｈｐ抗体，包括判断 Ｈｐ感染的 ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ抗体及ＣａｇＡ、Ｖａ

ｃＡ等毒力标志抗体，并遵循双盲原则。

１．４　统计学处理　比较两种血清学检测方法的敏感度、特异

度、阳性预期值和阴性预期值。同时计算两种试剂盒检测结果

的符合率。

２　结　　果

２．１　试纸条的质量考核

２．１．１　精密度试验　分别将１份抗ＨｐＩ型抗体血清和１份抗

ＨｐⅡ型抗体血清用所制试纸各同步检测１０次，结果反应线均

在５ｍｉｎ左右出线，且条带颜色完全一致均为酒红色。

２．１．２　保存温度和保存时间的确定　将切割好的检测试纸条

分别存放于３７℃和４℃，观察不同温度对试纸条的影响。分

别在第３、６、１２天，检测质控品２份，测得质控线的颜色深浅均

在正常范围内，故该检测试纸条在室温至少可保存１年。

２．２　临床应用考核　见表１。通过计算，本研究建立的ＧＩＣＡ

试剂盒检测敏感度、特异度分别为９５．４％和９６．３％，阳性及阴

性预测值分别为９９．３％和７８．１％。２者的总体符合率为

９６．１％。产毒株 Ｈｐ（Ⅰ型）符合率：９５．３％；不产毒株 Ｈｐ（Ⅱ

型）符合率为９５．６％。

表１　　两种试剂盒检测的结果（狀）

ＧＩＣＡ

深圳伯劳特

阳性数 阴性数 合计

阳性数 １４６ １ １４７

阴性数 ７ ２６ ３３

合计 １５３ ２７ １８０

３　讨　　论

本研究首次在国内建立免疫层析分型方法，将抗 ＨｐＩｇＧ

分为Ⅰ型（毒力型）和Ⅱ型（非毒力型）。通过与免疫印迹试剂

盒比较，总符合率达９５％，表明该方法的建立有较好的临床应

用价值。本研究所建立的胶体金免疫层析快速检测抗Ｈｐ抗

体的方法具有下述特点：（１）灵敏度高：与ＩＢＴ方法比较敏感

度达９５．８％；（２）特异性强：本试剂盒采用高活性的重组

ＶａｃＡ＋ＣａｇＡ、ＵｒｅＡ＋ＵｒｅＢ抗原，极大地提高了检测的特异

性．比其他抗 Ｈｐ胶体金试剂盒仅仅检测尿素酶抗体，具有更

高的特异性；（３）能将抗 ＨｐＩｇＧ分成 ＨｐⅠ型和 ＨｐⅡ型，以往

抗 ＨｐＩｇＧ不能分型，这将为临床提供极大的方便，具有非常

重要的临床意义；（４）操作简便：本试剂盒的核心部分仅为１个

试条，构造十分简单，结果显示为酒红色的条带，判断非常容

易；操作简便，不需任何设备，适应于各类医院和社康中心及体

检中心，诊所和急诊检验，具有广阔的临床应用前景。
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·检验技术与方法·

高脂血对临床生化测定影响及处理方法的临床研究

朱　征
１，２，丁显平１△，杨　敏

２，舒丽虹２

（１．四川大学生命科学学院生物资源与生态环境教育部重点实验室 四川成都６１００６４；

２．成都市第七人民医院检验科，四川成都６１００４１）

　　摘　要：目的　分析高脂血对临床生化测定的影响，探讨利用聚乙二醇４０００（ＰＥＧ４０００）法消除高脂血对常见８项临床生化

指标测定的影响。方法　分别对不同浓度的高脂血标本（１１例）；用ＰＥＧ处理前后的正常澄清标本（各３０例）、中度脂血标本（各

３０例）、重度脂血标本（各３０例）进行常见８项临床生化指标测定；将测定结果进行统计学分析。结果　当脂血样本４１０ｎｍ吸光

度值大于０．８时，ＡＬＴ、ＡＳＴ无法检测；ＰＥＧ浓度为６．６７ｇ／ｄＬ时，对常见８项临床生化指标测定无影响；中度脂血标本、重度脂

血标本经ＰＥＧ处理后可消除脂血对测定指标结果的影响。结论　高脂血影响临床生化测定的准确性，利用６．６７ｇ／ｄＬ的ＰＥＧ处

理高脂血标本可以消除高脂血对常见８项临床生化检测指标测定结果的影响。

关键词：高脂血症；　聚乙二醇４０００；　模拟脂血

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０４４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５３３０２

　　高脂蛋白血又称高脂血，是指血浆中乳糜微粒（ＣＭ）、极低

密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）、低密度脂蛋白（ＬＤＬ）、高密度脂蛋白

（ＨＤＬ）等脂蛋白有１种或几种浓度过高的现象
［１］。高脂血是

临床生化检验工作中经常遇到的棘手问题，临床常见高脂血标

本的来源有（１）高脂血症患者；（２）患者食入高脂食物后，大量

的乳糜微粒进入血液，可使血浆产生混浊，称乳糜血［２］；（３）临

床因治疗营养不良或消耗性疾病输入脂肪乳的患者［３］。高脂

血对临床生化指标测定的干扰机制主要有光散射、不可容物质

增多使标本混浊，增加标本内物质的极性与非极性等［４］。通常

低浓度的脂血对临床常见生化检测指标影响不大，但中、高浓

度的脂血对临床生化检测指标影响严重。特别是遇到急诊手

术，某些急诊患者如急性胰腺炎、全静脉营养输注患者时，常由

于标本严重脂血导致临床生化指标无法测定或测定结果不准

确，严重影响临床医生对患者病情的全面掌握及恰当处理，甚

至导致医疗纠纷、医疗事故的发生。本研究通过高脂血对临床

生化测定的影响分析及处理方法的临床研究，力求解决高脂血

影响临床生化测定的问题。

１　材料与方法

１．１　标本来源　本底血清来自本院当日门诊和住院患者，共

１５０例，要求血清外观澄清无混浊，收集上述血清总量至

１００ｍＬ，充分混匀后备用。

１．２　仪器与试剂　ＯＬＹＭＰＵＳＡＵ６４０全自动生化分析仪；

质控品和定标液由ＢｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｌｉｍｉｔｅｄ提供，

质控品中值批号：００２９Ｊ，高值批号：００３０Ａ，定标液批号：０１１４Ｉ。

血淀粉酶（ＡＭＹ）试剂由ＢｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｌｉｍｉｔｅｄ

提供，批号：２３６０；ＡＬＴ、ＡＳＴ、总蛋白（ＴＰ）、总胆红素（ＴＢ）、

ＧＧＴ、肌酐（Ｃｒ）试剂由北京利德曼生化股份有限公司提供，批

号分 别 为 ２０１１０２Ｌ、１１１０８１Ｊ、２０４０９１Ｃ、２０２１０１Ａ、２０３２７１Ｃ、

２０４０５１Ａ；肌酸肌酶（ＣＫ）试剂由中生北控生物科技股份有限

公司提供，批号：１２０４４１。３０％脂肪乳注射液由四川科伦药业

股份有限公司生产，批号：Ｆ１２０３０３０１２；聚己二醇４０００（ＰＥＧ

４０００）由湖南华纳大药厂有限公司提供，批号：１００５０４。脂肪

乳、ＰＥＧ的配制：３０％脂肪乳注射液２００μＬ加入到５．８Ｌ蒸馏

水中充分混匀，１∶３０稀释后备用；２０ｇＰＥＧ４０００加入到

１００ｍＬ蒸馏水中充分混匀，浓度为２０ｇ／ｄＬ（２０％）备用。

１．３　方法　１５０μＬ血清分别加入配制的脂肪乳０、５、１０、１５、

２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０μＬ，构成１１个不同浓度梯度的模拟脂

血标本。按比例向本底血清中加入配制的２０ｇ／ｄＬＰＥＧ溶

液，充分混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，使ＰＥＧ浓度呈由低到

高的不同浓度梯度。

１．３．１　模拟正常对照组　ＰＥＧ处理前（３０例）：１５０μＬ本底

血清；ＰＥＧ处理后（３０例）：１５０μＬ本底血清＋７５μＬ２０％

ＰＥＧ，充分混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，此时 ＰＥＧ 浓度为

６．６７ｇ／ｄＬ，血清被稀释１．５倍。

１．３．２　模拟中度脂血组　ＰＥＧ处理前（３０例）：１５０μＬ本底

血清＋２５μＬ配制的脂肪乳；ＰＥＧ处理后（３０例）：１５０μＬ本底

血清＋２５μＬ配制的脂肪乳＋８８μＬ２０％ＰＥＧ，充分混匀，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，此时ＰＥＧ浓度为６．６９ｇ／ｄＬ，血清被

稀释１．７５倍。

１．３．３　模拟重度脂血组　ＰＥＧ处理前（３０例）：１５０μＬ本底

血清＋４５μＬ配制的脂肪乳；ＰＥＧ处理后（３０例）：１５０μＬ本底

血清＋４５μＬ 配制的脂肪乳＋９８μＬ２０％ＰＥＧ，充分混匀，３

０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，此时ＰＥＧ浓度为６．６８ｇ／ｄＬ，血清被稀

释１．９５倍。

１．４　统计学处理　计量资料采用狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１０．０

软件包进行统计学分析；组间比较采用狋检验，统计分析显著

性水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　不同浓度模拟脂血标本ＡＬＴ、ＡＳＴ测定结果及ＯＤ值比

较　ＡＬＴ、ＡＳＴ测定采用双试剂、双波长连续监测法，主波长

为３４０ｎｍ，副波长为４１０ｎｍ。１１个不同浓度梯度的模拟脂血

标本的测定结果，见表１。副波长ＯＤ值反映的是样本的颜色

和浊度，随着模拟脂血浓度增加，样本的浊度不断增加，

４１０ｎｍ的ＯＤ值不断增加，当 ＯＤ值大于０．８０５以后，ＡＬＴ、
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