
别是在血栓形成（高凝状态）［５］、肝脏疾病和恶性肿瘤［６］等疾病

的鉴别诊断和治疗监测方面具有较好的应用效果。

检测Ｄ二聚体的方法建立于１９８３年，采用免疫学原理检

测抗原的含量，检测法有乳胶凝集法、酶联免疫法、免疫比浊法

等［７］，其中乳胶凝集法既有快速、简便的优点，但是只能定性或

半定量，小型基层医院即可开展，但是其精密度较差，而且不同

批号间差异较大。酶联免疫吸附法（ＥｌｉｓＡ）：特异性强，结果精

确，敏感性较高，可进行定量测定，但费时，不适合急诊应用。

胶体金免疫渗透法（ＧｌＡ）：简便、快速，也可定量，单个或成批

标本可随时检测。目前，随着经济及科技的发展，一种Ｄ一二

聚体全定量测定逐渐被一些大型医院相继引进，该仪器采用激

光源（或其他光源）全定量测定，微电脑控制，单点或两点定标，

操作方便，结果更加准确可靠。但是由于Ｄ二聚体是个多聚

体片段，导致各种检测方法所检测的片段不一致从而导致了检

测结果之间的差异较大，很难标准化。所以本文采用的方法仅

能用于ｓｙｓｍｅｘＣＡ７０００血凝仪，且试剂仅限于西门子医疗诊

断公司生产的ＩＮＮＯＶＡＮＣＥＤＤｉｍｅｒ试剂。而且只限于在

ｓｙｓｍｅｘＣＡ７０００血凝仪上设置的Ｄ二聚体线性范围内使用，

至于超出线性范围两者是否有相关性还有待进一步验证。
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·检验技术与方法·

透射比浊法测定人血纤溶酶原活性的性能评价

陈　武
１，肖　云

２＃，陈振林３，何志成３，李　毅
１△

（１．湖北医药学院附属东风总医院检验部，湖北十堰４４２０００；２．湖北医药学院附属人民医院检验科，

湖北十堰４４２０００；３．广东药学院生命科学与生物制药学院，广东广州５１０００６）

　　摘　要：目的　探讨利用透射比浊法测定人血浆纤溶酶原（Ｐｌｇ）活性。方法　人血浆Ｐｌｇ经脲激酶（ｕＰＡ）激活后，与含１％脱

脂奶粉的低溶点琼脂糖混合，加入９６孔板，６００ｎｍ、３０分钟终点法测定透光率计算人血Ｐｌｇ水平；采用重复试验、干扰试验、回收

试验进行评价；并分别检测健康体检人群（狀＝３０）、糖尿病患者（狀＝２５）、冠心病患者（狀＝２３）血浆Ｐｌｇ水平。结果　显示该方法

批内变异系数平均为４．０％；批间均值无显著差别（犘＝０．００１８）。葡萄糖有正干扰，尿素有负干扰，平均回收率为９０．６％。健康

体检人群、糖尿病患者、冠心病患者血浆Ｐｌｇ水平分别为（３．６４±０．２２）Ｕ／ｍＬ、（２．８６±０．３５）Ｕ／ｍＬ、（２．３４±０．３１）Ｕ／ｍＬ，３组之间

有显著差别（犉＝１３２．２６，犘＝０．０００）。结论　该方法可用于检测人血Ｐｌｇ活性，糖尿病、冠心病患者血浆Ｐｌｇ活性较健康体检人群

低。

关键词：乳制品；　散射测浊法和比浊法；　纤维蛋白溶酶原；　冠心病；　糖尿病

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０３．０３８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０３０３４６０３

　　纤溶酶原（Ｐｌｇ）是人血液中的一种重要糖蛋白，经组织纤

溶酶原激活物（ｔＰＡ）激活为纤溶酶（Ｐｌｍ）后，通过水解纤维蛋

白精氨酸赖氨酸肽键，发挥纤溶与栓溶作用。血浆Ｐｌｇ活性

下降多见于肝硬化、血栓症前期、弥漫性血管内凝血［１］。近来

研究表明，Ｐｌｍ不仅发挥纤溶作用，还通过与细胞表面的蛋白

酶激活受体（ＰＡＲ）、ａｎｎｅｘｉｎＡ２等作用，激活巨噬细胞、血小

板、血管内皮细胞，参与炎性反应、动脉粥样硬化斑形成和肿瘤

迁移等过程［２３］。因此人血Ｐｌｇ活性的检测对了解发病机制及

疾病诊断具有重要意义。

目前人血浆Ｐｌｇ活性主要采用底物显色法检测
［１，４］。生物

制药中筛选产纤溶酶菌株及纯化监测多采用纤维蛋白板法［５］

和气泡法［６］进行半定量分析。本研究探讨了以脱脂奶粉作为

底物，通过９６孔板透射比浊法测定人血Ｐｌｇ活性。

１　材料与方法

１．１　材料　牛血浆Ｐｌｇ标准品（１２Ｕ／支）购自上海瑞齐生物

科技有限公司；ｕＰＡ冻干粉（１０００００Ｕ／支）为北京赛生药业有

限公司产品，低熔点琼脂糖购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，脱脂奶粉

为伊利公司产品（批号：６５１２１９６）；电热恒温水浴锅 ＨＨ４购自

上海升利测试仪器有限公司。

１．２　方法

１．２．１　透射比浊法检测Ｐｌｇ活性的标准曲线　以０．０２ｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．４）缓冲液分别配制２％ 脱脂奶粉反应底物液

１０ｍＬ、２％低熔点琼脂糖溶液１０ｍＬ，后者于微波炉加热煮沸

１ｍｉｎ，两者放入８０℃水浴锅３０ｍｉｎ，混合后冷却至６０℃，加

入ｕＰＡ４００００Ｕ，迅速混匀即为预反应液。将预反应液分装

到ＥＰ管（６０℃水浴锅预热），每支２７０μＬ，再分别加入牛血

Ｐｌｇ标准品（６０Ｕ／ｍＬ）０、７．５、１５．０、２２．５、３０．０μＬ，使其终浓度

分别为０、１．５、３．０、４．５、６．０Ｕ／ｍＬ，不足３０．０μＬ者以０．０２

ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．４）缓冲液补齐。各管混匀后取２００μＬ

加入９６孔板中，３７℃恒温箱反应１０ｍｉｎ，酶标仪６１０ｎｍ波长
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读取透光率Ｔ１０，再放回３７℃恒温箱反应３０ｍｉｎ，同样波长读

取透光率 Ｔ４０，以终点法计算透光率 Ｔ４０与 Ｔ１０的差值

（△Ｔ），并对Ｐｌｇ浓度制备标准曲线。

测定人血浆Ｐｌｇ时，血样１５μＬ加入２７０μＬ预反应液，再

加１５μＬ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，其他操作同上，根据标

准曲线计算相应Ｐｌｇ浓度。

１．２．２　重复性试验　分批内与批间重复试验：随机取正常体

检混合血浆作为样本，批内重复测２０次，计算批内平均值、标

准差、变异系数；批间重复试验为同一标本第二天进行检测，方

法同上。

１．２．３　干扰性试验　采用以上正常体检血浆，分别评价不同

浓度梯度的葡萄糖、尿素对 Ｐｌｇ检测的干扰：反应液中加入

３００．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液使加入的终浓度分别为５．０、１０．０、

１５．０ｍｍｏｌ／Ｌ；尿素干扰试验为加入３６０．０ｍｍｏｌ／Ｌ尿素溶液

使加入的终浓度分别为６．０、１２．０、１８．０ｍｍｏｌ／Ｌ；每个浓度测

定５次。

１．２．４　回收试验　将重复试验中已测浓度的正常体检血浆以

０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．４）稀释至２．０Ｕ／ｍＬ，分为３组，分

别加入牛血Ｐｌｇ标准品（６０Ｕ／ｍＬ）２．５、７．５、１５．０μＬ，至Ｐｌｇ终

浓度分别为２．５、３．５、５．０Ｕ／ｍＬ，每组重复测定５次，计算回

收率。

１．２．５　临床样本检测　正常体检人群（狀＝３０）、糖尿病患者（狀

＝２５）、冠心病患者（狀＝２３）来自湖北医药学院附属人民医院门

诊和住院部；患者清晨空腹取血３ｍＬ，血样正常肝素抗凝，抽

血后迅速加入１．５ｍＬ精氨酸溶液混匀，血浆分离后－２０℃保

存。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０对结果进行统计分析，犘

＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　透射比浊法测定Ｐｌｇ活性的标准曲线　经９６孔板透射

比浊法分析显示：随着牛血Ｐｌｇ标准品活性增加，反应孔的酪

蛋白被水解，透光率逐渐增大，两者呈正相关，相关系数Ｒ２为

０．９９５８；且具有较好的线性关系，线性方程为：ｙ＝０．０８９９ｘ－

０．５１０３（其中ｙ为Ｐｌｇ活性水平；ｘ为透光率×１００），见图１。

２．２　重复试验评价　对随机健康体检人群的血浆Ｐｌｇ活性进

行分析，第一天重复测定２０次，批内变异系数为４．５％；第二

天再重复测定２０次，批内变异系数为３．５％。两天测定的平

均值、标准差无显著差别（犘＝０．００１８）。

２．３　干扰试验评价　分别补加正常血浆水平大约１倍、２倍、

３倍浓度的葡萄糖、尿素，测定高浓度葡萄糖、尿素对Ｐｌｇ测定

的影响。结果显示葡萄糖有正干扰，尿素有负干扰（表１），且

随浓度的增大干扰程度也增强。

表１　　葡萄糖与尿素对人血浆Ｐｌｇ检测的干扰性分析（狀＝５）

干扰物 血浆
补加葡萄糖浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）

５．０ １０．０ １５．０

补加尿素浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）

６．０ １２．０ １８．０

Ｐｌｇ浓度（Ｕ／ｍＬ） ３．４２±０．２１ ４．０８±０．３３ ３．６６±０．２８ ３．５２±０．２７ ３．３５±０．２４ ３．０８±０．１６ ３．０２±０．１５

干扰率（％） ２．９ １２．３ １９．２ －２．０ －９．９ －１１．６

２．４　回收试验评价　回收实验结果显示：在低浓度时回收率

较差，低于理论值；而接近正常检验水平和高浓度时回收率较

好，接近１００％，见表２。

表２　　透射比浊法测定血浆Ｐｌｇ的回收试验（狀＝５）

样本 实测浓度（Ｕ／ｍＬ）回收浓度（Ｕ／ｍＬ）回收率（％）

组Ⅰ（０．５Ｕ／ｍＬ） ２．３７±０．１７ ０．３７ ７４．０

组Ⅱ（１．５Ｕ／ｍＬ） ３．４０±０．２５ １．４０ ９３．３

组Ⅲ（３．０Ｕ／ｍＬ） ５．１３±０．３２ ３．１３ １０４．３

平均回收率（％） － － ９０．６

　　－：无数据。

图１　　透射比浊法测定Ｐｌｇ活性的标准曲线

２．５　临床样本检测　经临床标本检测健康体检人群（狀＝３０）、

糖尿病患者（狀＝２５）、冠心病患者（狀＝２３）血浆Ｐｌｇ水平分别

为（３．６４±０．２２）Ｕ／ｍＬ、（２．８６±０．３５）Ｕ／ｍＬ、（２．３４±０．３１）Ｕ／

ｍＬ，经ＳＰＳＳ分析３组之间有显著差别（犉＝１３２．２６，犘＝０．

０００）。

图２　　健康体检人群、糖尿病患者、冠心病患者

血浆Ｐｌｇ活性比较

３　讨　　论

目前显色法采用的底物为三肽化合物如Ｓ２２５１（分子式：

ＨＤＶａｌＬｅｕＬｙｓｐＮＡ）、Ｓ２４０３（分子式：ＨＤＰｙｒＰｈｅＬｙｓ

ｐＮＡ）、Ｓ２３９０（分子式：ＨＤＶａｌＰｈｅＬｙｓｐＮＡ）等
［１，４，７］，纤

溶酶作用于底物的 ＬｙｓｐＮＡ 酰胺键，释放出对硝基苯胺

（ｐＮＡ）而显黄色。由于底物易见光分解发生自发反应，有较高

的本底色，使得反应前后吸光度变化较小，线性范围窄；且三肽

化合物来源受限目前价格较高。酪蛋白是纤溶酶的良好底物，

但中性环境下难溶于水，其钠盐虽具有较好的水溶性，由于它

本身及水解后产物均无明显颜色，需特殊设备进行检测［８］。脱
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脂奶粉含α、β、γ和κ酪蛋白，纤溶酶主要降解α、β酪蛋白。因

脱脂奶粉中仍含少量的脂质，这些脂质与酪蛋白形成微球，增

强了酪蛋白的水溶性，加上酪蛋白本身的颜色从而使脱脂奶呈

现出乳白色［９］。纤溶酶降解酪蛋白的同时破坏了微球结构使

产物透光率增加，本实验研究表明纤溶酶活性高低与透光率增

加呈现良好的线性关系。但制备的底物反应液稳定性稍差，实

验中通过增加低溶点的琼脂糖后，提高了反应体系的稳定性，

经检测批内、批间重复性均较好。

有研究表明新鲜乳汁本身含有少量的纤溶酶原，主要用于

降解酪蛋白，有利于婴儿对酪蛋白的消化和吸收［１０］，因此新鲜

牛奶不宜用于本方法。而脱脂奶粉经过持续加热处理后所剩

纤溶酶活性很低［１１］，实验中通过８０℃加热３０分钟并加入琼脂

糖后放置数小时透光率无明显改变，回收率达到９０％，证实纤

溶酶原已基本去除。当然，由于不同批次脱脂奶粉的脂质含量

有差异，因此试剂制备因尽可能采用同批次的产品，同时测定

时必须作好空白对照以减少系统误差。

总之，本实验尝试了一种简便可行的人血纤溶活性的测定

方法，并进行了性能评价和临床样本分析。人血纤溶酶活性的

测定对于疾病的诊断和溶栓治疗的药物监测都具有重要

意义［１２］。
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·检验技术与方法·

胶体金单克隆抗体法与匹拉米洞法检测粪便隐血的对比分析

黄　丽
１，时爱玲２，罗刚惠１

（１．解放军第三三医院检验科 广西南宁５３００２１；２．湖北省随州市军分区卫生所　４４１３００）

　　摘　要：目的　对胶体金单克隆抗体法与匹拉米洞法检测粪便隐血的分析性能进行评价。方法　分别采用两种方法对１００

例住院患者随机粪便标本和加入动物血、蔬菜汁等物质的粪便标本进行检测，同时测定稀释成系列浓度的红细胞悬液，以评价两

种方法的灵敏度、抗干扰能力等。结果　胶体金单克隆抗体法的阳性率为３４．０％，匹拉米洞法为５７．０％，犘＜０．００５，差异具有统

计学意义；对加入动物血和蔬菜汁的标本，胶体金法检测结果均为阴性，匹拉米洞法均为阳性；胶体金单克隆抗体法可检测到的最

低Ｈｂ浓度为０．２μｇ／ｍＬ，匹拉米洞法可检测到的Ｈｂ浓度不小于１０μｇ／ｍＬ。结论　胶体金单克隆抗体法的灵敏度、抗干扰能力

均优于匹拉米洞法，为粪便隐血试验的首选方法。

关键词：粪便隐血试验；　胶体金单克隆抗体法；　匹拉米洞法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０３．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０３０３４８０２

　　粪便隐血试验（ＦＯＢＴ）是临床用于诊断和监测消化道出

血性疾病的一项重要指标，对于早期发现和诊断消化道恶性肿

瘤也具有重要意义。目前用于检测粪便隐血的方法主要有化

学法和免疫法两大类，化学法干扰因素多，易受饮食（肉类、蔬

菜、药物、铁剂等）、药物等的影响，而免疫法不受饮食的限制，

而且快速、简单、准确，灵敏度和特异性较高。胶体金免疫法已

被世界卫生组织和世界胃肠镜检查协会推荐作为粪便隐血试验

的一种较为确认的方法［１］。本文选择化学法中的匹拉米洞法和

胶体金单克隆抗体法的两种试剂进行性能比较，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）本院１００例住院患者随机粪便标本；（２）已知

Ｈｂ浓度的抗凝全血１ｍＬ；（３）５种动物血（猪、鸡、鸭、鱼、牛

血）和新鲜绿色蔬菜汁。

１．２　试剂　胶体金单克隆抗体法采用英科新创（厦门）科技有

限公司的检测试剂盒；匹拉米洞法采用珠海贝索生物技术有限

公司的检测试剂盒。

１．３　方法　两种检测方法均严格按照各自的试剂盒说明书进

行操作。

１．３．１　分别用两种方法对本院１００例住院患者的粪便标本进

行隐血对照实验。

１．３．２　抗干扰能力检测　取胶体金单克隆抗体法和匹拉米洞

法检测结果均阴性的粪便标本用蒸馏水制成悬液，离心取上清
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