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!临床研究!

./@

荧光免疫层析检测方法的建立及性能评价"

刘献文!赵
!

盛

"美康生物科技股份有限公司!浙江宁波
($&$!#

#

!!

摘
!

要"目的
!

建立一种荧光定量降钙素原"

./@

#检测方法$方法
!

利用双抗体夹心法原理!建立
./@

免疫检测方法!并对

本方法进行了精密度%灵敏度%线性%相关性等性能指标的测定$结果
!

本检测方法的灵敏度为
!;!#?

L

&

H6

!精密度
?T

$

$!<

!

线性范围为
!;!#

"

&$;$#?

L

&

H6

!与罗氏
/AO2>1"!$./@

相关系数
;

为
!;''"

$结论
!

本研究建立了
./@

荧光免疫检测方法!

各项性能指标均达到临床检测要求!可用于临床血清
./@

浓度的检测$

关键词"干式荧光免疫分析仪'

!

免疫层析法'

!

降钙素原

!"#

!

$!;('"'

"

=

;5>>?;$"+(-#$(!;%!$+;%(;!('

文献标识码"

,

文章编号"

$"+(-#$(!

"

%!$+

#

%(-((%#-!(

!!

降钙素原$

./@

%是无激素活性的降钙素的前体物质#在健

康人群体内主要由甲状腺滤泡细胞生成和分泌#肺细胞也会生

成和分泌少量的
./@

(

$-%

)

*

./@

由
$$"

个氨基酸组成#相对分

子质量
$(h$!

(

#在人体内的半衰期为
%&

"

(!)

#稳定性好#在

健康人体内水平极低*

./@

在人体特殊蛋白酶的作用下分解

成氨基端肽'活性降钙素和降钙蛋白三部分(

(-&

)

*

血中
./@

的升高与细菌感染密切相关#病毒感染及局部

细菌感染而无全身表现的患者
./@

仅轻度升高&在全身系统

性严重感染中#

./@

早期即可升高&经抗菌药物治疗感染情况

得到控制后#血中
./@

会下降(

"-+

)

*近年来#越来越多的研究

显示#

./@

在临床诊断感染时的特异度和灵敏度优于白细胞

计数$

[̂/

%和
/

反应蛋白$

/8.

%等指标#

./@

已被认为是全

身严重感染或败血症时的一个重要的观察指标(

*

)

*

./@

在评

估脓毒血症严重程度'病情进展情况'脓毒血症的预后判断'指

导抗菌药物的使用等方面发挥了重要作用(

'-$%

)

*

?

!

资料与方法

?;?

!

一般资料
!

本研究所用的
'*

份样本均为
%!$"

年
*

月至

$!

月期间于宁波李惠利医院检验科收集#其中男
&%

例#女
#+

例#年龄
$+

"

*'

岁#平均年龄
&%

岁*

?;@

!

仪器与试剂
!

点膜喷金仪'裁纸机为韩国
b1@,

公司生

产#干式荧光免疫分析仪
4.$!!

为美康生物科技股份有限公

司提供*

./@

化学发光检测试剂'

./@

校准品'

./@

特种蛋白

质控为罗氏生产&血红蛋白'乳糜'胆红素等试剂由美康生物科

技股份有限公司提供*

?;A

!

方法

?;A;?

!

./@

荧光定量快速检测方法的建立
!

$

$

%荧光抗体的

制备!用
$!HHAE

"

6

D

0T+;%

磷酸盐缓冲液将荧光胶乳微球

稀释到浓度为
#H

L

"

H6

*向
&H6

稀释后的荧光胶乳溶液中

加入
&H

L

的碳二亚胺$

1R,/

%#搅拌
$)

#

$!!!!F

"

H5?

离心

(!H5?

#去上清#沉淀悬浮于等体积的
$!HHAE

"

6

D

0T+;%

的

磷酸盐缓冲液中*加入
%H

L

的
./@

单抗#室温搅拌反应
$)

#

再加入浓度为
$!H

L

"

H6

的牛血清白蛋白$

[:,

%#室温搅拌

$)

#

$!!!!F

"

H5?

离心
(!H5?

#去上清#沉淀悬浮于等体积的

$!HHAE

"

6

D

0T+;%

的磷酸盐缓冲液中#

#f

保存备用*$

%

%

荧光抗体垫的制备!在三维喷点平台上将荧光抗体涂于玻璃纤

维垫上#

(+f

干燥
$)

#铝箔袋密封#室温存放备用*$

(

%硝酸

纤维素膜$

Y/

膜%包被抗体!用生理盐水稀释
./@

单抗和羊抗

鼠
9

L

S

抗体到适当浓度*在三维喷点平台上将
./@

单抗和羊

抗鼠
9

L

S

抗体喷点在硝酸纤维素膜上适当位置形成条带状#

(+f

干燥
$)

#铝箔袋密封#室温存放备用*$

#

%

./@

荧光定量

检测卡的组装!按
Y/

膜'样本垫'荧光抗体垫'吸水纸顺序黏

贴到
.X/

塑料背垫上
Y/

膜两边#首尾相互连接#制作成半成

品大板#然后用裁纸机将半成品大板切成
#HH

宽的试纸条*

装上塑料外壳#即为完整检测卡*$

&

%校准曲线的建立和样本

检测!将
./@

系列校准品$浓度分别为
!

'

&

'

$!

'

%!

'

&!?

L

"

H6

%

用样本稀释液稀释
$!!

倍#吸取稀释后的校准品各
$!!

#

6

#加

入检测卡加样孔中#计时
(H5?

#计时结束后立即在干式荧光免

疫分析仪
4.$!!

上检测#读取检测线和质控线的荧光信号值*

以校准品浓度为纵坐标#以检测线峰信号值为横坐标#制作校

准曲线#进行四参数
EA

L

5>G57

回归#可得到校准曲线方程*将样

本检测荧光信号值代入校准曲线方程进行计算#得到样本浓

度值*

?;A;@

!

检测方法性能评估
!

$

$

%精密度测试!随机抽取同批次

的
./@

荧光定量检测卡
%!

份#分别在干式荧光免疫分析仪

4.$!!

上对自制空白血清样本进行测定#重复
%!

次#计算检测

限$

.V@

%*本实验随机抽取同批次的
./@

荧光检测卡
%!

份#

在荧光检测仪上分别对低值和高值
./@

特种蛋白质控进行测

定#每个浓度重复
%!

次#计算批内精密度*$

%

%线性范围测试!

以稀释液空白代替低浓度样本#与
./@

浓度值
#

&!?

L

"

H6

的

高浓度患者标本和稀释液进行倍比稀释得到
"

个浓度水平的

系列样本#每个标本重复测
(

次*$

(

%与对比试剂相关性!以罗

氏
/AO2>1"!$./@

检测试剂$电化学发光法%检测结果为对

照#考核自制
./@

荧光定量检测卡#检测结果的回归分析采用

一元直线回归分析*

+

#%((

+

国际检验医学杂志
%!$+

年
$%

月第
(*

卷第
%(

期
!

9?GQ62OWBP

!
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!
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?;B

!

统计学处理
!

采用
:.::$+;!

软件处理#组间数据比较

采用
<

检验#

!

$

!;!&

认为差异有统计学意义*一元直线回归

分析计算决定系数$

L

%

%#

L

%

#

!;'+&

表示相关性良好*

@

!

结
!!

果

@;?

!

空白限和精密度评价
!

本研究自制
./@

试剂的检测限

为
!;!#?

L

"

H6

*自制
./@

荧光定量检测卡对低值和高值质

控品分别重复检测
%!

次#精密度均
$

$!<

#各浓度分别测定

%!

次的结果符合正态分布$

!

#

!;!&

%#且
<

检验显示各年度测

试结果的偏倚在可接受范围内$

!

#

!;!&

%*

表
$

!!

批内精密度和准确度结果分析#

)T%!

$

项目 空白样品 样品
$

样品
%

平均值$

?

L

"

H6

%

!;!% !;#' #;!&

最大值$

?

L

"

H6

%

!;!# !;&' #;&#

最小值$

?

L

"

H6

%

!;!! !;#$ (;##

>R

$

?

L

"

H6

%

!;!$ !;!# !;%'

?T

$

<

%

(";$+ *;!! +;!*

@;@

!

线性范围测试
!

以空白稀释液代替低浓度样本#将
./@

浓度值
#

&!?

L

"

H6

的高浓度患者标本稀释得到
"

个浓度水平

的系列样本#每个标本重复测定
%!

次*

"

个线性评价样本的

测定结果的范围是
!;!#

"

&$;$#?

L

"

H6

#用统计学软件对结果

进行多项式回归统计分析#各指标
O%

'

O(

与
!

比较差异无统计

学意义$

!

#

!;!&

%#回归方程为线性#回归方程为
+T#';##F

e$;!(*

#

L

%

T!;''"

#具有统计学意义$

!

$

!;!&

%*统计分析

显示自制的
./@

荧光定量检测卡在
!;!#

"

&$;$#?

L

"

H6

范围

内呈线性关系$见图
$

%*

图
$

!!

自制
./@

试剂线性范围

图
%

!!

自制
./@

试剂与对比试剂的血清相关性

@;@

!

与对比试剂相关性检测
!

分别通过罗氏
/AO2>1"!$

./@

检测试剂$电化学发光法%和
./@

荧光定量检测卡$荧光

免疫层析法%#对
'*

份人血清样本进行测定#对测定结果做相

关性分析*结果见图
%

#本检测方法和对照试剂的相关性分析

回归方程
+T!;'#'Fe!;$$&

#相关系数
;T!;''"

#差异有统

计学意义$

!

$

!;!&

%#线性回归的
/K>KH

检验偏倚无统计学意

义$

!

#

!;!&

%*该结果表明本研究自制
./@

荧光定量检测卡

与对照试剂在测定值之间相关性良好*

A

!

讨
!!

论

!!

./@

是无激素活性的降钙素前肽物质#是由
$$"

个氨基

酸组成#相对分子质量为
$(h$!

( 的糖蛋白*

./@

在人体内的

半衰期为
%&

"

(!)

#体外稳定性好*机体严重细菌'真菌'寄生

虫感染及脓毒血症和多脏器功能衰竭时#

./@

水平会显著

升高(

$

)

*

免疫层析快速检测技术是近年发达国家发展起来的一种

快速免疫分析技术*其原理是样本液通过毛细迁移作用在硝

酸纤维素膜上迁移#待测物与膜上一定区域的抗体$抗原%结

合#通过有色标记物#十几分钟甚至几分钟内即可得到肉眼可

见的直观结果*免疫层析快速检测技术不需将游离的抗体$抗

原%和形成复合物的抗体$抗原%进行分离#省去了繁琐洗涤步

骤#因而操作便捷#出报告时间短#在基层医疗机构'急诊'现

场'家庭等场所得到了广泛的应用*以胶体金为标记物的第一

代免疫层析技术已发展了
(!

多年#目前仍广泛应用#但由于其

只能用于定性或半定量的检测#难以满足临床对微量'超微量

分析物定量检测的要求#而以荧光微球为标记物的免疫层析快

速检测技术克服了胶体金标记免疫层析技术灵敏度差'不能定

量检测的缺陷*

本研究以荧光微球为标记物#建立了
./@

荧光免疫层析

检测方法#并对检测方法进行了性能评估*经评价#本研究建

立的
./@

荧光免疫层析检测试剂具有较好的精密度$批内精

密度
$

$!<

%#检测灵敏度
63[

为
!;!#?

L

"

H6

#在
!;!#

"

&$;$#?

L

"

H6

范围内呈线性关系#能够较好地满足临床需要*

本研究建立的
./@

荧光免疫层析检测方法与罗氏
/AO2>1"!$

./@

检测试剂的决定系数
L

% 为
!;''"

*本研究建立的
./@

荧光免疫层析检测方法配合美康干式荧光免疫分析仪#操作简

单便捷#检测时间短#适合急诊'床旁检测以及基层社区医院检

测#可以广泛应用于临床*
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!临床研究!

血清
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与传统肝功能酶学指标在肝病中的临床价值分析

皮红泉!卢盛祥!陈超群!陈昌达!宋茂舟

"广东省东莞市常平医院检验科!广东东莞
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摘
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要"目的
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分析血清总胆汁酸"
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#与传统肝功能酶学指标在急性肝炎%肝硬化%肝癌等肝病中的临床价值$方法
!

入

选
%!$#

年
$$

月至
%!$"

年
$$

月该院收治的肝病患者
'"

例!其中急性肝炎%肝硬化和肝癌患者分别为
(%

例!另外选择健康体检

者
(%

例为对照组$比较急性肝炎组%肝硬化组%肝癌组和对照组
@[,

与传统肝功能酶学指标!包括丙氨酸氨基转移酶"

,6@

#%碱

性磷酸酶"

,6.

#%天门冬氨酸氨基转移酶"

,:@

#和
-
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谷氨酰基转移酶"

SS@

#水平$结果
!

急性肝炎组%肝硬化组和肝癌组的

@[,

%
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和
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水平均明显高于对照组!差异有统计学的意义"

!

$

!;!&

#$急性肝炎组%肝硬化组和肝癌组的
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的阳性率均高于传统肝功能酶学指标!差异有统计学的意义"
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#$结论
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是反映肝病情况的重要指标!在诊断

肝病时的灵敏度优于传统肝功能酶学指标!具有重要的临床价值$
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肝病是一种危害性较大的疾病#临床发病率较高#常见的

肝病包括急性肝炎'肝硬化和肝癌等#病情严重者会危及生命*

因为肝脏是机体的重要的代谢器官#有很强的代偿和再生的能

力#临床上对肝脏疾病的诊断十分重要*诊断指标通常为传统

肝功能酶学指标#但是诊断的灵敏度较低#特别是慢性肝脏疾

病#可能会延误疾病治疗的最佳时机#影响患者的治疗效

果(
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*血清总胆汁酸$
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%是反映肝脏功能的重要指标#其

生成与代谢均与肝脏相关*本研究对比了血清
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与传统肝

功能酶学指标在急性肝炎'肝硬化'肝癌等肝病中的临床价值#

血清
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的检测灵敏度更高(
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*现报道如下*
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资料与方法
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一般资料
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选择
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年
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月至
%!$"

年
$$

月在广东省

东莞市常平医院住院的肝病患者
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例#其中急性肝炎'肝硬化

和肝癌患者分别为
(%

例#排除精神异常'其他脂肪肝'酒精肝

等肝脏的疾病和代谢异常的患者*另外选择本院健康体检者

(%

例为对照组*急性肝炎组中男患者
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例#女患者
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例#年

龄为
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岁#平均$
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%岁*肝硬化组中男患者
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例#女患者
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例#女患者
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%岁*急性肝炎组'肝硬化组'肝癌组和对

照组一般资料之间比较#差异没有统计学的意义$
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方法
!

采集急性肝炎组'肝硬化组和肝癌组中患者与对

照组健康体检者的空腹静脉血
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#收集的静脉血置于抗凝

的采样管中#
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离心
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#取上清液#分离血清后

待测*应用循环酶法检测
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水平#以速率法检测丙氨酸氨

基转移酶$
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分别与相应检测方法中的试剂反应后用罗氏
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全自动化分析仪测定各指标#
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检测试剂由上海执诚

生物科技有限公司提供#
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检测试剂使用

罗氏原装试剂#各项目检测前均进行室内质量控制*对测定结

果进行分析与比较*

?;A

!

评价指标
!

肝病评价指标选择血清
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统计学处理
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应用统计学的软件
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对结果进行

统计学分析#计量数据用
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表示#组间的比较采用
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检验&

计数资料用百分率$
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检测急性肝炎组'
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结果可见#急性肝炎组'肝硬化组和肝癌组各指标水平均明显

高于对照组#差异有统计学的意义$
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