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血清和尿液中黄醇结合蛋白胶乳增强免疫比浊试剂盒的制备及性能评价

方
"
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"

芬!刘献文!邬期望

"美康生物科技股份有限公司!浙江宁波
-)3)',

$

""

摘
"

要"目的
"

利用胶乳增强免疫比浊原理!建立一种血清及尿视黄醇结合蛋白"

"!U

$的检测方法%

方法
"

通过共价交联将抗人
"!U

多克隆抗体标记到胶乳微球表面!利用抗体与
"!U

产生的特异性反应!促使

胶乳颗粒产生凝集!从而建立
"!U

胶乳增强免疫比浊的检测方法!并对该方法进行了精密度'准确度'线性和

相关性实验%结果
"

该检测方法诊断界值为
'+*I

5

&

6

!重复测定
*

个浓度的质控品各
*'

次!其批内'日间精密

度变异系数"

+V

$

%

37

#线性范围为
'+*

!

*''+'I

5

&

6

!平均回收率为
)''+)7

!尿液及血清与商品化试剂盒决

定系数分别为
'+8.--

和
'+88)-

%结论
"

该研究建立了血清及尿液
"!U

胶乳增强免疫比浊检测方法!各项性

能指标均达到临床检测要求!可用于临床血清及尿液
"!U

浓度的检测%

关键词"视黄醇结合蛋白#

"

胶乳增强免疫比浊#

"

性能评价

!"#

!

)'+-8&8

"

9

+:;;4+)&<-=,)-'+*').+')+'-*

中图法分类号"

",,&+)*

文章编号"

)&<-=,)-'

"

*').

$

')=')'-=',

文献标识码"

!

""

视黄醇结合蛋白#

"!U

$是血液中维生素的转运

蛋白%是一种低相对分子质量蛋白%相对分子量为

*)])'

-

%由肝细胞粗面内质网合成%能自由通过肾小

球%由肾小管近曲端上皮细胞重吸收并降解&

)=*

'

(尿

液中
"!U

浓度的增加%往往意味着肾小管近曲端重

吸收功能损伤+尿
"!U

的排量与肾小管间质损伤程

度有明显的相关性%可作为检测肾小管间质的病变程

度)指导治疗方案的制定和预后判断的一项灵敏诊断

指标&

-=,

'

(

现阶段临床上广泛使用的
"!U

检测方法为免疫

比浊法(但普通免疫比浊法检测由于采用单一多克

隆抗体%导致其特异度高但灵敏度低或灵敏度高但特

异度低%无法同时满足特异度和灵敏度要求(中国专

利文献
[2)'*&*..&<#

报道了采用两种单克隆抗体

胶乳增强免疫比浊方法%其线性范围较宽%但灵敏度

低%仍然无法同时用于血清和尿液中
"!U

的测定&

3

'

(

F

"

材料与方法

F+F

"

标本来源
"

收集
*')&

年
)*

月宁波美康盛德医

学检验所送检的血清和尿液样本各
3'

例%其中血清

样本男
*.

例%女
**

例+尿液样本男
*&

例%女
*,

例%年

龄
).

!

8'

岁%所有样本均在送检当天测试完毕(

F+G

"

仪器与试剂
"

抗
"!U

多克隆抗体)

"!U

质控

品)胶乳微球由美康生物科技股份有限公司提供(尿

"!U

酶联免疫试剂盒由上海西塘生物科技有限公司

提供(散射比浊法
"!U

测定试剂盒由
WeWT(h

提

供(

Z:?HEC:<).'

型全自动生化分析仪(

W

B

4DF

5B

Z)

全功能酶标仪由美国伯腾仪器有限公司提供(

F+H

"

方法

F+H+F

"

检测原理
"

样品中的
"!U

与包被有特异性

的
"!U

抗体的胶乳微球结合%通过样品中的
"!U

将

胶乳微球连接起来%形成较大的结合物%进而凝集%从

而引起体系浊度的变化(在一定范围内%浊度与
"!U

浓度呈正相关%通过标准液求得的回归方程%可以通

过测量得到的浊度计算出
"!U

浓度(

F+H+G

"

分析参数
"

采用
Z:?HEC:<).'

全自动生化分

析仪%分析方法采用两点终点法(分析参数!

")**3

"

6

)

"*<3

"

6

)样本
3

"

6

)波长
3,&4I

(测定步骤!将

")

和样品加入比色杯%混合均匀%

-<\

孵化
3I:4

%加

入
"*

%混合均匀%立即读取此时的吸光度
#)

%继续孵

化
3I:4

%读取吸光度
#*

%计算二者吸光度的差值

#

#*=#)

$(按照同样品同方法测试定标液%得到各浓

度定标液对应的吸光度差值%以各定标液的浓度对应

的吸光度差值绘制曲线%以
L>

5

:?=L>

5

#

,

K

$函数曲线进

行拟合(通过上述方法测得样品的吸光度差值代入

定标曲线方程%计算得到样品的浓度值(

F+H+H

"

灵敏度及精密度
"

以精密度不高于
)'7

的样

本对应的浓度为最低检测灵敏度(按照美国临床实

验标准委员会#

[6WR

$

(U3=#*

文件对精密度的评价方

法%分别测定高低两个临床诊断水平的
"!U

浓度

#

)+'

)

,+3I

5

"

6

$%在
*C

内将上述两个浓度分别测定

*'

次%另外每天测定
)

次%连续测试
*'A

%分别计算平

均值#

I

$)标准偏差#

D

$)变异系数#

+V

$(

F+H+I

"

回收率
"

采用两个不同
"!U

浓度的血清样

本#

)

)

).'I

5

"

6

$%按照不同比例混合配制测试样品%

按照正常方法测试其
"!U

浓度%重复测定
-

次%求出

平均值%计算出回收率(

F+H+J

"

线性范围测定
"

以美国临床实验室标准化协

会#

[6WR

$

(U&=U

文件作为线性评价标准(以高浓度

样本#

*''I

5

"

6

$和低浓度样本#

)I

5

"

6

$配制出一系

列浓度%并且以生理盐水为
'

值样本#

'I

5

"

6

$作为线

性实验的样品(采用本文配制的试剂%依次从低到

高)从高到低对上述的浓度梯度样品分别平行测试
3

次%求出平均值作为纵坐标)以理论值作为横坐标(

F+H+P

"

抗干扰试验
"

使用同一份人的血清样品%加

入不同浓度梯度的干扰物质%然后正常测定%测试结

果以不添加干扰物的样品作为对照%求出相对偏差作

*
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为干扰率(实验考察结合胆红素)血红蛋白)抗坏血

酸#

%[

$)葡萄糖和尿微量清蛋白#

I#LN

$浓度分别在

)3'

)

3''

)

-'

)

)'''

)

)''I

5

"

A6

时%它们对测定结果的

干扰率(

F+H+T

"

相关性分析
"

根据
[6WR(U8=#*

文件做方法

学比较(尿
"!U

以上海西塘生物科技有限公司尿

"!U

酶联免疫试剂盒在美国伯腾仪器有限公司
W

B

4=

DF

5B

Z)

全功能酶标仪的检测结果%考察本研究
"!U

胶乳增强免疫比浊试剂盒在
Z:?HEC:<).'

全自动生

化分析仪上的检测结果(血清
"!U

以
Z:?HEC:<).'

型全自动生化分析仪使用
WeWT(h

免疫比浊法
"!U

测定试剂盒对比考察本研究
"!U

胶乳增强免疫比浊

试剂盒在
Z:?HEC:<).'

全自动生化分析仪上的检测

结果(

F+I

"

统计学处理
"

使用
WUWW)<+'

统计软件分析数

据%

!

%

'+'3

表示差异有统计学意义(

G

"

结
""

果

G+F

"

试剂盒的制备

G+F+F

"

试剂
)

#

")

$

"

*''II>L

"

60F:;=Z[L

缓冲液%

*7

#

M

"

M

$聚乙二醇
&'''

#

U(S&'''

$%

*7

氯化钠%

K

Zb<+,

(

G+F+G

"

试剂
*

#

"*

$

"

#

)

$小颗粒胶乳的标记!小颗粒

直径为
8'4I

%用
3' II>L

"

6*=

#

2=

吗啉$乙磺酸

#

T(W

$

K

Zb&+'

稀释胶乳到
)7

%加入
)=

#

-=

二甲氨

基丙基$

=-=

乙基碳二亚胺盐酸盐#

(1#[

$溶液
)'I6

#

)+8)<I

5

$和
2=

羟基琥珀酰亚胺#

2ZW

$溶液
)'I6

#

))3I

5

$%室温反应
)C

%

&'''F

"

I:4

离心
)3I:4

%去

上清%沉淀悬浮于
3'II>L

"

6T(W

K

Zb&+*

的缓冲

液中%超声充分分散+相同的离心条件再次离心%小心

去除去上清%沉淀重新悬浮于
-3II>L

"

6T(W

K

Zb

&+*

的缓冲液中%使乳胶终浓度为
*7

%超声分散(为

防止起泡可边搅拌边加入等体积的抗体包被液#

3'

II>L

"

6T(W

K

Zb&+'g'+<*I

5

单抗$%混合搅拌%

室温反应
)C

%胶乳终浓度为
)7

(

.'''F

"

I:4

离心

*3I:4

%去上清%沉淀悬浮于
3'II>L

"

6 T(W

K

Zb

&+'

的溶液中%乳胶终浓度为
)7

%超声分散%加入相

同体积
*+37

牛血清清蛋白#

!W#

$溶液
,\

封闭过

夜(离心去上清%用分散液#

3'II>L

"

60F:;

K

Zb

<+3g)7!W#g*7

蔗糖
g'+)7

叠氮化钠$分散并保

存胶乳%乳胶终浓度为
'+37

(#

*

$大颗粒胶乳的标

记!大颗粒胶乳直径为
*''4I

%用
3'II>L

"

6 T(W

K

Zb&+'

稀释胶乳到
)7

%加入
(1#[

溶液
)'I6

#

)+8)<I

5

$和
2ZW

溶液
)'I6

#

))3I

5

$%室温反应

)C

%

&'''F

"

I:4

离心
)3I:4

%小心去上清%沉淀充分

悬浮于
3'II>L

"

6T(W

K

Zb&+*

的缓冲液中%超声

充分分散+相同离心条件再次离心%小心去上清%沉淀

充分悬浮于
-3II>L

"

6T(W

K

Zb&+*

的缓冲液中%

使乳胶终浓度为
*7

%超声分散(边搅拌#防止起泡$

边加入等体积的抗体包被液#

3'II>L

"

6T(W

K

Zb

&+'g)I

5

多抗$%混合搅拌%室温反应
)+3C

%胶乳终

浓度为
)7

(

&'''F

"

I:4

离心
)3I:4

%轻轻倒出上

清%沉淀悬浮于
-3II>L

"

6 T(W

K

Zb&+.

缓冲液

中%使胶乳终浓度为
)7

%超声分散%加入相同体积

*7 !W#

溶液
,\

封闭过夜(离心去上清%用分散液

#

<3II>L

"

60F:;

K

Zb<+3g)+37!W#g*7

蔗糖
g

'+)7

叠氮化钠$分散并保存胶乳%乳胶终浓度为

'+37

(#

-

$

"*

制备!将小颗粒和大颗粒胶乳按照

3m)

比例混合%然后用稀释液#

3'II>L

"

60F:;=Z[L

K

Zb<+3

)

)7 !W#

)

*7

蔗糖)

'+)7

叠氮化钠$稀释%

使得
"*

中小胶乳终浓度为
'+)*7

%大胶乳终浓度为

'+'*,7

(

G+G

"

灵敏度测试
"

将
3I

5

"

6

的
"!U

质控品用去离

子水稀释成
)I

5

"

6

%接着将
)I

5

"

6

的样本稀释成

'+3I

5

"

6

%将
'+3I

5

"

6

的样本稀释成
'+*I

5

"

6

和

'+)I

5

"

6

%这样就得到了
'+)

)

'+*

)

'+3

)

)+'I

5

"

6

不

同浓度的样本%将每个样品都重复测试
)'

次%并分别

计算出
I

)

D

)

+V

(以
+V

%

)'7

的最低浓度作为最低

检出灵敏度(见表
)

(本检测方法对
"!U

的检测灵

敏度为
'+*'I

5

"

6

(

表
)

""

不同稀释浓度的
"!U

样本灵敏度分析

项目
'+'I

5

"

6 '+)I

5

"

6 '+*I

5

"

6 '+3I

5

"

6 )+'I

5

"

6

I

#

I

5

"

6

$

'+'* '+'8 '+*) '+,< )+)-

D

#

I

5

"

6

$

'+', '+') '+'* '+'- '+'-

+V

#

7

$

*''+'' ))+)) 8+', &+<* *+-&

G+H

"

批内和日间精密度结果
"

见表
*

(

表
*

""

批内)日间精密度结果

标本
批内

I

#

I

5

"

6

$

D

#

I

5

"

6

$

+V

#

7

$

日间

I

#

I

5

"

6

$

D

#

I

5

"

6

$

+V

#

7

$

低值
)+'3 '+',-*& ,+)* )+', '+',<*)& ,+3,

高值
,+3) '+'<.'*- )+<- ,+3- '+'.,*3. )+.&

G+I

"

回收率
"

平均回收率
)''+)7

%见表
-

(

表
-

""

试剂回收试验结果

样本号 理论值#

I

5

"

6

$ 回收浓度#

I

5

"

6

$ 回收率#

7

$

) )+' )+'3 )'3+''

* -&+. -&+-' 8.+&,

- 3,+< <)+.' 8.+8'

, <*+& )'&+8' 8.+&*

3 8'+3 ),-+)' 88+*,

& ).'+' ).'+*' )''+))

G+J

"

线性范围测试
"

以高浓度样本#

*''I

5

"

6

$和低

浓度样本#

)I

5

"

6

$配制出一系列浓度作为线性实验

的样品(水平
)

为
)'''

"

6

低浓度
"!U

样本且不添

加高浓度
"!U

样本+水平
*

为
88'

"

6

低浓度
"!U

样

本
g)'

"

6

高浓度
"!U

样本+水平
-

为
83'

"

6

低浓

度
"!U

样本
g 3'

"

6

高浓度
"!U

样本+水平
,

为

<3'

"

6

低浓度
"!U

样本
g*3'

"

6

高浓度
"!U

样本+

水平
3

为
3''

"

6

低浓度
"!U

样本
g3''

"

6

高浓度

"!U

样本+水平
&

为
*3'

"

6

低浓度
"!U

样本
g<3'

"

6

高浓度
"!U

样本+水平
<

为
'

"

6

低浓度
"!U

样

本
g)'''

"

6

高浓度
"!U

样本(按照上述方法%配

制出来的
<

份样本的理论浓度从低到高依次为
'+*'

)

*+*'

)

)'+)8

)

3'+)3

)

)''+)'

)

)3'+',

)

*''+''I

5

"

6

%以

*
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生理盐水为
'I

5

"

6

%一共得到
.

个不同浓度的样本

用于线性实验%见表
,

(回归方程为
Mb'+8.8*Ng

'+'&<.

%

;

*

b'+8888

(

"!U

试剂盒的检测线性范围

为
'+*'

!

*''+''I

5

"

6

(见图
)

(

表
,

""

胶乳增强免疫比浊
"!U

试剂盒线性分析实验结果

样本号 高浓度
m

低浓度 稀释因子
I

)

#

I

5

"

6

$

!

I

*

#

I

5

"

6

$

, 平均测量值#

I

5

"

6

$ 理论值#

I

5

"

6

$

) 2

"

# 2

"

# '+'' '+') '+'' '+''

* 'm)'' 2

"

# '+). '+** '+*' '+*'
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注!

!表示
"!U

从高至低值测
3

次后平均值+

,表示
"!U

从低至高值测
3

次后平均值(

2

"

#

表述不适用

图
)

""

试剂盒线性回归方程

G+P

"

抗干扰性
"

使用同一份人的血清样品%加入不

同浓度梯度的干扰物质%然后正常测定%测试结果以

不添加干扰物的样品作为对照%求出相对偏差作为干

扰率(测试结果显示结合胆红素浓度
)

)3'I

5

"

A6

%

血红蛋白浓度
)

3''I

5

"

A6

%抗坏血酸浓度
)

3''

I

5

"

A6

%抗坏血酸浓度
)

-'I

5

"

A6

%葡萄糖浓度
)

)'''I

5

"

A6

%

I#LN

浓度
)

)''I

5

"

A6

时%它们对测

定结果的干扰率均小于
-7

(

G+T

"

相关性分析

G+T+F

"

尿液相关性
"

采用本检测方法和
"!U

的酶

联免疫吸附试验#

(6RW#

$免疫检测试剂盒%分别测定

3'

份人尿液样本%对测定结果做线性回归分析(本检

测方法和对照试剂的决定系数为
;

*

b'+8.--

%回归方

程
Mb)+',)8Ng'+'*.8

(该结果表明检测方法与

对照试剂具有很好的相关性(见图
*

(

图
*

""

尿液相关性分析

G+T+G

"

血清相关性
"

采用本检测方法和日本
WeW=

T(h

的
"!U

试剂盒%分别测定
3'

份人血清样本%对

测定结果做线性回归分析(本检测方法和对照试剂

的决定系数为
;

*

b'+88)-

%回归方程
Mb)+'.&8Ng

'+3**,

(该结果表明检测方法与对照试剂具有很好

的相关性(见图
-

(

图
-
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血清相关性分析

H

"

讨
""

论

""

目前%用来评价肾小管损伤的内源性指标主要有

尿
2#S

)

$

*

=TS

等&

&=<

'

(而尿
"!U

和
$

*

=TS

在肾脏

内的代谢途径一样%而且不受其他疾病的影响%稳定

性不受尿
K

Z

值的影响%是现阶段反映肾小管损伤的

高灵敏度的特异性标志物%对了解肾小管损伤及损伤

程度)制定治疗方案)监测治疗效果都具有重要的意

义&

.=)'

'

(而血清
"!U

则在
*

型糖尿病胰岛
$

细胞功

能)消化道)肝病)妊高征肾病损伤等方面具有重要的

诊断价值&

))=)-

'

(因此%尿
"!U

和血清
"!U

都具有各

自的临床诊断价值(

目前市面上的胶乳增强免疫比浊试剂盒只能检

测尿液或者血清中的
"!U

浓度%为了同时得到尿液

和血清的
"!U

浓度需要两套试剂盒甚至两套仪器设

备&

),

'

(本研究使用了抗体致敏的胶乳增强免疫检测

方法%试剂
"*

使用了标记有抗人
"!U

多克隆抗体和

抗人
"!U

单克隆抗体的两种不同粒径的胶乳微粒(

两种不同粒径的胶乳微粒的粒径相差大于
)''4I

%其

中大粒径胶乳标记有抗人
"!U

多克隆抗体%小粒径

胶乳标记有抗人
"!U

单克隆抗体(通过上述方法%

扩展了
"!U

检测试剂盒的线性范围%并且对血清和

尿液中的各种干扰物具有很好的抵抗能力%可以在临

床常用的全自动生化仪使用本研究的一种试剂盒实

现同时检测尿液和血清中的
"!U

%方便了临床检测%

值得临床推广应用(
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摘
"

要"目的
"

观察防治移植物抗宿主病中输注辐照悬浮红细胞对移植发生率及复发率的影响%方法
"

选择内蒙古地区某三甲医院
*'),

年
&

月至
*')&

年
&

月收治的恶性血液系统疾病患者
.,

例!均给予异基因造

血干细胞治疗!将
.,

例患者随机分为实验组和对照组各
,*

例!对照组患者常规预防移植物抗宿主病!实验组

在常规预防基础上输注辐照悬浮红细胞!观察两组患者治疗后移植物抗宿主病发生情况!分别于治疗前后检测

两组患者的血细胞计数#给予发生的患者对症治疗!随访
-

个月!观察移植物抗宿主病的复发情况%结果
"

移

植前!两组患者血细胞计数比较差异无统计学意义"

!

'

'+'3

$%实验组患者移植物抗宿主病发生率'随访期间

复发率低于对照组!移植后血细胞计数均高于对照组!差异有统计学意义"

!

%

'+'3

$%结论
"

移植物抗宿主病

为异基因造血干细胞移植中严重的并发症之一!应用输注辐照悬浮红细胞的方式预防时!可有效减少移植物抗

宿主病的发生!改善患者预后%

关键词"辐照#

"

红细胞#

"

移植物抗宿主病#

"

防治#

"

复发率

!"#

!

)'+-8&8

"
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+:;;4+)&<-=,)-'+*').+')+'--

中图法分类号"

",3<+)

文章编号"

)&<-=,)-'

"
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$

')=')'&='-

文献标识码"
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临床上%恶性血液系统疾病)自身免疫性疾病等

治疗时%比较常用的方法为造血干细胞移植%异基因

造血干细胞移植为其中一种手段%可实现治愈某些恶

性血液病)免疫性疾病%广泛的应用于临床中(但在

应用异基因造血干细胞移植治疗过程中%相关合并症

的发生影响治疗效果%尤其是移植物抗宿主病%因此%

应用异基因造血干细胞移植治疗患者时%需采用相应

的手段预防移植物抗宿主病的发生%以保证治疗效

果%然而常规预防手段的效果并不理想%研究表明%采

取输注辐照血液的方式预防时%具有良好的预防效

果%可有效减少移植物抗宿主病的发生%改善患者预

后(本研究中探讨了输注辐照悬浮红细胞防治移植

物抗宿主病的效果%现报道如下(

F

"

资料与方法

F+F

"

一般资料
"

选取内蒙古地区某三甲医院
*'),

年
&

月至
*')&

年
&

月收治的恶性血液系统疾病患者

.,

例%男
,.

例%女
-&

例%年龄
)<

!

&'

岁%平均

#

--+&̀ *+.

$岁+病程
)

个月至
&

年%平均#

<+&̀ <+)

$

个月(按照疾病类型分为急性淋巴细胞白血病
**

例%急性非淋巴细胞白血病
)<

例%急性混合细胞白血

病
)-

例%慢性粒细胞白血病
))

例%非霍奇金淋巴瘤

),

例%骨髓增生异常综合征
<

例(

.,

例患者中亲缘

全相合异基因造血干细胞移植
*-

例%亲缘半相合异

基因造血干细胞移植
*<

例%无关供者异基因造血干

*
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