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  摘 要:目的 建立一种在自驱动微流体测试卡上快速联合检测心脏疾病标志物心肌肌钙蛋白(cTn)T和

心型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)的方法。方法 使用激光切割的方式快速简便构建微流体结构,使用时间分辨

微球作为标记,优化捕获抗体,标记抗体的浓度,评价测试卡的稳定性、特异性,并进行血清检测。结果 该检测

方法能够在10
 

min内完成2种心脏疾病标志物的联合检测,cTnT在0.1~100.0
 

ng/mL范围内有良好的线性关

系,检出限为0.02
 

ng/mL(s/n=3);H-FABP在0.5~100.0
 

ng/mL范围内有良好的线性关系,检出限为0.05
 

ng/mL(s/n=3)。进行血清检测时,该方法与市场化检测方法比较,相关系数>0.95,相关性良好。结论 该研究

建立的检测方法有特异性良好、检测时间短、检测结果准确等优点,实现了心脏病标志物的联合检测,能够满足

临床的需求,有良好的应用前景。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

method
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

cardiac
 

disease
 

markers
 

cardiac
 

troponin
(cTn)T

 

and
 

heart
 

fatty
 

acid
 

binding
 

protein(H-FABP)on
 

self
 

driving
 

microfluidic
 

test
 

card.Methods The
 

microfluidic
 

structure
 

was
 

constructed
 

fastly
 

and
 

simply
 

by
 

laser
 

cutting.The
 

time-resolved
 

fluorescence
 

mi-
crospheres

 

were
 

used
 

as
 

signal
 

probes.The
 

capture
 

and
 

detection
 

antibody
 

concentration
 

were
 

optimized.The
 

stability
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

test
 

card
 

were
 

evaluated,and
 

clinical
 

serum
 

samples
 

were
 

detected.Results The
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

two
 

cardiac
 

disease
 

markers
 

could
 

be
 

completed
 

within
 

10
 

min.cTnT
 

detection
 

had
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0.1-100.0
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

0.02
 

ng/mL(s/n=3);
the

 

linear
 

range
 

of
 

H-FABP
 

detection
 

was
 

0.5-100.0
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

0.05
 

ng/mL(s/n=
3).Compared

 

with
 

commercial
 

method,the
 

test
 

card
 

showed
 

good
 

correlation
 

over
 

0.95
 

in
 

clinical
 

blood
 

sam-
ples

 

detection.Conclusion The
 

detection
 

method
 

established
 

in
 

this
 

study
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

sensitiv-
ity,short

 

detection
 

time
 

and
 

accurate
 

detection
 

results.It
 

realizes
 

the
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

heart
 

disease
 

markers,which
 

can
 

meet
 

the
 

clinical
 

needs
 

and
 

has
 

a
 

good
 

application
 

prospect.
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  心脏疾病发病时急且危重,严重时会危及到患者

的生命,心脏疾病生物学标志物应用于心脏疾病患者

的早期检测能够帮助临床医生快速而准确地诊断,从
而做出进一步的治疗决策,挽救患者的生命[1-7]。在

心脏疾病发展的不同阶段患者血清中存在相应的标

志物,直 接 或 间 接 反 映 疾 病 状 况。心 肌 肌 钙 蛋 白

(cTn)被视为心脏疾病诊断的“金标准”,广泛用于心

脏疾病的诊断中[8-9],cTn具有T、I、C
 

3种亚型,其中
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cTnT和cTnI是心肌特异性蛋白,但是,在心脏疾病

患者胸痛发作后4~6
 

h内其反应敏感性相对较差。
心型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)在发生心肌缺血或损

伤时能够迅速穿透细胞膜释放到血液中,早期诊断灵

敏度高[10]。临床上,进行cTn与 H-FABP的联合检

测能够结合2种标志物的优势,极大提高诊断的灵敏

度和特异度。
即时检测(POCT)能够实现床旁诊断,在采样现

场即刻进行分析,快速得到检测结果。微流体技术与

POCT检测方法相结合在心脏疾病的临床诊断上已

经得到了广泛的应用[11-15]。POCT应用于心脏疾病

标志物的快速检测可辅助医生对患者采取及时的治

疗措施,对个性化治疗的发展、医疗水平的提高、医疗

费用的减控有重要意义。因此,建立一种低成本的,
能够同时进行多种靶标快速检测的,灵敏度较高的心

脏疾病标志物检测方法意义重大。
 

本研究建立了一种在自驱动微流体测试卡上快

速联合检测心脏疾病标志物cTnT和 H-FABP的方

法。本研究建立的检测方法有特异性良好、检测时间

短、检测结果准确等优点,实现了心脏疾病标志物的

联合检测,能够满足临床需求,有良好的应用前景。
现报道如下。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 激光切割机购自美国 Universal
公司;Nano-Plotter超微量点样仪购自德国GeSim公

司;鼓风干燥箱购自上海精宏实验设备有限公司;冷
冻离心机购自德国Sigma公司;多模式微孔板分析仪

购自德国 PerkinElmer公司;高聚合度有机玻璃板

PMMA(1
 

mm)购自深圳鸿年金属材料有限公司;3M
双面胶(100

 

μm)购自深圳凯诚兴科技有限公司。H-
FABP抗原标准品、捕获抗体F2和标记抗体F1(2种

不同的抗H-FABP单克隆抗体)、cTnT抗原标准品、
捕获抗体T2和标记抗体T1(2种不同的抗cTnT单

克隆抗体)均购自芬兰 Hytest公司;羧基修饰Eu时

间分辨荧光微球(200
 

nm)购自上海微测生物科技有

限公司;吐温-20、硼酸、硼砂、氯化钠、无水碳酸钠、碳
酸氢钠、3-氨基丙基三乙氧基硅烷(APTES)、1-3-二甲

氨基丙基-3-乙基碳二亚胺(EDC)、戊二醛、小牛血清

均购自北京欣经科生物科技有限公司;聚苯乙烯接枝

马来酸酐、甲苯购自北京蓝弋化工产品有限责任公

司;海藻糖购自日本林原公司;其他未提及试剂均为

分析纯;实验用水均为超纯水。

1.2 缓冲溶液、稀释液等溶液的配制 (1)碳酸盐缓

冲液的 配 制:称 取 无 水 碳 酸 钠1.59
 

g,碳 酸 氢 钠

2.93
 

g,用超纯水溶解至900
 

mL,使用0.1
 

mol/L盐

酸和0.1
 

mol/L氢氧化钠溶液调节pH 值为9.60
后,定容至1

 

000
 

mL。(2)捕获抗体点样缓冲液的配

制:称取海藻糖1
 

g,使用pH值为9.60的碳酸盐缓冲

液溶解至10
 

mL。(3)2-N-吗啉代-乙基磺酸(MES)
缓冲液的配制:称取 MES

 

10.6
 

g,用超纯水溶解至

450
 

mL,使用0.1
 

mol/L盐酸和0.1
 

mol/L氢氧化钠

溶液调节pH值为5.80后,定容至500
 

mL。(4)硼酸

缓冲液的配制:称取硼酸4.02
 

g,硼砂3.34
 

g,氯化钠

0.95
 

g,用超纯水溶解至450
 

mL,用0.1
 

mol/L盐酸

和0.1
 

mol/L氢氧化钠溶液调节pH值为8.20后,定
容至500

 

mL。(5)标记抗体微球稀释液的配制:称取

蔗糖2
 

g,牛血清清蛋白0.20
 

g,吐温-20
 

100
 

μL,使用

pH值为8.20硼酸缓冲液溶解至10
 

mL。

1.3 时间分辨微球的标记 取50
 

μL荧光微球,使
用pH 值 为5.80的 MES缓 冲 溶 液 清 洗,11

 

000
 

r/min离心5
 

min去除上清液,将微球使用500
 

μL
 

MES缓冲液超声重悬;加入10
 

μL
 

EDC(50
 

mg/mL)
溶液,室温反应20

 

min;11
 

000
 

r/min离心5
 

min去除

上清液,使用pH值为8.20的硼酸缓冲液超声重悬微

球至500
 

μL;加入50
 

μg标记抗体,室温振荡反应

2
 

h;加入50
 

μL含10%
 

牛血清清蛋白的硼酸缓冲液,
封闭反应1

 

h;11
 

000
 

r/min离心5
 

min去除上清液,使
用1

 

mL标记抗体微球稀释液超声重悬微球,4
 

℃储存。

1.4 测试卡的设计及组装 使用激光切割机分别将

PMMA切割成上盖和底板,将3M双面胶切割成通道

结构。上盖使用等离子表面活化后,使用pH 值为

2.00硫酸溶液浸泡处理后,烘干备用;底板使用等离

子表面活化后,APTES溶液浸泡10
 

min,N2 吹干后

浸泡于戊二醛溶液中10
 

min,N2 吹干后分别在指定

区域固定捕获抗体及标记微球,按步骤组装成微流体

测试卡。

1.5 免疫反应流程 检测时,直接向加样区滴加80
 

μL血清,固定在通道中的标记微球首先与标本中待

测抗原反应形成抗原-标记微球复合物;在标本流经捕

获抗体固定区时,抗原-标记抗体复合物与固定在检测

区的捕获抗体反应,形成捕获抗体-抗原-标记微球复

合物;检测区微球的捕获量与标本中抗原浓度相关。
在激发波长340

 

nm、发射波长615
 

nm、延迟时间600
 

μs条件下使用多模式微孔板分析仪测定检测区荧光

强度,从而实现对标本中待测抗原的定量。整个检测

过程能够在10
 

min以内完成。见图1。

1.6 统计学处理 构建标准曲线时,每个标准点测

量3次,建立与标准浓度之间的参考曲线,使用origin
进行线性拟合并计算相关系数。进行方法学比较时,
每个实际血清样本测试1次,并将测试结果与商业化

平台测试结果进行比对,使用origin进行线性关系对

照,并计算两者之间的线性相关系数。

2 结  果

2.1 捕获抗体点样浓度优化 分别使用不同浓度的
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捕获抗体进行点样,测定不同cTnT和 H-FABP浓度

的标本,考察捕获抗体点样浓度对免疫反应的影响。
对于2种抗原的检测,当捕获抗体的点样浓度达到50

 

μg/mL时,检测的荧光信号值均不再随点样抗体浓度

的增加而增加。在测试卡制作时,针对2种标记物的

检测捕获抗体点样浓度均确立为50
 

μg/mL。见图2。

图1  免疫分析反应流程图

  注:A为不同捕获抗体浓度检测cTnT;B为不同捕获抗体浓度检

测 H-FABP。

图2  不同捕获抗体浓度检测cTnT和 H-FABP的结果

2.2 标记抗体使用量优化 分别使用不同体积标记

微球固定在通道内,测定不同cTnT和 H-FABP浓度

的标本,考察标记抗体使用量对免疫反应的影响。当

标记微球使用量达到1
 

μL时,检测的荧光信号值达

到饱和值。在后续实验中,针对2种标志物检测标记

微球使用量均选择1
 

μL。见图3。

2.3 标准曲线 在设定好的检测条件下,建立cTnT
在0.1~100.0

 

ng/mL范围的标准工作曲线(n=3),
标准曲线的相关系数>0.99,检出限为0.02

 

ng/mL
(s/n=3);建立H-FABP在0.5~100.0

 

ng/mL范围

的标准工作曲线(n=3),标准曲线的相关系数>
0.99,检出限为0.05

 

ng/mL(s/n=3)。针对2个指

标检测的线性关系均良好,可以满足临床标本的定量

检测的需求。

2.4 稳定性 考察了组装好的测试卡在37
 

℃放置

一定时间后的检测性能,其中cTnT和 H-FABP的浓

度均为10
 

ng/mL。在37
 

℃放置7
 

d后,测试卡对2
种标志物的检测均能保持良好的检测性能,说明测试

卡的稳定性良好。见图4。

  注:A为不同标记抗体量检测cTnT;B为不同标记抗体量检测 H-

FABP。

图3  不同标记抗体量检测cTnT和 H-FABP结果

2.5 特异性 考察了cTnT和 H-FABP的浓度均为

10
 

ng/mL时,在待测标本中分别加入1、10
 

μg/mL
的C-反应蛋白、50

 

ng/mL的降钙素原,测试不同浓

度、不同类别干扰物对检测结果的影响,结果显示干

扰物的加入对2种抗原的检测没有影响,说明该测试

卡对2种标志物的检测特异性良好。见图4。
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  注:A为测试卡稳定性;B为测试卡特异性。

图4  测试卡稳定性和特异性评价

2.6 血清测试方法学比较 利用建立起的微流体荧

光免疫测试卡,检测了31份cTnT的临床血清标本,
将这些标本的检测结果与罗氏公司的cobas􀆿

 

e411电

化学发光全自动免疫分析仪的测试结果进行比较。
R2=0.981

 

4,说明两者测试结果一致,系统之间相关

性良好;利用建立起的微流体荧光免疫测试卡,检测

了33份 H-FABP的临床血清标本,将这些标本的检

测结果与酶标试剂盒的测试结果进行比较。R2=
0.957

 

5,说明两者测试结果一致,系统之间相关性

良好。
2.7 联合检测性能评估 使用添加法配制cTnT和

H-FABP的混合血样,利用测试卡进行了人血清中2
种靶标的联合检测。测试卡对2种标志物进行联合

检测时,平均回收率>90%,批内精密度<15%,说明

该方法有良好的检测效果,能够满足临床上的检测需

求。见表1。
表1  2种标志物联合检测性能评估(n=4)

指标
浓度

(ng/mL)

测试值

(ng/mL)

回收率

(%)

批内精密度

(%)

H-FABP 0.5 0.52 104.0 6.7
5.0 5.31 106.2 9.5
20.0 21.90 109.5 8.6
100.0 96.50 96.5 10.1

cTnT 0.5 0.47 94.0 9.0
5.0 5.22 104.4 8.1
20.0 19.60 98.0 11.4
100.0 98.40 98.4 5.9

3 讨  论

  临床上,几种生物学标志物的联合检测能够极大

地提高诊断的稳定性及特异性,多靶标同时检测可减

少标本的使用量,减轻患者的痛苦;传统的免疫比浊

法、酶联免疫吸附测定、免疫侧向的方法难以满足多

靶标同时检测的要求。微流体技术与免疫测定技术

相结合,使用时间分辨荧光的方式进行标记,能够综

合几种方法的优势,极大地降低荧光检测中背景荧光

的干扰,提高检测的稳定性和特异性。
本研究建立了一种能够实现心脏疾病标志物cT-

nT和 H-FABP联合检测的微流体测试卡,为了使测

试卡的性能达到最佳,本研究分别对捕获抗体点样浓

度和标记抗体使用量进行了优化,结果表明,捕获抗

体点样浓度达到50
 

μg/mL时,免疫反应达到饱和;标
记微球使用量1

 

μL时,免疫反应达到饱和;加急反应

显示测试卡在37
 

℃放置7
 

d仍能保持较高的反应性。
在设定好的反应条件下,该测试卡在10

 

min内即可

实现2种 心 脏 疾 病 标 志 物 的 联 合 检 测,cTnT 在

0.1~100.0
 

ng/mL范围内有良好的线性关系,检出

限为0.02
 

ng/mL;H-FABP在0.5~100.0
 

ng/mL
范围内有良好的线性关系,检出限为0.05

 

ng/mL。
针对于2种标志物的检测,该方法回收率为94.0%~
109.5%,批内精密度均<15%,呈现出良好的精密度

和重现性。同时,进行血清检测时,与商业化的检测

方法比较,相关系数均>0.95,测试结果一致,相关性

良好。
该测试卡可以应用于肿瘤、过敏原等其他标志物

的检测,与电化学等传感器平台集成,能够实现更广

泛的应用,从而更适用于临床的快速检测。
综上所述,本研究建立了微流体测试卡对心脏疾

病标记物cTnT和H-FABP的联合检测方法,与临床

上使用的商业化仪器和方法比较一致性良好;使用添

加法进行了cTnT和 H-FABP的联合检测,回收率、
精密度均能满足临床要求,说明该检测方法能够应用

于心脏疾病标志物的检测。同时,该检测方法检测成

本低、制作方法简单、操作简便、能够在10
 

min内完

成相关标志物的检测,检测特异性和检测范围均能满

足临床检测的需求。
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