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  摘 要:建立一种荧光定量层粘连蛋白(LN)检测方法,定量检测人血清LN水平。将鼠抗LN抗体用划线

机喷到硝酸纤维素膜表面作为检测线(T),将链霉素亲和素用划线机喷到硝酸纤维素膜表面作为质控线(C);用
生物素荧光微球标记鼠抗LN抗体作为缓冲液。利用双抗体夹心法原理定量检测LN水平,对方法的线性、精

密度、空白限、回收率、相关性等性能指标进行验证,并使用市售化学发光LN试剂盒比对。荧光免疫分辨检测

LN方法的回收率为86.03%~97.50%,空白限为4.22
 

ng/mL,线性范围为20~800
 

ng/mL,相关系数(r)为

0.998
 

9;批内精密度为6.51%,批间精密度为6.23%。与市售LN试剂平行检测100份血清标本,有良好的相

关性(Y=1.021
 

9X-1.172
 

0,r=0.987
 

1)。本研究建立了LN荧光免疫检测方法,各项性能指标均达到临床

检验要求,操作便捷、结果准确,可用于临床血清LN水平的检测。
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Abstract:To

 

establish
 

a
 

quantitative
 

detection
 

method
 

for
 

Laminin
 

(LN)
 

based
 

on
 

Time-Resolved
 

Fluo-
rescence

 

Immunoassay.The
 

mouse
 

anti-LN
 

antibody
 

was
 

sprayed
 

onto
 

the
 

surface
 

of
 

the
 

nitrocellulose
 

mem-
brane

 

with
 

a
 

marking
 

machine
 

as
 

the
 

detection
 

line
 

(T).Streptomycin
 

avidin
 

was
 

sprayed
 

onto
 

the
 

surface
 

of
 

cellulose
 

nitrate
 

membrane
 

by
 

marking
 

machine
 

as
 

the
 

quality
 

control
 

line
 

(C).Mouse
 

anti
 

LN
 

antibody
 

was
 

labeled
 

with
 

biotin
 

fluorescent
 

microspheres
 

as
 

buffer.The
 

LN
 

was
 

quantitatively
 

detected
 

by
 

the
 

double
 

anti-
body

 

sandwich
 

method,the
 

linearity,precision,limit
 

of
 

blank,recovery
 

and
 

correlation
 

of
 

the
 

method
 

were
 

ver-
ified,and

 

the
 

commercial
 

chemiluminescence
 

LN
 

kit
 

was
 

used
 

for
 

comparison.The
 

recovery
 

of
 

the
 

fluorescence
 

immunoassay
 

for
 

LN
 

was
 

86.03%-97.50%.The
 

limit
 

of
 

blank
 

of
 

LN
 

was
 

4.22
 

ng/mL,the
 

linear
 

range
 

was
 

20-800
 

ng/mL,the
 

correlation
 

coefficient
 

r
 

was
 

0.998
 

9,the
 

within-run
 

precision
 

was
 

6.51%,and
 

the
 

be-
tween-run

 

precision
 

was
 

6.23%.Compared
 

with
 

the
 

commercially
 

available
 

product
 

(100
 

serum
 

samples),LN
 

showed
 

the
 

high
 

consistency
 

(Y=1.021
 

9X-1.172
 

0,r=0.987
 

1).In
 

this
 

study,the
 

fluorescence
 

immunoas-
say

 

detection
 

method
 

of
 

LN
 

was
 

established.All
 

the
 

performance
 

indexes
 

met
 

the
 

requirements
 

of
 

clinical
 

ex-
amination.It

 

was
 

easy
 

to
 

operate
 

and
 

accurate,and
 

could
 

be
 

used
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

serum
 

LN
 

level
 

in
 

clinic.
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  近年来,肝纤维化日益受到人们的重视,已成为

肝病研究领域的热点。诸多病因如病毒、乙醇、药物

等所致的肝细胞炎症、坏死均可引起肝纤维化。肝纤

维化为慢性肝病发展至肝硬化过程中的病理组织学
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变化,是发展到肝硬化的必经阶段[1]。其疾病过程

为:慢性肝病-肝纤维化-肝硬化-肝癌。研究认为

肝纤维化尚有逆转至正常肝的可能,而肝硬化则不

能[2-3]。所以,肝纤维化在一定条件下可被逆转,早期

发现、阻断肝纤维化对治疗慢性肝病十分重要[4]。
层粘连蛋白(LN)是细胞间外间质(ECM)中的非

胶原糖蛋白,大量沉积于基质膜的透明层[5-6]。在肝

纤维化发生过程中,患者细胞外基质的代谢产物可释

放到人体血液之中,LN即为该种代谢产物,研究发现

其可作为非酒精性脂肪肝、肝癌等肝脏疾病中肝纤维

化的血清学标志物[7-11]。本研究旨在建立一种LN荧

光免疫检测方法,用于定量检测人血清LN水平,现
报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取天津市三中心医院肝纤维化和

肝硬化患者的血清标本,溶血、黄疸、脂血等标本剔

除。标本血清为空腹静脉采血,分离出血清立即用于

分析,可 于4
 

℃冰 箱 中 保 存,长 期 存 放 应 保 存 在

-20
 

℃以下,并避免反复冻融。

1.2 仪器与试剂 喷金划线仪 HM3030、宽型切条

机CM3020、微电脑斩切机,荧光免疫分析仪P200为

博奥赛斯(天津)生物科技有限公司研制生产。LN化

学发光检测试剂由博奥赛斯(天津)生物科技有限公

司提供。荧光微球购自Thermo公司,链霉亲和素购

自Sigma公司,硝酸纤维素膜(NC膜)购自PALL公

司,其他试剂均为国产分析纯。LN抗原、抗体均购于

梅迪赛斯生物科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 LN固相抗体制备 分别将LN抗体及链霉

亲和素配置成一定浓度的溶液,使用喷金划线仪分别

包被在NC膜的检测区和质控区,37
 

℃干燥后密封室

温保存备用。
包被浓度的选择试验方法:分别选用以下3种缓

冲液稀释LN抗体及链霉亲和素进行包被,测定其包

被效果。缓冲液1#:pH8.0,缓冲液2#:pH6.4,缓
冲液3#:pH7.2。

1.3.2 荧光标记抗体制备 取0.10
 

mL荧光微球,
清洗1次(0.10

 

mol/L硼酸盐缓冲液)加入0.12
 

mg/

mL的活化剂可溶于水的碳二亚胺(EDC),混匀,加入

LN抗体至100.00
 

μg/mL。交联4
 

h,加牛血清清蛋

白(BSA)至20.00
 

μg/mL,封闭过夜,4
 

℃保存备用。
荧光标记抗体稀释比例选择试验方法:LN抗体微

球分别以1∶30、1∶50、1∶100比例稀释,测定其效果。

1.3.3 层析时间的选择 比较层析12、15、18
 

min
不同时间下对试验结果的影响。

1.3.4 试剂盒的组装 将吸水纸、NC膜、样品垫按

顺序粘贴组成试剂板,用斩切机将试剂 板 分 切 成

(4.0±0.2)mm的试剂条。将试剂条装入卡中扣合,
即为完整检测卡。

1.3.5 检测缓冲液配置 LN荧光标记抗体终浓度

以1/100,质控荧光标记抗体浓度以1/500,其他以稀

释液补充,配置检测缓冲液。

1.4 荧光免疫层析分析

1.4.1 灵敏度 灵敏度以空白限数据来评估。平行

测定20次零值标准品的相对荧光强度(T/C),计算

T/C的平均值(x)和标准差(s)。根据零值标准品和

相邻标准品之间的浓度-相对荧光强度结果进行两点

回归拟合得出一次方程,将x+2×s带入上述方程,
计算出对应的浓度值,即为检测卡空白限数据。

1.4.2 精密度 抽取3个批次的LN检测卡,选取高

值和低值标本分别重复测试各10次,进行精密度检

测。计算批内变异系数(CV)与批间CV,可得出检测

卡的精密度数据。

1.4.3 线性试验 将接近线性范围上限的高值标本

按一定比例稀释为5种浓度,其低值浓度的标本需接

近线性范围下限,使用LN测定试剂盒(荧光免疫层

析法)测定,每一种浓度重复测定3次,计算其平均

值,将结果平均值和稀释比例用最小二乘法进行直线

拟合,并计算线性相关系数(r)。r≥0.990
 

0判定为

符合标准。

1.4.4 准确度 准确度以回收试验来评估。取LN
的临床检测高值标本,与低值标本以1.0∶9.0的体

积比例混合,测试高值标本、低值标本与混合标本的

实际浓度值,各平行测定3次取均值。
回收率=(混合标本测值×10-低值标本测值×

9)/高值标本测值

1.4.5 钩状效应(Hook效应) 用灭活的小牛血清

作稀释液,将LN高值校准品配置成一系列浓度,平
行测定每种浓度校准品两次荧光强度值,取其均值。

1.4.6 对比试验 与市售LN检测试剂盒(化学发

光法)平行检测100份临床血清标本,记录结果,计算

相关性。市售LN检测试剂盒按照其说明书进行检

测操作。

1.5 统计学处理 采用2010版本Excel进行趋势分

析,采用SPSS20.0对检测结果进行统计分析。

2 结  果

2.1 方法学建立

2.1.1 包被浓度的选择 随标本浓度值的升高,测
试所得T/C值随之升高,缓冲液1#测试结果与标本

相关性较好,选择缓冲液1#。见图1。
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图1  包被浓度的选择

2.1.2 荧光标记抗体稀释比例的选择 LN抗体微

球稀释实验结果显示,1∶50比例稀释的检测缓冲液,
随标本浓度值的升高,测试所得T/C值随之升高,1∶
30比例稀释的检测缓冲液测试T/C值偏高,表明LN
抗体微球浓度偏高。综合考虑,以1∶50为基础稀释

比例。见图2。

图2  荧光标记抗体稀释比例的选择

2.1.3 层析时间的选择 层析时间试验结果显示,

20
 

ng/mL 标 本 在7.5
 

min后 测 值 已 经 稳 定,100
 

ng/mL标本在10
 

min后测值趋于稳定,800
 

ng/mL
标本在12.5

 

min后较稳定。CV 结果显示,层析12
 

min标 本 CV >10.00%,15、18
 

min
 

CV 均 <
10.00%;综合以上,同时考虑时间效率因素,选择层

析时间为15
 

min。见图3、表1。

2.2 方法学验证

2.2.1 灵敏度 LN检测卡的空白限分别为3.35、

3.27、4.22
 

ng/mL,符合行业标准。见表2。

2.2.2 精密度 经过3个批次的CV 测试,可得出3
批LN 检测卡的低值批内精密度分别为6.12%、

3.18%、6.08%,高值标本批内精密度分别为6.51%、

4.74%、5.21%,选取最大值6.51%为本检测试剂盒

的批内精密度;高低值标本的批间精密度分别为

5.87%、6.23%,选取最大值6.23%为本检测试剂盒

的批间精密度。见表3。
表1  不同层析时间的标本CV(%)

时间(min) 20
 

ng/mL 100
 

ng/mL 800
 

ng/mL

12 10.23 10.45 10.32

15 5.51 6.32 5.87

18 6.36 6.21 6.65

图3  层析时间的选择

表2  空白限试验结果

批次 检测次数 x(ng/mL) s 空白限(ng/mL)

1 20 0.186 0.005 3.35

2 20 0.187 0.005 3.27

3 20 0.188 0.007 4.22

表3  检测卡精密度分析

标本浓度 批次
x

(ng/mL)
s

批内CV
(%)

批间CV
(%)

低值标本 1 51.471 3.150 6.12 5.87

2 47.956 1.525 3.18

3 48.832 2.969 6.08

高值标本 1 256.943 16.727 6.51 6.23

2 240.169 11.384 4.74

3 259.539 13.522 5.21

2.2.3 线性 在20~800
 

ng/mL的线性范围内,LN
检测卡的线性r为0.998

 

9。见表4、图4。

表4  线性试验结果(ng/mL)

稀释比例 理论浓度 实测浓度1 实测浓度2 实测浓度3 实测均值

1∶163.3 20.00 19.26 20.68 19.16 19.70

1∶65.3 50.00 55.40 51.05 51.95 52.80

1∶32.7 100.00 103.80 98.80 87.60 96.73

1∶13.1 250.00 267.25 281.75 285.00 278.00

1∶4.1 800.00 787.20 774.80 788.00 783.33
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2.2.4 准确度 经过3批LN检测卡的回收率测试

可知,回收率为86.03%~97.50%,产品重复性较好。
见表5。

图4  拟合方程图

表5  检测卡回收率分析

批次
高值标本测值

(ng/mL)

低值标本测值

(ng/mL)

混合标本测值

(ng/mL)

回收率

(%)

1 618.00 108.15 150.5 86.03

2 602.00 103.60 147.50 90.13

3 604.00 102.90 151.50 97.50

2.2.5 Hook效应分析 LN浓度从800
 

ng/mL升

至8
 

000
 

ng/mL时,检测的荧光强度值随浓度增加而

升高,没有出现Hook效应。见表6。
表6  Hook效应分析

标本浓度(ng/mL) T/C值 平均值(ng/mL)

800
1.983

2.094
2.039

1
 

500
2.842

2.900
2.871

4
 

000
3.832

3.910
3.871

8
 

000
4.920

4.822
4.871

2.2.6 方法学比较 与化学发光LN试剂盒比对,
检测100份临床标本,两种方法学的检测结果回归方

程为Y=1.021
 

9X-1.172
 

0,r=0.987
 

1。见图5。

图5  两种试剂盒测定血清标本LN水平的相关性图

3 讨  论

LN属于细胞外基质成分,随着肝纤维化病情发

展越来越严重,细胞外基质成分在血清的浓度会明显

上升,因此对判断肝病和肝纤维化的严重程度具有重

要价值。
本研究开发的LN测定试剂盒为荧光免疫分析

测定系统,采用荧光示踪物标记抗原或抗体,与待测

物进行一系列免疫反应,通过测定反应产物的荧光强

度以分析待测物浓度。本研究结果显示荧光免疫分

辨检测LN方法的回收率为86.03%~97.50%,空白

限为4.22
 

ng/mL,线性范围为20~800
 

ng/mL,r=
0.996

 

5;批 内 精 密 度 为 6.51%,批 间 精 密 度 为

6.23%。与市售LN试剂平行检测100份血清标本,
有良 好 的 相 关 性(Y=1.021

 

9X -1.172
 

0,r=
0.987

 

1)。这表明本试剂盒测试重现性好,与市售试

剂盒有良好的相关性。
 

时间分辨免疫测定荧光是目前应用非常广泛的

微量分析技术之一[12-16],具有专一性强、灵敏度高、实
用性好、检测时间短、价格低廉等优点。时间分辨免

疫层析以铕荧光微球为标记物,与传统荧光标记物相

比,其有独特的荧光特性:荧光寿命长、stokes位移

大、激发光谱和发射光谱无交叉、特征峰尖锐、标记物

体积小、灵敏度高、可定量。该方法最快15
 

min出结

果,可用于快速对大量患者的血清学标本进行检测。
高通量的免疫学筛查无实验室限制,便于在二级及其

以上医院快速推广。同时,基于LN检测试剂制备低

成本的快检试剂,可以用于社区等基层医疗机构对就

医人群进行快速、低成本的筛查,以便实现集中患者、
集中资源、集中专家、集中收治,以及实现医疗资源的

高效运转。
综上所述,本研究建立的LN荧光免疫分析检测

方法符合临床检验需求,在临床检验中具备应用价

值,值得推广使用。
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一方面,缓冲体系与真实标本血清基质存在差异,即
基质效应也可造成测值结果不一致等;此外,还与各

测定原理和技术的不同、数据处理的曲线拟合方式差

异有关等。
除定值结果不理想外,WHO提供的互换性实验

结果显示,仅6种方法中的16/190和标本具有互换

性,3种方法具有部分互换性,7种方法无互换性。以

上结果表明,如果将16/190定为国际标准品,既无溯

源依据支持,亦无实际数据支持,实际应用中必然存

在一定争议。鉴于上述因素,NIBSC不建议将16/
190作为人重组AMH的国际标准品,但是为了进一

步促进AMH校准和免疫学分析,他们向 WHO推荐

16/190作为参考试剂,并且在说明书中明确说明赋值

采用的是当前的免疫分析法,笔者亦认为这种做法是

合理的。在未来可尝试以人血清为基质建立 AMH
参考盘,或者采用提取的人源性AMH制备国际标准

品,以协调 AMH 免疫分析方法之间的差异,促进

AMH免疫分析的标准化。
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