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目的
!

建立乳胶增强免疫比浊测定血清胱抑素
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"
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#的全自动分析方法$方法
!

采用乳胶

增强免疫比浊法测定
2
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!根据美国临床实验室标准化协会相关文件!对方法进行精密度%线性%准确性等评

价及临床初步应用$结果
!

此方法批内
=Q

#

'4*V

!批间
=Q

#

54*V

$抗干扰性强!血红蛋白小于或等于
'4*

>

(

,

%胆红素小于或等于
'(*

(

F8A

(

,

%类风湿因子小于或等于
((**U

(
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%三酰甘油小于或等于
1*FF8A

(

,

对测定

无影响&与进口试剂相比!

4]14**.56c*4**(6

!

9]*46665

!二者相关性良好$试剂开瓶稳定性良好$结论
!

乳

胶增强免疫比浊法测定血清
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!具有方法简便%快速%灵敏的优点!且结果准确!可用自动分析仪测试!适合

临床检验应用$
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血清胱抑素
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$
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%又名半胱氨酸蛋白酶抑制剂

2

#含有
1(*

个氨基酸残基#是一种非糖基化的椭圆形小分子

蛋白.

2

H
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存在于所有的体液中#其中脑脊液中的浓度

最高#尿液中的浓度最低#是半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族成

员之一.

2
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由于相对分子质量较小#能够自由通过正

常的肾小球滤过膜#可在近曲小管完全被重吸收而降解.当肾

功能减退时#血清
2

H
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有不同程度升高.大量实验表

明#通过测定血清
2

H
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能够很好地反映肾小球滤过率

$

W\3

%#是
W\3

较为理想的内源性标志物,

1#)

-

.因此#血清
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浓度的测定对于临床上发现早期肾损害和肾功能

改变具有重要意义.本研究建立了乳胶增强免疫比浊测定血

清
2

H

"=?=9:2

浓度的方法#并对其检测性能进行方法学评价.

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

样品均为本院门诊和住院患者.

$4/

!

试剂与仪器
!

试剂
1

$

31

%!甘氨酸缓冲液
(5FF8A

"

,

+氯

化钠
'45

>

"

,

+聚乙二醇
(****)4*

>

"

,

+稳定剂和防腐剂适量(

试剂
(

$

3(

%!含乳胶共价结合的羊抗人
2
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+
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=9:2

标准液及低+高值室内质控液$均来源于浙江伊利康生物

技术有限公司%(干扰物质!

/**

(

F8A

"

,

胆红素标准液+

5

>

"

,

血红蛋白溶液.

ZN7&2ZN.10*

全自动生化分析仪.

$4'

!

方法

$4'4$

!

检测原理
!

将含有
2
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样本与共价结合在乳胶

上的
2

H

"=?=9:2

抗体在缓冲液中结合#形成稳定的抗原
#

抗体

复合物#并产生一定的浊度#通过测定一定时间后吸光度变化

值#与同样条件下校准液相比较#即可计算出样本中
2

H

"=?=9:

2

的浓度.

$4'4/

!

主要分析参数
!

样本体积
15

(

,

#

31

体积
((5

(

,

#

3(

体积
5*

(

,

#主波长
5.*:F

#副波长
0**:F

#采用终点法.反

应温度为
).d

#第
1.

点读取
&1

#第
)'

读取
&(

#反应方向为

上升反应.

$4'4'

!

操作方法
!

根据分析参数在仪器上编制检测程序#在

ZN7&2ZN.10*

全自动生化分析仪上完成检测.

$41

!

统计学方法
!

采用
+7&7&1*4*

软件进行统计学处理.

/

!

结
!!

果

/4$

!

精密度
!

根据美国临床实验室标准化协会$

%22,+

%

-S5#&(

文件对于精密度评价的要求,

'

-

#分别测定低+中和高

值
)

种水平的
2

H
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浓度.

(@

内各水平连续测定
(*

次#

计算
G

+

D

+批内
=Q

.每天测定
1

次#连续测定
(*!

#计算
G

+

D

+

日间
=Q

.批内精密度和日间精密度结果见表
1

.

/4/

!

回收试验
!

取低值和高值新鲜血清样品各
1

份$

*411

+

/

6511

/

检验医学与临床
(*11

年
5

月第
0

卷第
1*

期
!
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!
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!

Q8A40

!
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/4'6F

>

"

,

%#以不同比例混合#成为分析样品#然后分别测定

2

H
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的浓度#计算回收率#结果见表
(

.

表
1

!

批内和日间精密度结果%

F

>

'

,

&

样本号 标本
批内

G

D =Q

$

V

%

日间

G

D =Q

$

V

%

1

低值
*4)' *4*1( )4/( *4)' *4*1/ '406

(

中值
(455 *4*51 (4** (455 *4*50 (4(6

)

高值
/4)0 *4)5* *455 /4)0 *4*'* *4/)

表
(

!

回收试验结果

标本号 理论值$

F

>

"

,

% 回收浓度$

F

>

"

,

% 回收率$

V

%

"

1 *4/5 *4// 1*(4(

( 14/) 14/' 1*145

) (4.( (4.* 664(

' )406 )405 6046

5 '41) '4*0 604.

/ 54)' 54(1 6.45

!!

注!

"血清
2

H
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的平均回收率为
664/V

.

/4'

!

对比试验
!

将血清样品$

']'*

%同时用乳胶增强免疫比

浊法与日本进口原装
2

H
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试剂分别测定并进行比较#测

定范围为
*4*5

!

.4/1F

>

"

,

#计算出回归方程为
4]14**.56

c*4**(6

$

6

为日本进口原装
2

H
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试剂%#相关系数$

9

%

]*46665

#经
:

检验两组结果差异无统计学意义$

!

$

*4*5

%#

高度相关.

/41

!

稳定性试验
!

将本法试剂按以下几种方式测试!$

1

%

(

!

0d

开瓶上机稳定性#即第一次校准后开瓶置于仪器冷藏#随

后不再校准#每天监控相同批次标本#直到失控为止($

(

%

(

!

0d

开瓶第
1

次校准后#随后不再校准#每天监控相同批次标

本#直到失控为止#但每天测定结束后及时密闭瓶盖($

)

%加速热

破坏试验.

).d

热破坏性试验#每次测定前进行重新校准#每

天监控相同批次标本#直到失控为止.从试验结果可看出#本法

试剂显示出良好的开瓶稳定性$至少
1

个月以上%.结果见表
)

.

表
)

!

稳定性试验结果%

F

>

'

,

&

时间$

!

%

(

!

0d

开
(

!

0d

闭
).d

* 14)) 14)) 14))

5 14)' 14)( 14(0

1* 14)( 14)1 14('

(* 14)* 14(6 14(1

)* 14(6 14)* 14*0

!!

注!)开*指始终开瓶上机观察()闭*指开瓶上机#测定结束后密闭(

)

).d

*指热破坏性试验.

/42

!

干扰因素
!

用稀释好的不同浓度的血红蛋白+胆红素和

类风湿因子分别与含
2

H

"=?=9:2

浓度较高的血清和生理盐水

做回收试验#以回收率的好坏判断是否存在干扰#结果见表
(

.

各干扰因素在一定浓度范围内对
2

H

"=?=9:2

无干扰#结果见

表
'

.

/4)

!

灵敏度试验
!

用乳胶增强免疫比浊法
2

H

"=?=9:2

试剂对

系列稀释标准品进行浓度测定#

2

H

"=?=9:2

标准品稀释
*

+

1

+

1*

+

(*

+

'*

+

0*

+

1/*

倍的
2

H

"=?=9:2

标准品测定结果分别是!

04*

+

'4*/

+

*4.6)

+

*4'1(

+

*416/

+

*41*.

+

*4*51/F

>

"

,

.

表
'

!

回收试验结果

干扰物 加入量
测定值

$

F

>

"

,

%

理论值

$

F

>

"

,

%

回收率$

V

%

类风湿因子$

U

"

,

%

* )4/. b b

1.( )45' )45* 1*1

0/* (4)5 (4(6 1*(

((** 146' 1400 1*)

胆红素$

(

F8A

"

,

%

* )411 b b

1(*4* (4./ (4.( 1*1

1/*4* (4)5 (4). 66

'(*4* (4** (4** 1**

三酰甘油$

FF8A

"

,

%

* * 54'. b

'4* '4*) '415 6.

/4* (40) (400 60

1*4* 145' 1450 6.

ZG

$

>

"

,

%

* '4** b b

14* )4(5 )4)1 60

(4* (45/ (4/* 60

'4* 1461 146( 66

!!

注!

b

表示无数据.

/4.

!

线性范围测定
!

按
%22,+

$

-S/S

%文件做线性评价标

准#取一高浓度
2

H

"=?=9:2

标准品$

041(F

>

"

,

%和一低浓度

2

H

"=?=9:2

标准品$

*4*/F

>

"

,

%#然后把
(

份样本等量混匀产

生中间值#再分别将中间值和低+中和高值等量混匀#共产生
5

个不同浓度的样品.在分析仪上用本试剂从低值到高值#然后

从高值到低值对
5

个不同浓度的标本分别平行测定
5

次#求得

均值为
4

#以理论值为
6

#经线性回归分析#得回归方程为!

4]

*466*56c*4*)60

#

9

(

]*46666

#说明本试剂
2

H

"=?=9:2

浓度

在
04*

>

"

,

范围内线性良好.

'

!

讨
!!

论

最初测定血清
2

H

"=?=9:2

的方法是采用免疫电泳法#后发

展为酶免疫法#这些方法准确性虽高#但操作复杂#费时#不适

于临床上的常规测定.目前常用的方法有
e

H

@"<#&:!<E"<:

等,

5

-报道的用一种颗粒增强透射免疫比浊法#此方法用兔抗人

的
2

H

"=?=9:2

抗体包被羧基化修饰的肌酸颗粒#当颗粒与抗原

结合时发生凝集反应而进行检测#此方法只需
/F9:

.用重组

2

H

"=?=9:2

标准品进行回收试验#回收率平均为
60V

.

U-=

曲线证实#

2

H

"=?=9:2

诊断肾功能异常的灵敏度和特异性均高

于血肌酐.

\9::<

H

等,

/

-报道的一种能快速自动测定
2

H

"=?=9:

2

的颗粒散射比浊法#此方法原理与散射比浊法相似#但需要

散射比浊仪#用人尿液中纯化的
2

H

"=?=9:2

标准品进行回收试

验#回收率平均为
1*(V

.虽然这两种方法灵敏度差些#但检

测限$

15*

(

>

"

,

%远远小于健康人血清
2

H

"=?=9:2

的下限.可

满足临床应用#且均不受类风湿因子+胆红素+血红蛋白+三酰

甘油的影响#而且可以像肌酐一样用于全自动化,

.

-

.张鹏和汪

萍,

0

-报道肾脏损伤的患者尿液
2

H

"=?=9:2

的水平与健康对照

组相比#差异有统计学意义.
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节#抑制成纤维细胞增殖和分泌基质等作用而降低肺动

脉压,

11

-

.

低分子肝素钙与血浆蛋白结合少#不易于内皮细胞结合#

清除较快#故生物利用度高#且与血管假性血友病因子亲和力

低#引起出血的不良反应小,

1(

-

.皮下给药的生物利用度几乎

达
1**V

#引起出血的发生率低#无需监测凝血酶原时间#在应

用低分子肝素钙治疗前
5

!

.!

无需监测血小板数量#使用方

便,

1)

-

.本实验研究结果显示#在常规治疗基础上#加用低分子

肝素钙和复方丹参滴丸联合治疗肺心病右心衰竭#高黏滞血症

得到显著改善#红细胞比容降低.在临床方面如咳嗽+咳痰+喘

息及右心衰竭临床症状亦明显改善#由此提示两种药物具有协

同增效作用#且联用后不良反应轻微#患者耐受性较好#提示低

分子肝素钙联合复方丹参滴丸治疗肺心病安全+有效#值得临

床推广应用.
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本文将
ZN7&2ZN.10*

全自动生化仪+

2

H

"=?=9:2

乳胶增

强免疫比浊法试剂及配套标准品组成一个新的检测
2

H

"=?=9:

2

的检测系统.为了评价该系统对
2

H

"=?=9:2

的测定效果#本

文对重复性试验+回收试验+干扰试验+灵敏度和线性范围进行

了分析.分析结果显示#该法是利用包被在乳胶上的抗人

2

H

"=?=9:2

抗体与
2

H

"=?=9:2

抗原反应产生浊度#其浊度与

2

H

"=?=9:2

浓度成正比.该法在
ZN7&2ZN.10*

全自动生化

分析仪上有高度的精密度和良好的准确度#较宽的线性范围和

较长的开瓶稳定性#在抗干扰方面也有良好的操作性能#可见

本法完全可符合临床检验使用的要求.
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