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"摘要#

!

目的
!

建立流式微球分析技术"

!()

%检测人血清中超敏
!

反应蛋白"

*+,!-.

%的方法并对其进行系

统性评价&方法
!

将
*+,!-.

鼠抗人单克隆抗体包被在已激活的羧基化聚苯乙烯微球上!用正交试验对试验条件

进行优化选择!并应用美国临床实验室标准化协会的有关规则进行方法学评价&结果
!

试验选择
*+,!-.

鼠抗人

单克隆抗体的加入量为
"'

!

/

!生物素标记的羊抗人单克隆抗体的稀释倍数为
"0&1'

!第一次反应时间为
$*

'洗涤

$

次!

.2

标记亲和素的稀释倍数为
"0"'''

!第
$

次反应
"*

洗涤
"

次&方法学评价显示!

!()

检测
*+,!-.

的分

析灵敏度为
'%'#3

/

(

45

!线性范围为
'%'#

"

###%##3

/

(

45

!批内变异系数为
$%6'7

"

1%117

!批间变异系数为

1%887

"

8%&$7

!准确度相对偏倚为
$%"67

"

1%#87

!回收率为
89%#"7

"

"'1%:'7

&高浓度的三酰甘油'胆固醇

和胆红素对
#

种因子有一定的干扰率!低浓度的三酰甘油'胆固醇和胆红素对
#

种因子干扰较小&分别与免疫荧光

方法比较差异无统计学意义&结论
!

自建的
*+,!-.

流式微球检测技术性能指标满足公认的质量指标!可拓展流

式细胞分析技术!值得临床推广使用&
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反应蛋白$

!-.

&是一种由肝脏合成的典型的急性时相

反应蛋白)

"

*

#除了作为炎性反应感染因素和组织损伤的敏感指

标外#其中的超敏
!-.

$

*+,!-.

&还作为心血管事件的独立预

测因子)

$

*

#普遍应用于临床+近年来#流式细胞仪已广泛应用

于临床)

#

*

#并且应用前景不断扩大+本文建立了
*+,!-.

的流

式微球检测分析技术#具有灵敏度高#特异性强#节约成本等特

点+现报道如下+

$

!

材料与方法

$%$

!

标本来源
!

血清标本采自
$'"'

年
8

月至
$'""

年
#

月贵

州省人民医院心内科住院患者和健康体检者+清晨空腹采血#

分离血清#

S9'T

保存待检+

$%/

!

材料
!

*+,!-.

标准品$

"6'6,!-

#美国
-UV

公司#

$''

!

/

"

45

&#鼠抗人
*+,!-.

单克隆抗体$

W)("6'6"

#美国
-UV

公司#浓度为
'%&4

/

"

45

&#生物素标记的鼠抗人
*+,!-.

单克

隆抗体$

()W"6'6$

#美国
-UV

公司#浓度为
'%&4

/

"

45

&#异

硫氰酸荧光素标记羊抗鼠
P

/

X

$

CL:69&

#

CLGC4

公司#浓度为

$%'''4

/

"

45

&#荧光素
.2

标记的亲和素$

"$,1#"6

#

?(F=,

+GF?3G?

公司#浓度为
'%$''4

/

"

45

&#羧基化微球$

"6",&':''6

#

#

(F=,-C>

公司产品&#三酰甘油标准品,胆红素标准品和胆

固醇标准品$天津一方科技有限公司&#韩国
F,G*K=4C

免疫荧

-

#&""

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'

"

基金项目$贵阳市科技局社会发展领域科技攻关项目)

$'"'

*筑科农合同字第
",

社
,#&

号和贵州省卫生厅立项资助项目)

X[\]̂

$''8,",''6

*+

!

#

!

通讯作者%

2,4CFA

!

*HC3

/

+*C3$:#

$

+F3C%G=4

+



光分析仪及
*+,!-.

配套试剂盒$批号!

-_]:Q"'

&#

(V)KKC

D

流式细胞仪等+

$%'

!

方法

$%'%$

!

方法学建立
!

取
"''

!

5

羧基化微球原液
:

管#参考文

献)

1

*激活微球#分别加入
'

,

"%$&

,

$%&

,

&

,

"'

,

$'

!

/

的鼠抗人

*+,!-.

单克隆抗体#再加入
$&

!

/

"

45

的
_P<!

标记羊抗鼠

P

/

X&'

!

5

#反应后通过流式细胞仪检测荧光强度中位数

$

W_P

&#制作剂量反应曲线#选择适宜的鼠抗人单克隆抗体最

佳连接量+按文献)

1

*的方法进行微球耦联+用正交试验对生

物素标记抗体地的释倍数,孵育时间,洗涤次数,荧光素
.2

标

记的亲和素的稀释倍数,标记了亲和素后的第
$

次孵育时间和

洗涤次数等条件进行优化+按优化的试验条件选择试验参数#

即建立了
*+,!-.

的
!()

检测技术+

$%'%/

!

方法学评价
!

应用美国临床实验室标准化协会的有关

规则对流式微球分析技术检测
*+,!-.

的分析灵敏度,线性范

围,精密度,准确度,回收试验,干扰试验等分析性能进行系统

性评价)

&

*

+

$%1

!

统计学方法
!

采用
O.OO"#%'

统计软件设计正交试验表

和统计学分析#两组间比较以
G

$

'%'&

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

流式微球检测
*+,!-.

方法学的建立
!

经过试验发现#

荧光强度中位数
W_P

随着鼠抗人单克隆抗体的增加而增加#

考虑试剂成本及试验的有效性#

*+,!-.

单克隆抗体的最佳连

接量均为
"'

!

/

+根据正交试验结果#利用
O.OO#%'

软件分

析#

*+,!-.

流式微球检测条件优化为!试验体系中#生物素标

记抗体的稀释倍数为
"0&1'

#第
"

次孵育时间为
$*

#第
"

次

洗涤次数是
$

次%

.2

标记亲和素的稀释倍数选择
"0"'''

#第

$

次孵育时间选择
"*

#第
$

次洗涤次数为
"

次+按优化的试

验条件选择试验参数#按仪器说明书操作#即建立了流式微球

检测
*+,!-.

的分析技术+

/%/

!

分析灵敏度的确定
!

分析灵敏度或检测限是指检测系统

可检测的最低分析物浓度)

:

*

+按建立的检测方法#以磷酸盐缓

冲液稀释液为空白样品#分别对
*+,!-.

空白样品和低值标准

品$

'%1:3

/

"

45

&进行
$'

次检测#记录每次检测的
W_P

+

!-.

的空白样本和低浓度样本的
W_P

均值分别为
"&%:$

和
$6%8:

#

标准差分别为
'%$1

和
'%#"

#低浓度样本
W_P

值扣除空白样本

W_P

值后为
"$%#1

#按照
88%67

的可信度#空白样本
#

倍标准

差为
'%$1̀ #a'%6$

+因此#

W_P

为
'%6$

时相当于
*+,!-.

检

测灵敏度为!

'%6$

"

"$%#1̀ '%1:a'%'#3

/

"

45

+

/%'

!

线性范围
!

按建立的方法检测
*+,!-.

标准品系列稀释

浓度#

*+,!-.

浓度
'%"&

"

###%##3

/

"

45

时其线性良好#经统

计分析#曲线相关系数为
'%88:

#曲线方程为!

1a16%$#Ib

&'1%&6

+结合灵敏度试验#

*+,!-.

线性范围为
'%'#

"

###%##

3

/

"

45

+

/%1

!

精密度试验
!

按建立的方法对
*+,!-.

低值和高值两种

稀释浓度标准品$

'%1:3

/

"

45

和
"""%""3

/

"

45

&同批重复
$'

次#计算批内精密度#不同批重复检测
$'

次#计算批间精密度+

试验结果为!低值和高值的批内变异系数分别为
1%117

和

$%6'7

#批间变异系数分别为
8%&$7

和
1%887

+

/%2

!

准确度试验
!

按建立的方法对
*+,!-.

低值和高值两种

稀释浓度标准品$

'%1:3

/

"

45

和
"""%""3

/

"

45

&重复检测
$'

次#计算均值+以标准品的稀释浓度为预期靶值#实际检测值

的均值为验证值#将验证值与预期靶值进行比对#计算验证值

与靶值的相对偏倚$

7

&+流式微球检测
*+,!-.

低值和高值

两种稀释浓度标准品的相对偏倚分别为
$%"67

和
1%#87

+取

"

份患者血浆$稀释
$&'

倍&#按照加入
*+,!-.

量约为原血浆

中
*+,!-.

量的
&'7

,

"''7

,

"&'7

的原则#制备
#

种回收试验

样品#进行回收试验#回收率为
89%#"7

"

"'1%:'7

+

/%)

!

干扰试验
!

取患者血浆#加入不同浓度的三酰甘油,胆固

醇和胆红素进行干扰试验#高浓度的三酰甘油$

#644=A

"

5

&,

胆固醇$

"#44=A

"

5

&和胆红素$

'%#144=A

"

5

&混合干扰物对

*+,!-.

测定时的干扰率分别为
"1%"'7

,

8%:&7

和
9%817

#对

检测有一定的干扰+较低浓度的三酰甘油$

"9%&44=A

"

5

&,胆

固醇$

:%&44=A

"

5

&和胆红素$

'%"644=A

"

5

&混合干扰物对
*+,

!-.

测定时的干扰率分别为
9%'67

,

:%&#7

和
1%6:7

#对检测

干扰较小+

/%.

!

对比试验
!

用本文建立流式微球分析和韩国
F,G*K=4C

免疫荧光分析仪及
*+,!-.

配套试剂盒分别对
$'

份血浆标本

进行
*+,!-.

检测#对结果进行配对
9

检验#

9a'%11

#

Ga'%:6

#

二者差异无统计学意义$

G

%

'%'&

&+对两组数据进行线性分

析#相关性较好#相关系数为
'%886

+

'

!

讨
!!

论

在
*+,!-.

的检验中#方法较多#常用的有酶联免疫吸附

试验,放射免疫试验,免疫比浊法等+酶联免疫吸附试验法影

响因素较多#而且存在着标准化问题)

6,9

*

+放射免疫法由于存

在放射性污染问题#在临床上的应用也逐渐减少+免疫比浊法

对抗体和增浊剂的质量要求很高#试剂和仪器较贵)

8

*

+

近年来#流式细胞分析仪已广泛应用于临床#利用流式细

胞仪发展流式微球分析技术$

!()

&#具有很大的应用前景+

!()

是近年发展起来的一种定量检测细胞分泌或裂解释放的

细胞因子或其他可溶性蛋白的重要方法%是将聚苯乙烯微球,

荧光染料标记系统,激光技术,应用流体学,数据分析软件及微

球专用流式细胞仪有机地整合在一起而产生的一项新技

术)

"'

*

#其原理是利用有机高分子微球为载体#用抗原特异性单

克隆抗体$捕获抗体&进行包被#再与标准品"或待检样本及荧

光素标记的抗原特异性单克隆抗体$检测抗体&一起反应#然后

用流式细胞仪对其进行定量检测+应用
!()

进行检测#所需

样本量少#并且大大缩短了操作时间#同时其特异性强#灵敏度

高+对于一种检验方法或检测系统的建立#为保证检验质量#

确保检测系统的有效性#必须对检测系统进行系统性评价#评

价的主要内容包括几大性能#如分析灵敏度,线性,精密度,准

确度干扰试验及方法比对等+只有真正验证了检测系统的分

析性能符合临床要求#或与公认的质量指标基本一致#才可以

将检测系统用于临床常规检验+一种可靠,有效的检测系统的

性能评价#是建立在临床检验全面质量管理基础上的#是临床

检验全面质量管理的深化和提高+

本文通过对自建
*+,!-.

的流式微球联合检测方法进行

评价#效果较为满意#这对拓展流式细胞分析技术#延伸流式细

胞仪应用领域#都有积极的作用#值得临床推广使用+
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且几乎一半的患者因低血糖症所致的住院与药物相关#考虑除

药物排泄减慢等因素外#还与以下因素有关!$

"

&糖尿病肾病患

者常合并使用一些其他药物#如非选择性
,

受体阻滞剂等%$

$

&

糖尿病肾病患者常需使用胰岛素治疗#增加了发生低血糖的危

险%$

#

&病程长伴胰岛
.

细胞功能的减退#使胰岛细胞分泌胰

高血糖素障碍#且糖尿病肾病患者常常合并自主神经病变#部

分患者表现为对低血糖无感知性#因而应对低血糖的防御反向

调节机制受损#以致发生严重低血糖#甚至死亡+

'%$%)

!

治疗方案与
$

型糖尿病低血糖
!

本研究结果发现#磺

脲类药物及胰岛素$大于
&

年&治疗是
$

型糖尿病低血糖发生

的危险因素)

"'

*

+有研究报道#磺脲类药物导致低血糖症发生

率为
&7

"

$'7

#胰岛素导致的发生率为
"'7

+

'%$%.

!

药物间的相互作用
!

本研究结果发现#合并使用拜阿

司匹林药物#因药物间$与降糖药物&相互作用#会增强降糖的

效果+此外#有研究报道#青霉素和心得安等药物也可增强降

糖效果#联合应用时应多加注意)

""

*

+

'%/

!

其他危险因素

'%/%$

!

文化
!

本文中有
6

例患者学历为文盲#其中有
&

例发

生了低血糖#其原因分析如下!患者不知道血糖水平及未监测

血糖+糖尿病患者对糖尿病知识的缺乏也是导致低血糖反复

发生的根本原因#香港一项研究显示#糖尿病及低血糖相关知

识缺乏的糖尿病患者发生低血糖的概率明显增加+部分患者

的糖尿病相关知识的贫乏#易造成不正确的医疗行为#包括对

血糖的监测,药物的选择,低血糖的表现及防治不了解等#监测

血糖的频度也较低#不明确自身血糖控制情况#且容易造成低

血糖反应反复发作+

'%/%/

!

性别
!

本研究中#性别与低血糖差异无统计学意义+

但是有文献报道#糖尿病患者男女反调节机制反应性略有不

同#低血糖发病率女性略低于男性#原因之一在于女性受反复

低血糖的影响较小#当血糖低于
$%944=A

"

5

再次发作时#女

性反调节激素反应性下调
$&7

#而男性下调
#'7

"

:'7

)

"$

*

+

'%'

!

本文研究局限性
!

本文仅对
$

型糖尿病患者出现低血

糖部分临床资料进行分析#在今后的研究中#对其他危险因素

应给予更多关注+

综上所述#病程长,高龄,低体质量,低
QL)"G

,肾功能异

常,磺脲类药物及胰岛素$大于
&

年&治疗,合并使用拜阿司匹

林等其他非降糖类药物,低文化及性别是住院
$

型糖尿病患者

发生低血糖的独立危险因素#因此对于具有以上危险因素的人

群应该加强
6$*

动态血糖监测#即连续动态血糖监测

$

!XWO

&+血糖监测范围为
$%$

"

$$%$44=5

"

5

#每
&

分钟记

录一次血糖值#并获得
6$*

的血糖波动曲线图+

!XWO

可以

揭示常规检测方法所未能显示的血糖波动幅度以及波动趋势#

犹如血糖的0

Q=*?K

1检测仪)

"#

*

#及时预防,发现,纠正低血糖#

减少因医源性低血糖导致的不良后果+
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Â W?>

#

$''8

#

#:'

$

$

&!

"$8,"#8%

)

9

*

!K

D

?K.2

#

VC@F+OZ

#

O*C4==3Q%Q

DB

=

/

A

D

G?4FCF3>FCL?,

E?+

)

^

*

%VFCL?E?+!CK?

#

$''#

#

$:

$

:

&!

"8'$,"8"$%

)

8

*

QC@F@gO

#

O*CKcFC W

#

OCICK>F-%Q

DB

=

/

A

D

G?4FCF3

B

C,

EF?3E+JFE*K?3CAICFAHK?

)

^

*

%-?3_CFA

#

$'''

#

$$

$

$

&!

$"8,

$$#%

)

"'

*

(C3CK?KO

#

!K

D

?K.2%*

DB

=

/

A

D

G?4FCF3E

DB

?$>FCL?E?+

)

^

*

%

W?>!AF3Z=KE*)4

#

$''1

#

99

$

1

&!

""'6,""":%

)

""

*梁慧#傅一明
%

糖尿病治疗中的低血糖现象探讨)

^

*

%

临床

医学#

$'''

#

$'

$

:

&!

$",$$%

)

"$

*彭宇辉#潘时中
%

警惕低血糖)

^

*

%

医学综述#

$''6

#

"#

$

"$

&!

8":%

)

"#

*

OE?FAXW

#

-?LKF3]

#

WC+E4E=ECK=^

#

?ECA%V?E?K4F3CEF=3

=I

B

AC+4C

/

AHG=+?>HKF3

/

KC

B

F>

/

AHG=+??NGHK+F=3JFE*C

+HLGHEC3?=H+

/

AHG=+?+?3+=K

)

^

*

%VFCL?E?+<?G*3=A<*?K

#

$''#

#

&

$

"

&!

$6,#"%

$收稿日期!

$'"","$,'"

&

$上接第
""&1

页&

!!

析的发展趋势)

^

*

%

中华检验医学杂志#

$''$

#

$&

$

"

&!

&,6%

)

1

* 黄山#郑金鼎
%

流式微球分析技术检测人心肌钙蛋白
<

方

法的建立)

^

*

%

中国实验诊断学#

$'""

#

"&

$

1

&!

:&8,::"%

)

&

* 杨有业#张秀明
%

临床检验方法学评价)

W

*

%

北京!人民卫

生出版社#

$''9

!

&#,&9%

)

:

* 黄山#许健#令狐颖#等
%

流式细胞术检测
Y!)W,"

的方

法学性能评价)

^

*

%

贵州医药#

$'"'

#

#1

$

"'

&!

96",96#%

)

6

* 谭爱华
%25PO)

法检测中应注意的问题)

^

*

%

实用医技杂

志#

$''9

#

"&

$

"8

&!

$18:,$186%

)

9

* 张玉霞#周杰钊
%

浅谈
25PO)

的影响因素)

^

*

%

中国民族

民间医药#

$'"'

#

"8

$

"9

&!

#$%

)

8

* 田禾#黄山#许健#等
%

流式微球分析技术检测人心肌肌钙

蛋白
<

的方法学性能评价)

^

*

%

贵州医药#

$'"'

#

#1

$

8

&!

66",66#%

)

"'

*吴亚玲#励晓涛#祝宏#等
%

液相芯片技术检测乙型肝炎病

毒表面抗原)

^

*

%

中国输血杂志#

$'"'

#

$#

$

&

&!

#69,#9"%

$收稿日期!

$'"","$,$"

&

-

6&""

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'




