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"摘要#
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目的
!

研制一种人游离甲状腺素"

_<1

%时间分辨荧光免疫分析法"

<-_P)

%试剂盒&方法
!

采用直接

竞争法建立
_<1

检测方法"固相包被
<1,

复合物!与样本中的
_<1

竞争结合
2H

标记的
<1

单克隆抗体%!并对该试

剂盒各项性能指标进行评价&结果
!

该试剂盒的分析灵敏度为不高于
$%'

B

4=A

(

5

!工作范围为
$%'

"

"$'%'

B

4=A

(

5

&分析内变异系数为
1%17

"

&%67

'分析间变异系数为
:%&7

"

9%$7

!其总变异系数小于
8%'7

&与
<#

'

_<#

'

K<#

和
K<1

的交叉反应率分别为#

"%"$7

'

'%#17

'

'%&:7

和
"%&"7

&稳定性试验表明该试剂盒可以在
$

"

9T

稳定
"

年!

#6T

稳定
6>

&用该试剂盒对
&''

份健康人血清标本进行测试!统计该试剂盒的正常参考值范围是

""%&

"

$$%6

B

4=A

(

5

&

$''

份血清标本用本试剂盒与国外的化学发光试剂盒同时检测
_<1

!其相关系数为
'%88#

&

结论
!

该试剂盒各项指标均达到临床检测要求!可替代国外化学发光法的同类产品试剂盒&
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甲状腺疾病是内分泌领域的第二大疾病+游离甲状腺素

$

_<1

&是甲状腺功能实验室诊断和疗效观察的重要指标#准确

测量患者血清中
_<1

含量非常重要)

"

*

+目前#临床检测
_<1

的常用试剂盒有酶联免疫吸附试验$

25PO)

&,化学发光免疫测

定法$

!5P)

&和时间分辨荧光免疫分析法$

<-_P)

&+第一代

<-_P)

以
.?KcF42A4?K

<W公司产品为代表#

_<1

检测采用间

接竞争法+该试剂盒需要分
$

"

#

步孵育#最终反应时间达

"#'4F3

或以上#操作较为复杂+本试剂盒采用一步竞争法#

操作步骤比间接竞争二步法更为简便快捷#在各种性能分析评

估中也有较大优势#可接近或达到国外化学发光法试剂检测

_<1

的同等水平+

$

!

材料与方法

$%$

!

材料与仪器
!

抗
_<1

单克隆抗体及
_<1

抗原均购于

_FER

/

?KCA>

公司%羧基修饰的
<1

复合物购自美国
(F=>?+F

/

3

公

司%

V<<),2H

#b标记原料购自
.?KcF32A4?K

公司%

O?

B

*CGK

D

<,

WO,$''

为
X2Q?CAE*GCK?

产品%

8:

孔微孔反应板$

9̀ "$

&为深

圳金灿华公司的产品%

_<1

质控血清购自为美国
(F=,-C>

公

司#

5j<%1'$1'

+荧光计数仪为
.?KcF32A4?K

公司的
V25_P,

)j-"1$'

+全自动化学发光分析系统为德国
OF?4?3+

公司的

)VYP)!?3ECHKO

D

+E?4+

+

:''

份血清样本收自广东省妇幼保

健院#其中
"&'

份异常样本$临床判定为甲状腺功能亢进或甲

状腺功能减低样本&和
&''

份正常血清样本$临床判定为甲状

腺功能正常&#以上样本均是清晨空腹时用静脉穿刺法采集静

脉血#让其凝结#用离心法分离出血清#并置于
S$'T

环境中

保存+

$%/

!

试剂盒组分的制备

$%/%$

!

固相包被抗原的制备
!

用
&'44=A

"

5

,

B

Q1%$

的磷酸

盐缓冲液将包被抗原稀释至
:

!

/

"

45

#然后
$''

!

5

"孔加入

$

9̀ "$

&微孔反应板中#

1T

过夜#倾去包被液#加入含有
'%&7

(O)

的封闭液
$&'

!

5

"孔#

#6T

下放置
$*

后#倾去封闭液#板

块向外离心
&4F3

#真空抽干#封热塑膜#

$

"

9T

环境保存+

$%/%/

!

2H

#b标记抗体的制备与纯化
!

将
"4

/

的抗
_<1

单克

隆抗体加入
WFAAF

B

=K?

公司带有滤膜的离心管中#

"''''K

"

4F3

离心
&

"

: 4F3

#弃去滤液#往柱中心加入标记缓冲液$

&'

44=A

"

5

硫酸氢钠
B

Q8%1

&#

"''''K

"

4F3

离心
&

"

:4F3

#弃去

滤液#重复上述步骤
1

次+最后一次将离心管取出#弃掉滤液#

将离心柱的滤芯反装入离心管中#往离心柱中加入
$''

!

5

标

记缓冲液#静置
"4F3

#

8'''K

"

4F3

离心
&

"

:4F3

收集滤液#

即为待标记的抗体原料+将
'%&4

/

的
V<<),2H

#b标记原料

加入到
"4

/

标记抗体中#混匀后
1T

静置$

1:f$

&

*

进行标记

孵育+标记完成后上样过
O?

B

*CGK

D

<W

O,$''

柱层析$

"%:G4`

9'G4

&分离纯化#用洗脱液$

&'44=A

"

5

的
<KF+,QGA

&洗脱#同

-

#'$"

-

检验医学与临床
$'"$

年
&

月第
8

卷第
"'

期
!

5CLW?>!AF3

!

WC

D

$'"$

!

Y=A%8

!

Z=%"'



时使用自动部分收集器收集流出液$

"45

"管&#逐管测量吸光

度$

)a$9' 34

&#取 峰 管 中 的 铕 标 记 物 进 行 混 合#以

.?KcF32A4?K

公司
2H

#b标记试剂盒中的
2H

#b为标准#测定混

合峰管的
2H

#b浓度+所得标记率$

2H

#b

4=A

"

P

/

X4=A

&为
"$

#

蛋白质回收率为
967

+

$%/%'

!

参考标准品的制备
!

用去激素人血清作为校准品稀释

液将
_<1

抗原配制成浓度梯度为
'

,

$

,

"'

,

$'

,

:'

,

"$'

B

4=A

"

5

的一系列校准溶液#采用国家标准品对配制的校准品进行校

准+以每瓶
'%&45

的规格进行分装#冻干#并于
S$'T

干燥

环境中保存+

$%'

!

操作程序

$%'%$

!

_<1<-_P)

试剂盒操作程序
!

微孔反应板按次序加

入
$&

!

5

"孔的校准品或待测样本#再加入用分析缓冲液按
"0

"''

倍稀释的铕标记抗体工作液
$''

!

5

"孔#室温下缓慢振荡

$微量振荡器&

:'4F3

#洗板
:

次#拍干+向每孔中加入增强液

$''

!

5

#于室温下缓慢振荡
&4F3

后置于
.?KcF32A4?K

公司的

V25_P)

0

"1$'

时间分辨荧光免疫分析检测仪进行检测#在
#'

4F3

内完成检测+

$%'%/

!

全自动化学发光分析系统操作程序
!

按照
)VYP)

!?3ECHK

0

O

D

+E?4+

要求装载样本及试剂包#系统自动执行检测

程序+

/

!

结
!!

果

/%$

!

剂量
,

反应曲线
!

以
.?KcF32A4?K

公司的
V25_P)

0

"1$'

时间分辨荧光免疫分析检测仪测定荧光值与各参考标准品浓

度值#用
5=

/

,5=

/

FE

进行数学模型拟合#并自动绘制校准曲线+

其剂量
,

反应曲线线性相关系数绝对值
a'%886#

$图
"

&#由此

表明本试剂盒制备的试剂具有良好的剂量
,

反应线性关系+

图
"

!

_<1

时间分辨荧光免疫分析试剂盒标准曲线

/%/

!

试剂检测灵敏度及线性范围
!

以参考校准品
)

点$零校

准品&作为待测样本做
$'

个复孔#计算其平均荧光值以及标准

差+以
)

点测定荧光值的平均值减去
$

个标准差所得的荧光

值代入标准曲线方程#计算出的浓度为其灵敏度+本试剂盒灵

敏度为
"%&

B

4=A

"

5

#不高于
$%'

B

4=A

"

5

+按照
2.:,)

要求进

行评价#试剂检测线性范围为!

$%'

"

"$'%'

B

4=A

"

5

+

/%'

!

精密度
!

通过对
(F=,-C>

公司
_<1#

个血清质控品$

k"

,

k$

,

k#

#其浓度为
9%91

,

$#%$

,

1"%#

B

4=A

"

5

&进行
"'

个复孔测

定#分
#

次试验#然后根据数值计算出变异系数+其分析内变

异系数小于
:%'7

,分析间变异系数小于
9%&7

,总变异系数小

于
8%'7

$表
"

&#符合试剂盒检定的要求+

/%1

!

特异性$交叉反应&

!

将
_<1

浓度为
"6%:

B

4=A

"

5

的样

本平分成
&

等分#其中
1

等分中分别加入
<#

,

_<#

,

K<#

和
K<1

纯品至表
$

所示浓度+

&

份样本在本试剂盒的复孔测定浓度

及计算的交叉反应率$表
$

&#符合试剂盒设计要求+

/%2

!

稳定性
!

取自制同一批次$

$'"'"'$"

&的
#

盒试剂分别做

以下处理#即运输
6>

,加速降解以及标准品的反复冻融#从本

实验结果观察#参考标准品的各点荧光值无明显变化#且本底

荧光值无明显升高或降低+表明试剂盒参考标准曲线无明显

漂移#满足试剂盒稳定性要求+

表
"

!

精密度测定&

7

'

质控血清
总平均值

$

B

4=A

"

5

&

分析内变异

系数
分析间变异系数 总变异系数

" 9%91 &%6 9%$ 9%9

$ $#%$ 1%$ 6%1 9%"

# 1"%# 1%1 :%& :%6

表
$

!

试剂盒特异性测定

交叉反应物 加入交叉反应物浓度
_<1

测定值

$

B

4=A

"

5

&

交叉反应率

$

7

&

<# $''34=A

"

5 "9%'$ "%"$

_<# $"#

B

4=A

"

5 "6%99 '%#1

K<# $1'34=A

"

5 "6%86 '%&:

K<1 $&'34=A

"

5 "9%"# "%&"

本底样本
S "6%9$ S

!!

注!

S

表示无数据+

/%)

!

与化学发光法的比较
!

应用自制
<-_P)

试剂与
OF?,

4?3+

公司的试剂盒对临床血清样本的
_<1

浓度进行检测#比

较两种试剂盒的检测性能$表
#

,

1

与图
$

&+

表
#

!

自制试剂盒与
OF?4?3+

化学发光试剂盒的性能比较

试剂盒
灵敏度

$

B

4=A

"

5

&

线性范围

$

B

4=A

"

5

&

精密度$

7

& 稳定性

自制
"%& $

"

"$'

$

"'

好#

$

"

9T

可稳定
"

年

OF?4?3+ "%# $

"

9'

$

"'

好#

$

"

9T

可稳定
"

年

表
1

!

自制试剂盒与
OF?4?3+

化学发光试剂盒的

!!!

检测效能比较

OF?4?3+

化学发光试剂盒
自制

_<1

试剂盒

高值 正常值 低值
合计

高值
&' $ ' &$

正常值
" ""' " ""$

低值
' # "9 $"

合计
&" ""& "8 "9&

图
$

!

自制试剂盒与
OF?4?3+

试剂盒血样测试相关回归分析

/%.

!

正常值参考范围
!

取已确诊为甲状腺功能正常的
&''

份

健康人血清样本#其中男
$##

例#年龄
"&

"

:$

岁%女
$:6

例#年

龄
"1

"

6:

岁+用本试剂盒检测#统计得出
&''

份健康人血清

的
_<1

均值$

M

&为
"6%"

B

4=A

"

5

#标准差$

F

&为
$%9

+根据
8&7
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浓度测定时#应根据各地区标本的差异设定自己的参考

值范围+

'

!

讨
!!

论

血清中总甲状腺激素$

<1

,

<#

&绝大部分和运载蛋白结合#

并且只有含量极微的
_<1

,

_<#

方能穿透血管屏障进入组织

并与靶细胞作用发挥其功能+应用
_<1

对诊断甲状腺功能亢

进时不受患者血清结合蛋白的异常影响#可避免增加
<1

与结

合蛋白的结合时出现假性升高)

$

*

+因此血清
_<1

,

_<#

测定

较
<1

,

<#

测定更能准确反映甲状腺功能)

#

*

+

<-_P)

测定是

继放射免疫酶免疫荧光免疫化学发光免疫测定之后的新一代

标记免疫测定技术#具有灵敏度高,快速,灵活,试剂无放射性

污染的特点)

1

*

+

<-_P)

问世以来得以迅速发展#国外已可生

产
1'

余种商品试剂盒#包括甲状腺激素,甾体激素,肿瘤相关

抗原,多肽类及蛋白类激素等+近年来#我国一些单位也相继

开展了有关方面的研究和开发#从螯合物的合成,试剂盒的研

制,时间分辨荧光仪的制造到振荡器,洗涤器的配套#均取得了

进展+为我国深入开发和广泛应用这一先进技术创造了有利

条件+

本文所研制的游离甲状腺素测定试剂盒
<-_P)

在原理

上采用直接竞争法$一次加样#

:'4F3

孵育&#

8:

孔测试只需
$

4F3

#使测定过程较放射免疫分析法试剂和酶免试剂简便快

捷#该试剂标记物没有衰变期和酶的不稳定性#其货架期一般

可达到
"%'

"

"%&

年#使运输和贮存更为方便+与国际知名品

牌化学发光试剂盒的性能比较显示#灵敏度,批内精密度相仿#

自制试剂盒检测线性范围为
$

"

"$'
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#优于
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试

剂盒的
$
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#二者对样品的检测效能呈显著相关

性#
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+有文献报道#在

检测甲状腺功能血清学项目$甲状腺素,

_<#

,

_<1

&上
<-_P)

完全能够替代放射免疫分析法)

&,:

*

#并且还具有精密度及灵敏

度高#抗干扰能力强#可报告范围宽等优点+

<-_P)

与化学发

光法在乙型肝炎病毒表面抗原的定量检测上的灵敏性,准确性

基本相当#在临床上可互为补充+相比进口昂贵的游离甲状腺

素试剂和设备#试剂盒和
<-_P)

系统均能实现国产化#价格

低廉#更适合我国国情发展的需要+
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然
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不是肿瘤标志物之一#但是有学者提出#如果
!-.

持

续增高#则肿瘤的可能性很大#并且晚期恶性肿瘤患者血清

!-.

常常是升高的)
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*

+健康人血清中含有
5VQ

#它广泛分布

于细胞质中#参与糖代谢中+肺癌患者的
5VQ

升高#考虑可

能是与代谢加速,肿瘤细胞坏死,细胞膜通透性改变等有关)

&

*

+

5VQ

可敏感地反映细胞代谢状态#提示无氧酵解,缺氧,恶性

转化等状态+有研究表明#恶性肿瘤组织的血清
5VQ

酶活力

可高达正常值的
:
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#并且
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测定简便,价格便宜+

!2)

是一种广谱性肿瘤标志物#是肿瘤细胞自身产生的蛋白

质+作为广泛的肿瘤标志物#
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诊断的特异性不高)
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#

项

指标对于肺癌的检测均有临床意义+本研究显示#两组患者
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项指标检查结果对比#观察组血清
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水平均高于对

照组#差异有统计学意义$
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&%观察组血清
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水平低

于对照组#差异有统计学意义$
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早期诊断

有一定局限性#并且需要排除细菌感染和组织损伤等+有文献

报道#
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随着疾病进展检出率增加)
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#单一检测一项指标对

于疾病诊断均有限)
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#但是联合
#

项指标对于疾病的诊断意义

更加明确+本研究显示#联合检测
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和
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对肺癌诊

断的敏感性为
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#特异性为
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#准确性为
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#均明

显高于各项标志物单独检测#差异有统计学意义$
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综上所述#联合检测肺癌患者血清
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和
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项指标对于临床诊断有重要意义#可以提高诊断的敏感性,特

异性和准确性#值得临床推广应用+
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