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　　【摘要】　目的　将日本进口的胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）抗体与某公司制备的兔抗ＣｙｓＣ抗体、羊抗ＣｙｓＣ抗体进行质

量检测，初步应用试验评估这３种抗体能否用于定量检测血清ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）试剂盒的研发。方法　

分别用紫外分光光度法、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法检测３种ＣｙｓＣ抗体浓度；以聚丙烯酰胺凝胶电泳检测其纯度；采用

酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测效价；然后将这３种ＣｙｓＣ抗体分别标记胶体金颗粒，以胶体金免疫比浊法测定血清

ＣｙｓＣ，比较其初步应用性。结果　日本进口ＣｙｓＣ抗体浓度高达１５．０～１６．０ｍｇ／ｍＬ，某公司自制兔抗ＣｙｓＣ抗

体、羊抗ＣｙｓＣ抗体浓度范围在３．０～４．０ｍｇ／ｍＬ之间；聚丙烯酰胺凝胶电泳显示３种抗体纯度相近，结果为８５％。

其抗体效价大于或等于１∶１０４；胶体金免疫比浊法测定ＣｙｓＣ的临床比对结果证实公司自制抗体与日本进口Ｃｙｓ

Ｃ抗体有较好的可比性。结论　某公司的兔抗ＣｙｓＣ、羊抗ＣｙｓＣ抗体与日本进口ＣｙｓＣ抗体虽浓度不同，但均具

有高纯度和高效价的特点，可用于定量检测血清ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）试剂盒的研发。
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　　胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ），又称半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ，所有有

核细胞都可以合成表达［１２］，其合成速率十分稳定，不受年龄、

性别、体质量、炎症等因素影响。它在体内唯一代谢途径是通

过肾脏排泄，因而血清中ＣｙｓＣ的浓度主要由肾小球滤过率

（ＧＦＲ）决定
［３］。自２０世纪中期研究发现ＣｙｓＣ能作为一项反

映ＧＦＲ的灵敏新指标后
［４］，国内外进一步研究结果证实Ｃｙｓ

Ｃ是目前较血清肌酐（Ｃｒ）和肌酐清除率（Ｃｃｒ）更理想的反映

ＧＦＲ的内源性标志物。它对评价 ＧＦＲ具有较高的灵敏度和

阳性率的特点［５］，可作为肾功能损伤的早期评价指标。

市场销售的ＣｙｓＣ检测试剂盒多为进口，价格昂贵，影响

ＣｙｓＣ在临床检测的推广应用
［６］。为提高ＣｙｓＣ测定的普及

率，建立自动化、快速且准确、检测通量高的定量检测ＣｙｓＣ的

胶体金免疫比浊法，某公司自制了两种ＣｙｓＣ抗体作为标记胶

体金的原材料，预用于检测ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）试剂盒

的研发。抗体质量控制是试剂盒的研发的重要环节之一，因而

本文将某公司自制的抗体与进口抗体做质量检测及其初步应

用比较，评估其是否能够用于检测ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）

试剂盒的研发，现报道如下。

１　材料和方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　仪器　分光光度计购自通气 ＧＥ医疗器械公司，型号

为ＧｅｎｅＱｕａｎｔ１３００；漩涡振荡器购自江苏省姜堰市康泰医疗器

械厂，型号为ＸＫ９５Ｂ；通风柜购自苏州安泰空气技术有限公

司，型号为ＦＭ；电热恒温水浴箱购自上海医疗器械七厂，型号

为 ＨＨ．Ｓ２６。蛋白质电泳仪购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司，型号为

ＫＸＦＣ３１８ＣＮ；酶标仪购自购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号为

ＭＫ３；洗板机购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，型号为 ＭＫ２；高速低温

离心机购自德国ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，型号为５４１８；电子天平购自

德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，型号为ＢＳ１１０Ｓ；水浴恒温振荡器购自江

苏金坛市金城围胜实验仪器厂，型号为 ＷＤ９４０５Ｂ；日立全自

动生化仪７１７０。

１．１．２　试剂　进口ＣｙｓＣ抗体（由某公司购自日本）；兔抗

ＣｙｓＣ抗体（由某公司提供）；羊抗 ＣｙｓＣ抗体（由某公司提

供）。牛血清清蛋白购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；ＢＣＡ法蛋白质测

定试剂盒购自康为世纪有限公司；考马斯亮蓝Ｇ２５０购自德国

ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠ＩｇＧ
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购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；四甲基联苯胺（ＴＭＢ）购自 ＴＩＡＮ

ＧＥＮ公司；ＰＢＳ使用液、３０％聚丙烯酰胺由研发中心配制；蛋

白分子量标准（Ｍａｒｋｅｒ）购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｌｓ公司；某公司生产的

ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）测定试剂盒（批号：０９１０２４１）；某公

司的ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）测定试剂由研发中心标记配

制，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　抗体浓度的检测　紫外分光光度计法检测抗体浓度。

测定３种ＣｙｓＣ抗体的２８０ｎｍ与２６０ｎｍ波长的吸光度，以及

相应的浓度，在一般测定工作中，可利用２８０ｎｍ及２６０ｎｍ下

的吸收差求出样品浓度。

样品浓度（ｍｇ／ｍｌ）＝１．４５Ａ２８０－０．７４Ａ２６０

ＧＥ分光光度计直接测得Ａ２８０、Ａ２６０及浓度，可求得样品稀

释后浓度平均值与总浓度。

１．２．２　聚丙烯酰胺凝胶电泳法（ＳＤＳＰＡＧＥ）检测抗体纯度

１．２．３　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血清抗体的效价

１．２．４　抗体标记胶体金试剂的初步应用　（１）胶体金免疫比

浊法的原理：采用胶体金免疫比浊法测定ＣｙｓＣ，试剂中含有

ＣｙｓＣ抗体标记的胶体金颗粒，该颗粒在５４０ｎｍ左右的波长

范围具有最大吸收波长，与样本中ＣｙｓＣ抗原发生特异性反应

时，最大吸收波长处的吸光度下降，其下降程度与ＣｙｓＣ的浓

度相关。根据工作曲线即可计算出样本中ＣｙｓＣ的含量。（２）

参数设定与校准：按日立７１７０型全自动生化分析仪标准操作

ＳＯＰ设定测定参数，将校准品密闭避光轻轻混匀１０ｍｉｎ，用前

颠倒混匀数次即可，防止起泡沫。设置多浓度多点校标（校准

类型Ｌｏｇ４Ｐ），选重复校标，将校准品以及试剂放在系统设置

的相应位置。根据多点校准品浓度和对应吸光度变化值ΔＡ，

采用多点非线性校准法Ｌｏｇ４Ｐ确定工作曲线，所测样本吸光

度变化在工作曲线上相对应的浓度值即为所测浓度。（３）临床

比对：按上述操作方法将某公司胱抑素Ｃ检测试剂盒（胶体金

免疫比浊法）进行校准后，与上述的三种抗体标记的胶体金试

剂一起分别测定不同的４０份临床血清标本。

１．３　统计学方法　用ＳＰＳＳ１０．０软件统计分析处理。

２　结　　果

２．１　抗体浓度的检测　紫外分光光度计法测定３种ＣｙｓＣ抗

体浓度结果见表１。

表１　３种ＣｙｓＣ抗体的浓度检测结果

抗体样本 Ａ２８０ Ａ２６０
稀释后浓度

平均值（ｍｇ／ｍＬ）

总浓度

（ｍｇ／ｍＬ）

进口ＣｙｓＣ抗体 ０．３０１ ０．１９９ ０．３１４ １５．７０

自制兔抗ＣｙｓＣ抗体 ０．８７５ ０．７６６ ０．７７３ ３．８７

自制羊抗ＣｙｓＣ抗体 ０．２９６ ０．１９１ ０．３１３ ３．１３

２．１．２　ＢＣＡ法　用分光光度计测定５６２ｎｍ波长处各浓度标

准品相应的吸光度值，建立ＢＣＡ法测定蛋白的校准曲线。根

据分光光度计测定５６２ｎｍ波长处各抗体样本的相应的吸光度

值，通过ＢＣＡ法测定蛋白的校准曲线得出抗体样本浓度，见

表２。

２．２　ＳＤＳＰＡＧＥ检测抗体的纯度　自制抗体经纯化后，杂蛋

白被去掉，在约４５．０×１０３ 以目的蛋白为主，且３种ＣｙｓＣ抗

体的重链、轻链显示清楚，初步估计其纯度达８５％，见图２。

２．３　ＥＬＩＳＡ间接法检测ＣｙｓＣ抗体的效价　抗体的阳性判

定标准为：抗体的ＯＤ４５０绝对值大于或等于０．２，且同稀释度

抗体组的ＯＤ４５０值大于或等于２．１倍阴性对照组（正常血清

测定组）。通过ＥＬＩＳＡ检测３种不同的ＣｙｓＣ抗体的结果：进

口ＣｙｓＣ抗体效价高达１∶１０５，自制兔抗ＣｙｓＣ抗体与自制羊

抗ＣｙｓＣ抗体也具有较高的抗体效价，均为１：１０４。

图１　ＢＣＡ法测定蛋白的校准曲线

表２　３种ＣｙｓＣ抗体的浓度检测结果

抗体样本 稀释后浓度（ｍｇ／ｍＬ） 总浓度（ｍｇ／ｍＬ）

进口ＣｙｓＣ抗体 ０．３２０ １６．００

自制兔抗ＣｙｓＣ抗体 ０．７４５ ３．７３

自制羊抗ＣｙｓＣ抗体 ０．３１８ ３．１８

　　注：Ｍ：蛋白质标准相对分子质量（Ｍａｒｋｅｒ）；１：进口ＣｙｓＣ抗体；２：

自制兔抗ＣｙｓＣ抗体；３：自制羊抗ＣｙｓＣ抗体。

图２　３种ＣｙｓＣ抗体的聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳图

２．４　抗体标记胶体金试剂的初步应用

２．４．１　校准　根究试验数据建立胶体金免疫法测定ＣｙｓＣ的

校准曲线，见图３。

图３　３种ＣｙｓＣ抗体标记胶体金配制试剂的校准曲线

２．４．２　临床比对　３种抗体标记的胶体金试剂分别测定不同

的４０份临床血清标本，其检测值与某公司胱抑素Ｃ检测试剂

盒（胶体金免疫比浊法）的检测值的相关图，见图４。

（下转第２２６７页）
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性高血压患者的血清 Ｈｃｙ浓度明显增高，差异具有统计学意

义（犘＜０．０５）；同时，随着患者危险程度的上升，血清 Ｈｃｙ的浓

度也逐步升高，对照组的 Ｈｃｙ浓度明显低于患者组，高血压中

危组 Ｈｃｙ浓度明显低于高危组，差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。这与相关报道
［７８］原发性高血压危险分层和 Ｈｃｙ浓度

水平呈正相关关系的结论一致。

Ｈｃｙ是蛋氨酸和半胱氨酸代谢过程中的重要产物，只有少

量以还原型同型半胱氨酸存在于血浆中，大部分都与蛋白质结

合，其主要代谢器官为肝脏和肾脏［９］。Ｈｃｙ不仅能引起血管内

皮细胞的损伤，促进平滑肌细胞的增值、迁移，还能够促进血栓

形成，从而导致冠状动脉硬化的发生发展，同时当它与其他心

血管危险因素合并时，能够极大增加对血管的破坏［１０］。有研

究显示［１１］Ｈｃｙ可能引起原发性高血压的机制有以下几种：（１）

Ｈｃｙ可以促进血管壁中的弹性纤维溶解，刺激平滑肌细胞增

生，导致血管壁结果改变；（２）Ｈｃｙ抑制内皮细胞ＤＮＡ合成，

促使自由基和活性氧化物大量生成，改变血管壁弹性，导致炎

症和管壁斑块形成，形成血栓或动脉粥样硬化，最终导致心脏

血流受阻，形成高血压。

综上所述，高 Ｈｃｙ血症很可能是诱发原发性高血压并能

显示其发展程度的一个独立危险因子，同时测定 Ｈｃｙ还可以

预测心血管疾病的发生，因此它对预防高血压具有重要的临床

意义，可以为临床诊断和治疗提供理论依据。
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图４　进口ＣｙｓＣ抗体标记胶体金配制试剂与某公司ＣｙｓＣ

检测试剂盒（胶体金免疫比浊法）的检测值的相关图

３　讨　　论

进口ＣｙｓＣ抗体与自制ＣｙｓＣ抗体的浓度有较大差异，进

口的抗体浓度较大，达１５．０～１６．０ｍｇ／ｍＬ，而两种自制抗体

浓度在３．０～４．０ｍｇ／ｍＬ之间，这主要在于抗体的制备和纯化

技术上存在差异，需进一步改进。通过ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图可

以看到，洗脱纯化后的抗体，几乎无杂蛋白，其纯度相近，均达

８５％。ＥＬＩＳＡ检测该３种ＣｙｓＣ抗体效价，结果进口ＣｙｓＣ抗

体偏高。３种ＣｙｓＣ抗体分别标记胶体金的试剂校准曲线表

现了其反应性差异，自制抗体较进口抗体低，尤其是羊抗Ｃｙｓ

Ｃ抗体。临床比对实验证实３种抗体标记的胶体金试剂的检

测值与其他试剂比较，具有较好的正相关性，并且ｂ接近１，ａ

接近０，Ｒ２＞０．９８，可以认为符合临床要求
［７］。

综上所述，３种ＣｙｓＣ抗体的质量检测，浓度不同、纯度相

同、效价不同，但临床对比检测结果之间的可比性较好。即某

公司的ＣｙｓＣ抗体制备成功，虽存在反应性较低的缺点，但可

经调整后用于检测ＣｙｓＣ（胶体金免疫比浊法）试剂盒的研发。

希望在以后的研发中，通过进一步系统的方法学评价和优化条

件，能提高反应性，降低检测成本，为检测ＣｙｓＣ（胶体金免疫

比浊法）试剂盒提供原料基础，推动其临床应用。
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