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目的
!

建立以聚合酶活性信号为检测对象的反应体系!使用具有高灵敏度和精密度的均相分析方法!

实现地高辛血药浓度的自动化检测&方法
!

设计特异的
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-SAB

%!使得样品中地高辛"
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3

%与引物上的
-SAB

在抗
-A

3

抗体存在时形成竞争反应!影响
-X)

聚合

酶与引物结合!从而根据合成的双链量即可检测出样品
-A

3

浓度&结果
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选择
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作为
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在引物上的结合位

点!
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结论
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聚合酶活性信号检测技术可以实现高灵敏度的地高辛均相分析&
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地高辛是临床上治疗充血性心力衰竭的经典药物#对室上

性心动过速*心房颤动*心房扑动等病症疗效明显,

!>"

-

)该药物

治疗指数窄#治疗量与中毒量非常接近#治疗剂量为中毒剂量

的
'&7

%用药个体差异大#容易发生过量中毒或剂量不足)此

外#地高辛又是一种长期服用的药物#经常会出现与其他药物

联合应用的现象)因此监测地高辛体内药物浓度对于临床个

体化给药方案的实施具有特别重要的意义#有利于及时根据监

测结果及临床症状调整剂量#以保证患者安全*有效地使用地

高辛,

%

-
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材料与方法

$$$

!

试剂与仪器
!

药物地高辛#也可称作异羟基洋地黄毒苷

$
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#相对分子质量!
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#用于标记探针
-X)

的地高辛标记物$

-S>

AB

&#甾族半抗原%地高辛标记试剂盒%抗
>-SAB

抗体
YGK

片段%

-X)

聚合酶
!

大片段$

aJDB@L

片段&%

NX?,

*

,AM@4IDDB
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?+;?5d"

多标记微孔板检测仪)

$$/

!

反应体系原理
!

反应体系的基本成分包含
-X)

模板及

其引物#引物上的特定位点结合有
-SAB

)

-SAB

具有较强抗原

性#其与
-A

3

结构相似的特点使得它在抗
-SAB

抗体存在时与

-A

3

产生竞争性抑制)当体系中有
-X)

多聚酶及
NX?,

存在

时#即合成
-X)

双链)当体系中有抗
-A

3

抗体
YGK

片段存在

时#该片段可以和
-SAB>-X)

引物上的
-SAB

结合#该结合将会

占据
-X)

多聚酶与模板结合位点#阻止
-X)

多聚酶的活性#

使其无法作用于引物上#从而无法形成新的
-X)

双链)当反

应体系中加入的样品中含有
-A

3

时#样品中的游离
-A

3

将与连

接在引物上的
-SAB

竞争抗
-A

3

抗体#形成抗原抗体复合物#从

而释放
-X)

引物)则该释放出的
-X)

引物能够重新与

-X)

多聚酶结合#从而合成新的
-X)

双链)此时#样品中的

-A

3

的浓度即可通过测定新合成的
-X)

双链来测定)反应体

系中
-X)

聚合酶活性通过荧光染料
,AM@4IDDB

进行检测)

,AM@4IDDB

只与双链
NE-X)

结合#因此最终获得的荧光强度

与反应体系中双链
-X)

的含量成正比#也即与
-X)

聚合酶

活性成正比)
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方法

$$'$$
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引物设计
!

设计合成一段长度为
8(K

O

的模板及其引

物#确保模板序列不与人体可能的血液组份序列产生重合#因

此
)*

含量达
92$'7

)模板!
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%正式

引物!特定位点上结合有
-SAB

的设计引物)
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!

确定合适的
-SAB

结合位点
!

利用随机引物标记的方
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法将
-SAB

掺入到设计引物中)标记效率一般为
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(

#(K
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插

入一个
-SAB

)设计引物长度为
!'K

O

#因此结合上
-SAB

的设

计引物应仅结合有一个
-SAB

)因该方法为随机标记#选择设

计引物上不同位点结合有
-SAB

的片段!
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测试片段连接后对
-X)

聚合酶与引物结合效果的影响)因

酶的结合空间位阻较大#需选择对
-X)

聚合酶与双链
-X)

结合影响最小的#即被保留的聚合酶活性最大的位点)
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免洗一步法
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稀释的
,0*+4;..X

*模板"正式引物*抗体)

将反应混合物在室温下孵育
(=AB

#加入
!

单位
-X)

聚合酶

以启动聚合酶反应)再孵育
(=AB

后#通过产生的荧光来检测

-X)

聚合酶反应生成的双链
-X)

)使用
%8&B=

激发波长在

(#&B=

波长处检测荧光信号)

$$'$1
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确定模板"引物及抗体浓度
!

在
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反应体系中#抗

体浓度为
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#梯度稀释
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)选择其中反应曲线典型且斜率最大的浓度作为反应

体系中的模板"引物浓度)在
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*

/

反应体系中#加入
!2

B=@J

"

/

的
-X)

模板#梯度稀释抗
-SAB

抗体!
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#对比各浓度下反应窗口#将反应度最大的浓度

作为反应体系中所加入的抗体浓度)
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血清样品确认实验条件
!

反应体系中分别按梯度加入

-A

3

的阴性混合血清作为样品#

-A

3

最终浓度为
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*

!#(

*
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#验证上述实验条件)
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结
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果

/$$
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检测条件建立

/$$$$
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-SAB

结合位点
!

测试
-SAB

结合位点分别为
-!

O

*

-#

O

*

-"

O

*

-%

O

的四种引物#结果显示#

-SAB

结合在
-#

O

位点

上时#抗
-SAB

抗体的加入对聚合酶活性影响最大)表明在引

物该位点上结合
-SAB

之后#能够对
-X)

聚合酶与引物的结

合形成抑制#在空间结构上造成阻碍#使得引物只能与抗
-SAB

抗体或
-X)

多聚酶中的一种相结合)因此选择合成该特定

位点上结合有
-SAB

的片段作为
-A

3

检测试剂的正式引物)如

图
!

所示)

图
!

!

不同
-SAB

结合位点对聚合酶活性的影响

/$$$/

!

模板"引物及抗体浓度
!

经测试#在
(&

*

/

反应体系

中#当抗体浓度为
(&B=@J

"

/

#模板"引物浓度为
!2B=@J

"

/

时#反应曲线呈现典型的
1

型曲线#且斜率较大)因此#使用

!2B=@J

"

/

作为反应体系中的模板"引物浓度)经测试#抗体

为
""B=@J

"

/

时#用速率法计算#斜率最大#即反应度最大#则

测试结果重复性最好)

/$$$'

!

血清样品确认实验条件
!

对加入
-A

3

的阴性混合血清

进行测试#结果显示#使用血清作为样品#反应仍呈现典型的
1

型曲线#说明正常血清中成分对反应的进行不形成干扰)

/$/
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方法学评价

/$/$$

!

试剂可报告范围及回收率
!

从一份浓度为
"9$&B

3

"

=/

的样品开始#用混合的健康者血清系列稀释样品#重复测

定各样品
'

次)结果显示#试剂可报告范围为
&$"

(

"9$&B

3

"

=/

#回收率见表
!

)

/$/$/

!

精密度
!

分别对正常及异常样品连续测定
#&

次#并在

不同时间重复测定
#&

次#结果见表
#

)

表
!

!

试剂可报告范围及回收率

项目
"9$&B

3

"

=/ !9$(B

3

"

=/ 9$2(B

3

"

=/ %$88B

3

"

=/ #$%%B

3

"

=/ !$##B

3

"

=/ &$'!B

3

"

=/ &$"&B

3

"

=/ &$!(B

3

"

=/

测定值$

B

3

"

=/

&

"2$(& !9$!' !&$2# %$"( #$"8 !$"2 &$(' &$"" &$!2

相对偏差$

7

&

&$'9 "$(2 '$&9 ($(% "$"% 2$"( 8$9" 9$%8 !%$%(

回收率$

7

&

9'$#& 98$"& !&9$&& 89$!& 92$(& !!#$&& 88$(& !!&$&& !!"$&&

表
#

!

批内及批间精密度

质控
批内精密度

,

均值 标准差 相对偏差

批间精密度

,

均值 标准差 相对偏差

正常值
#& !$&" &$&2! '$9( !& &$8% &$&(9 2$&!

异常值
#& #$'" &$&92 "$'8 !& #$%% &$!2" 2$&9

'
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讨
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论

地高辛是临床上治疗充血性心力衰竭的经典药物#也是临

床上最难掌握的药物之一,

(>'

-

)临床上正常的血药浓度一般为

&$(

(

#$&B

3

"

=/

,

2

-

)高于潜在中毒浓度
#$&B

3

"

=/

时#中毒

可能性会大大增加,

8

-

)采用本方法检测地高辛血药浓度#可报

告范围下限达
&$"B

3

"

=/

#低于一般正常用药时的血药浓度#

而上限则远高于人体内的中毒浓度)对于正常及异常质控的

不精密度检测结果显示#批内精密度分别为
'$9(7

*

"$'87

#

批间精密度分别为
2$&!7

*

2$&97

)说明该方法可充分满足

监测地高辛在不同个体间血药浓度变化复杂的情况)

目前国内外
-A

3

血药浓度测定较普遍的方法是免疫分析

法,

9>!!

-

)免疫分析法可分为均相分析和异相分析#其中异相分

析包含固液两相#而均相分析以单一相进行)异相分析如

./01)

#操作步骤较均相分析多#且不能真实地实现自动化)

本检测方法提供了一种易于使用的均相分析方法#耗时少于异

相分析#具有高灵敏度和精密度且能实现自动化)国内测定

-A

3

血药浓度大多使用美国雅培公司的全自动血药浓度检测

仪
?-SY/S

配套雅培公司专用的
-A

3

血药浓度检测试剂盒)

该试剂盒采用荧光偏振免疫法#具有快捷准确*灵敏度*特异性

强等优点#但其价格昂贵#尚无替代品)且
?-SY/S

的使用大

多集中在三甲医院#对患者而言有诸多不便)本文采用的检测

方法#可使用
,DIVABE.J=DI

公司生产的多标记微孔板检测仪)

仪器能够自动完成加样*孵育并进行荧光检测#不需洗版#操作

便捷)荧光检测酶标仪在各级医院的使用相对于
?-SY/S

要

高出不少#可满足更多地区的患者)如对试剂$下转第
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果,

!(

-

)最后#还应当注重护士业务能力的学习与培训#如加强

护士心理学及与人沟通等方面的知识#提高护士的素质与教育

水平#从而使健康教育路径能更好地实施)

本研究结果显示#观察组术后运用健康教育路径后#其并

发症发生情况和疾病知识掌握情况*生活自理能力恢复情况及

住院时间与对照组比较#均有了很大程度的提高#差异有统计

学意义$

!

$

&$&(

&)综上所述#健康教育路径的实施不仅更好

地体现了以患者为中心#全心全意为患者服务的宗旨#而且使

患者更好地掌握了预防疾病的知识#对患者的预后和康复有明

显的影响)且通过健康教育路径使护士的工作更规范化*制度

化#保证了健康宣教在临床各个环节的实施#对提高医疗服务

质量*改善医患关系有很很大的意义#值得在临床广泛推广)
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