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在非妊娠妇女#孕酮$
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%由卵巢中的卵泡膜细胞产生#妊

娠期间#则主要由胎盘合体滋养细胞层分泌#故血中
W

水平主

要与胎盘重量及血液灌注量相关)

W

对下丘脑
:

垂体系统具有

正*负反馈作用#可调控垂体促性腺激素的合成和分泌)排卵

前小剂量孕酮协同
V+

诱发排卵前
],

高峰出现#排卵后大剂

量
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对下丘脑
:

垂体系统则呈现负反馈作用 '
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)目前用于
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检测方法有很多'
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#其中化学发光免疫分析具有特异性强*灵

敏度高*检测范围比较宽#特别是无放射性危害等优势而得以

广泛应用)抗异硫氰酸荧光素$
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%抗体可特异性地结合
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#且亲和力高'
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#本研究应用
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系统包被孕酮类似

物#与血清中的孕酮非均衡竞争辣根过氧化物酶标记的抗体建

立血清中孕酮检测的化学发光法)
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材料与方法

A3A

"

主要试剂和仪器
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左右的雄性大白兔#购自北京

实验动物中心)孕酮类似物*孕酮纯品*弗氏佐剂*异硫氰酸荧

光素均购自美国
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M

?A

公司)抗异硫氰酸荧光素抗体购自美

国
Z6DJ

M
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公司)辣根过氧化物酶标记的羊抗兔
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购自

北京博奥森生物技术有限公司)
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微孔板发光分析仪*
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型微孔板脱水机由博奥赛斯$天

津%生物科技有限公司提供)
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型自动化酶免分析仪由美

国
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公司提供)
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型紫外分光光度计由上海光谱

仪器有限公司提供)
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实验方法

A3B3A
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抗原的合成
"

使用混合酸酐法将
W

和牛血清清蛋白*

钥孔戚血蓝素偶联)
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兔抗人
W

多克隆抗体的制备
"

取
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只雌性大白兔#将
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的
W:Y],

用
1?]

的生理盐水溶解后#与等体积的弗

氏完全佐剂充分混合乳化后#于大白兔皮下多点注射#以后每

1

周免疫一次$以弗氏不完全佐剂取代弗氏完全佐剂#其余同

上%)免疫接种
'

"

"

次#每次免疫后的第
$#

"

$'

天#兔耳静脉

采血#间接
V](R;

法测定血清中抗体的效价#直至制备满意的

抗体效价#制备相应的兔抗血清)

A3B3C
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抗体的纯化和抗体浓度的测定
"

取含有抗
W

多克隆

的家兔血清#硫酸铵分级沉淀法初步纯化抗血清#亲和层析进

一步纯化#应用紫外光谱
1%#8?

和
1!#8?

吸收差法测定纯化

后抗体的浓度#

ReR:W;-V

电泳验证纯化后的效果)
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化学发光免疫检测方法$参考文献'
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A3B3D3A
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包被板的制备
"
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系统包被板的制备!将抗
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抗体用包被缓冲液稀释成
'

$
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的溶液包被化学发

光微孔板#次日将
Z(/):2--:

孕酮类似物用包被缓冲液稀释

成
$

$

M

"
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在抗
Z(/)

抗体包被板上二次包被#形成孕酮类似

物化学发光包被板)非
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系统包被板的制备!
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的
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包被化学发光微孔板)

A3B3D3B

"
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类似物的制备
"

参考文献改良
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"

W

化学发光检测方法
"

Z(/)

系统化学发光检测方

法!取包被孕酮类似物的发光板#

"#

$

]

校准品或样品#

"#

$

]

抗
W

抗体
:,*W

#混匀#

+9g

水浴
$E

)洗板甩干后加入发光液#

避光
$#?68

#在
26=7>6C8>CWV/V)Y4!:$

型微孔板发光分析仪

上读数)非
Z(/)

系统化学发光检测方法!取包被有
W:2R;

的

发光板#每孔加入
"#

$

]

校准品或样品#

"#

$

]

酶结合抗体#混

匀#反应过程同上)

A3B3E

"

W

化学发光法方法学评价

A3B3E3A

"

线性范围
"

将孕酮的浓储液稀释成系列浓度后检

测#用双对数数学模型来拟合直线方程的相关系数#分析试剂

的检测上限)

A3B3E3B

"

分析灵敏度
"

做标准曲线#测定
$#

孔零值发光值#

测定分析灵敏度#即最低检测限#分别测出两个检测系统的分

析灵敏度)

A3B3E3C

"

重复性试验
"

收集高*低值浓度的患者混合血清分

成两份#一份连续做
1#

次重复性检测#计算其均值$

(

%*标准差

$

9

%*变异系数$

2G

%#分析其批内精密度&另一份再分成
1#

份#

冻存于
c1#g

#每日测定一份标本#连续检测
1#&

#计算
(

*

9

和
2G

#分析其批间精密度)

A3B3E3D

"

特异性试验
"

W

的主要交叉反应因子有雌三醇

$

V+

%*睾酮$

/

%和雌二醇$

V1

%#用不同的稀释液将其均稀释至

$###8

M

"

?]

#并用试剂盒检测分析其交叉反应率)

A3B3E3E

"

临床参考区间的建立
"

有效标本
'1#

例#其中男

$+$

例#平均年龄
+431

岁#女
1%4

例#平均年龄
'$

"

'9

岁#均为

排除溶血*脂血或黄疸的空腹静脉血血清标本#

c1#g

保存#

分析前一次复融#充分混匀后使用)根据检测结果确定本研究

试剂盒的参考区间$

4"b

的可信区间#

4"b28

%)

A3B3E3F

"

与进口发光免疫分析系统比较
"

用本研究方法和进

口罗氏
VIC>7

G

71#$#

检测系统同时测定
$1#

份血清标本#以罗

氏检测值为
_

轴#以本研究方法的检测值为
G

轴#进行线性回

归分析)

A3B3E3G

"

+9g

加速稳定性试验
"

取同一批的试剂盒#

+9g

烘

箱放置
9

天后#检测校准品或样本#建立标准曲线并分析其与

未放置
+9g

前的结果相比较有无显著性差异)

A3B3F

"

统计学处理
"

本研究检测系统与进口发光检测系统对

比试验的结果以
(j9

表示#对两组数据进行配对
:

检验$检验

水准
)

a#3#"

%*线性相关和回归分析评价&采用配对资料的
%

1

检验分析标本检测结果不一致的原因)

B

%

#3#"

为差异有统

计学意义)

B

"

结
""

果

B3A

"

兔抗人孕酮多克隆抗体的效价*浓度及纯度 间接
V](R;

法检测兔血清效价为
$̀ $####

)纯化后抗
W

抗体浓度为
'3"

?

M

"

?]

#

ReR:W;-V

电泳检测在
""i$#

+ 及
1"i$#

+ 处分别出

现
$

条明显条带#说明纯化的效果较好)

B3B

"

线性范围和灵敏度
"

Z(/)

系统线性范围为
#3$

"

!#8

M

"

?]

#标准曲线回归方程为
4ac131%"'*c$344!%

#灵敏度

为
#3$8

M

"

?]

)非
Z(/)

系统标准曲线回归方程为
4 a

c13'$49*c131#+4

#灵敏度为
#3%8

M

"

?]

)

B3C

"

重复性试验
"

Z(/)

与非
Z(/)

系统
2G

批内分析见表

$

)

Z(/)

系统测定
f>]

*

f>,

的
2G

批间分别为
+3$1b

"

'3

!9b

#

+31"b

"

'3"!b

#非
Z(/)

系统的变异系数在
$#b

左右)

表
$

""

Z(/)

与非
Z(/)

系统化学发光方法测定
W

的
2G

"

批内分析'

8

M

%

?]

#

b

$)

(j9

#

2G

$)

&a$#

(

指标 批次
Z(/)

系统 非
Z(/)

系统

f>]

$

2G

% 第
$

批
$3''j#3#'

$

+3$1

%

$3'%j#3$'

$

439'

%

!

'

8

M

"

?]

$%( 第
1

批
$3"'j#3#9

$

'3!9

%

$3"%j#3$!

$

$#3+%

%

!

第
+

批
$3'$j#3#9

$

'39$

%

$3'+j#3$'

$

43'"

%

!

f>,

$

2G

% 第
$

批
1'3!+j$3#1

$

'3$+

%

1'3'+j13'!

$

$#3#9

%

!

'

8

M

"

?]

$%( 第
1

批
1'3$$j#39%

$

+31"

%

1'3+$j13++

$

43"4

%

!

第
+

批
1+3%!j$3#4

$

'3"!

%

1'3!!j13'%

$

$#3#"

%

!

""

!

!

B

%

#3#"

#与同批次
Z(/)

系统检测
2G

批内比较)

B3D

"

特异性
"

V1

*

V+

*

/

对
Z(/)

系统检测
W

的交叉反应性均

小于
#3#$b

)

B3E

"

临床参考区间
"

Z(/)

系统检测男性
W

水平参考区间

$

4"b28

%为
#3$

"

18

M

"

?]

)女性血清
W

水平参考区间$

4"b

28

%为!卵泡期
#31

"

$3"8

M

"

?]

&黄体期
$39

"

++8

M

"

?]

&绝经

期
#3$

"

$8

M

"

?]

)

B3F

"

本研究系统与进口检测系统方法比较试验
"

本研究的

Z(/)

系统*罗氏
VIC>7

G

71#$#

系统测定结果分别为$

$#3"4j

$+34+

%

8

M

"

?]

和$

$#31+j$+3#"

%

8

M

"

?]

#比较差异无统计学意

义$

B

$

#3#"

%)以本研究检测方法的测定结果为
G

轴#以进口

检测系统测定结果为
_

轴#线性回归方程为
4a$3#1!4*[

#3#%"!

$回归系数为
$3#1!4

#

Fa#34!$4

#

B

%

#3#$

%)

$$%

例

血清标本有
'

例$占
+3+4b

%测定结果不一致#但是差异无统

计学意义$

B

$

#3#"

%)

B3G

"

+9g

加速稳定性试验
"

结果见表
1

)其中
1

"

%g

保存

试剂检测标准曲线的相关系数*回归系数分别为!

#3444'4

*

131%"''

&

+9g

试剂检测标准曲线相关系数*回归系数分别

为!

#34449%

*

131%!"

)

表
1

""

稳定性试验结果#

8

M

%

?]

$

校准品浓度$

8

M

"

?]

%

1

"

%g

保存试剂
+9g

保存试剂

# # #

#31 #31$ #31+

$ #34! $3#4

" '3"# "3+1

1# 1#319 1+34#

!# !+3!! !93#'
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本研究主要采用非均衡竞争的原理#其最大的特点!$

$

%引

入了抗
Z(/)

抗体
:Z(/)

系统&$

1

%用孕酮类似物与孕酮竞争

,*W

标记的抗体)应用抗
Z(/)

抗体
:Z(/)

系统主要是将孕

酮类似物较为均一的包被在化学发光微孔板内#可以提高包被

板的精密性#即重复性较好)批内
2G

最小可达到
+3$1b

#最

大为
'39$b

#批间
2G

小于
"b

)应用孕酮类似物与孕酮非均

衡竞争#加强了孕酮与其对应抗体结合的亲和性#使分析灵敏

度大为提高#本研究孕酮检测的分析灵敏度为
#3$8

M

"

?]

#达

到临床质量评估的要求#且与进口的检测系统相当)在应用本

研究检测体系与进口检测系统同时检测
$$%

例临床标本的结

果可见#两检测体系的检测结果相关系数为
#34!$4

#具有较好

的相关性#后续试验中将进一步扩大样本量更为精细的调试试

剂盒)在稳定性试验中#试剂
+9g

放置
9&

后仍具有较良好

的质量控制指标)本研究是用去激素血清稀释孕酮纯品配制

成不同浓度梯度#制备校准品#并以
;NN=DD;_7

G

?

全自动化

学发光系统对其进行标定#而且抗孕酮抗体$下转第
$%$9
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表
+

""

阿奇霉素非敏感嗜血杆菌对抗菌药物耐药率

抗菌药物

流感嗜血杆菌

株数

$

&

%

耐药率

$

b

%

副流感嗜血杆菌

株数

$

&

%

耐药率

$

b

%

%

1

B

氨苄西林
!# 9'3$ 1"4 %'3$ "3+$

%

#3#"

阿莫西林"克拉维酸
$+ 1!3# +% $'3# '3"+

%

#3#"

氨苄西林"舒巴坦
+$ '#3% %" 1%3$ '3'!

%

#3#"

头孢呋辛
1# 1"34 '9 $"3" +34"

%

#3#"

头孢曲松
$+

$!31

!

""

$%3#

!

#3$+

$

#3#"

头孢泊肟
!

1#39

!

!

$+3#

!

#3+$

$

#3#"

氨曲南
1#

1!39

!

$#'

++3%

!

$3+4

$

#3#"

美罗培南
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"3$

!

!

13#

!

$3+'

$

#3#"

左旋氧氟沙星
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''34

!

$'%

'934

!

#3+"

$

#3#"

复方新诺明
+' '13# $$! +93" #3!+

$
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!非敏感率)

C

"

讨
""

论

本研究显示
1##%

"

1#$$

年随着本院呼吸道标本数量上

升#嗜血杆菌的分离率也呈上升趋势)流感嗜血杆菌是嗜血杆

菌中最常见的条件致病菌#是引起社区性获得性下呼吸道感染

及化脓性脑膜炎的重要原因'

$

(

)以往认为副流感嗜血杆菌是

一种上呼吸道正常菌群#但近年的多项研究证实#副流感嗜血

杆菌是一种条件致病菌#并认为是下呼吸道感染和社区获得性

肺炎的重要致病菌)本研究显示副流感嗜血杆菌构成比

$

!%3'1b

%远高于流感嗜血杆菌$

+#34'b

%#

1#$#

*

1#$$

两年副

流感嗜血杆菌的的分离率明显高于流感嗜血杆菌#这一结果与

朱泽航和蔡逸婷'

1

(报道相似#但与
1#$#

年卫生部全国细菌耐

药监测有关嗜血杆菌的报道'

+

(数据不同#其原因可能与标本筛

选*实验方法及临床用药等各个环节有关#有待探讨)

以往文献报道嗜血杆菌对阿奇霉素具有较高的敏感

性'

':%

(

#近年来阿奇霉素已取代氨苄西林成为治疗嗜血杆菌感

染的一线用药#阿奇霉素的大量使用#其耐药性问题也随之而

来)

1#$#

年全国监测流感嗜血杆菌对阿奇霉素耐药率为

$$3+b

#副流感嗜血杆菌对阿奇霉素的耐药率为
1$31b

'

+

(

)

而本次研究显示流感嗜血杆菌对阿奇霉素的非敏感率为
$'3

"1b

#而副流感嗜血杆菌对阿奇霉素的非敏感率为
1'3"%b

)

药敏实验结果显示#阿奇霉素非敏感嗜血杆菌对常用抗菌

药物的耐药率均高于阿奇霉素敏感菌株#而在副流感嗜血杆菌

这一表现更为突出)两种阿奇霉素非敏感嗜血杆菌对头孢曲

松*头孢泊肟*氨曲南*美罗培南和左氧氟沙星均出现敏感性减

低现象#且流感嗜血杆菌与副流感嗜血杆菌无明显差异#提示

阿奇霉素与此五种药物的敏感性机制可能存在某种关联#有待

探索)此外#虽然试验菌株对氨苄西林的耐药率较高#但对氨

苄西林"舒巴坦和阿莫西林"克拉维酸耐药率相对较低#是否间

接说明嗜血杆菌对阿奇霉素非敏感性与
&

内酰胺酶存在某种

联系#还有待更深入研究)
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是自制的#因此本研究的检测成本较低)在板式化学发光免疫

分析中#每批次检测均需要绘制标准曲线#当临床样本量较少

时#有可能存在校准品用量较大的问题#后续将研究如何实现

,两点定标-或,一点定标-代替,六点定标-#以期降低检测成本)

综上所述#本研究应用
Z(/)

系统建立的非均衡竞争
W

检

测的化学方法已具备灵敏度高*检测范围宽*重复性好*稳定性

高等优点#达到临床应用的要求)
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