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人促卵泡激素酶催化化学发光免疫分析检测试剂的研发
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　　摘　要：目的　利用化学发光免疫分析技术来开发人血清促卵泡激素（ｈＦＳＨ）的检测试剂，并对该试剂的各项指标进行评价。

方法　双抗夹心法检测人血清中的促卵泡激素的含量。结果　人血清中ｈＦＳＨ的检测范围是１～１５０ｍＩＵ／ｍＬ，灵敏度是０．２５

ｍＩＵ／ｍＬ，批内和批间的精密度小于１５％。与人黄体生成素（ｈＬＨ），人促甲状腺素（ｈＴＳＨ）和人绒毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）的交叉

率分别是０．２％、０．１８％和０．０３５％。３０份血清样本的测量值与进口试剂比对的相关系数是０．９５５。结论　基于化学发光开发的

免疫诊断试剂的各项指标符合要求。
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　　人促卵泡激素（ｈＦＳＨ）是由垂体前叶分泌的糖蛋白激素，

由两条多肽链（即α和β亚单位）组成，ｈＦＳＨ的α亚单位由８９

个氨基酸残基组成，并与ｈＦＳＨ、人促甲状腺素（ｈＴＳＨ）和人绒

毛膜促性腺激素（ＨＣＧ）的α亚单位的结构基本相似，β亚单位

在上述激素之间是不同的。ｈＦＳＨ是研究下丘脑垂体性腺轴

功能的常规检查方法。目前，血清中的ｈＦＳＨ的检测，有酶标

法、磁微粒分离酶联免疫法、放射免疫法、时间分辨荧光免疫分

析法等［１４］。化学发光免疫分析法具有灵敏度高，操作简便，重

复性较好，检测范围较宽等优点［５］。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　化学发光分析仪是Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司；磁分离

架，自制。ＦＳＨ抗体来自于 Ａｂｃａｍ公司，ＦＳＨ抗原来自Ｆｉｔｚ

ｇｅｒａｌｄ公司，ＦＳＨ国家标准品来自中国药品生物制品检定所。

碱性磷酸酶（ＡＬＰ）来自上海晶科生物有限公司。磁珠来自

Ｄｙｎａｌ公司。

１．２　方法

１．２．１　磁珠与抗体交联　采用用 ＥＤＣ／ＮＨＳ方法活化

２００μＬ１０％羧基磁珠，洗涤后，加入１ｍｇＦＳＨ包被抗体，４℃

过夜，洗涤后，加入封闭液，４℃过夜。

１．２．２　抗体与ＡＬＰ交联　用５％戊二醛先与１ｍｇＡＬＰ在

４℃反应３０ｍｉｎ，透析后，加入１ｍｇ标记抗体，在４℃过夜，加

入５０ｍｇ／ｍＬ石朋氢化钠１０μＬ还原后透析。

１．２．３　国家标准品和校准品的配制　用５％牛血清蛋白，５０

ｍｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝７．４）的缓冲液分别稀释ＦＳＨ抗原或国家标准

品成０、１、５、１５、５０、１５０ｍＩＵ／ｍＬ等一系列的校准品或国家标

准品溶液（稀释时，国家标准品和校准品按照同比例系数同时

稀释，以消除稀释误差）。每瓶０．５ｍＬ分装，冻干保存。

１．２．４　加样方式　向１．５ｍＬ离心管中加入２５μＬ标本或校

准品（或国家标准品），再依次加入２５μＬ碱性磷酸酶标记抗体

和５０μＬ磁珠包被抗体，在３７℃反应３０ｍｉｎ，在磁分离架上洗

涤后，加入１００μＬ碱性磷酸酶发光底物，室温反应１０ｍｉｎ后

在化学发光分析仪上读数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０进行统计学分析，以犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　校准品定值实验　校准品与相应浓度的国家标准品同时

分析检测，使用双对数函数拟合，两条剂量反应曲线基本平

行，犘＞０．０５，以ｈＦＳＨ国家标准品为对照品，校准品实测效价

与标示效价的比值为０．９１～１．０９（表１）。剂量反应曲线的线

性相关系数Ｒ＝０．９９６，表明剂量反应线性关系良好。标准曲

线的线性范围为１～１５０ｍＩＵ／ｍＬ。

表１　　校准品与国家标准品的比值

标准品

编号

国家标准品

（ｍＩＵ／ｍＬ）

校准品

（ｍＩＵ／ｍＬ）
比值 比值区间

Ａ ０ ０ － －

Ｂ １ ０．９４ ０．９４ ０．９１～１．０５

Ｃ ５ ５．１５ １．０３ ０．９５～１．０７

Ｄ １５ １５．９ １．０６ ０．９９～１．０８

Ｅ ５０ ５２．６ １．０５ ０．９７～１．０９

Ｆ １５０ １５３．５ １．０２ ０．９７～１．０７

－：无数据。

２．２　灵敏度实验　同时以０．００ｍＩＵ／ｍＬ校准品浓度做１２次

重复测量得到的ＲＬＵ（相对光单位）值，以１ｍＩＵ／ｍＬ校准品

浓度做２次重复测量得到的ＲＬＵ值，分别计算两个校准品浓

度所对应的ＲＬＵ值的均值Ｘ０ 和Ｘ１，以及０ｍＩＵ／ｍＬ校准品

浓度所对应的ＲＬＵ值的标准偏差Ｓ，均值Ｘ０ 与２倍标准偏差

Ｓ的和所对应的浓度值为０．２２ｍＩＵ／ｍＬ就是所要求的灵

敏度。

计算公式：

灵敏度（ｍＩＵ／ｍＬ）＝２×Ｓ×１／（Ｘ１－Ｘ０）

Ｓ：校准品浓度为０ｍＩＵ／ｍＬ时，１２次重复测量的ＲＬＵ值

的标准偏差。Ｘ０：校准品浓度为０ｍＩＵ／ｍＬ时，１２次重复测量

的ＲＬＵ值的平均值。Ｘ１：校准品浓度为１ｍＩＵ／ｍＬ时，２次重

复测量的ＲＬＵ值的平均值。

２．３　精密度实验　取质控血清，即质控品１、２和３，每批各做

１０个重复，分别做３批实验，计算其测量平均值Ｘ和标准偏差

Ｓ，求犆犞。得到犆犞小于１０％。

计算公式：犆犞＝Ｓ／Ｘ

Ｓ０＝（最大测量值－最小测量值）／２

Ｘ±Ｓ０是指１０个重复的测量值都在（Ｘ－Ｓ０，Ｘ＋Ｓ０）区间内。

２．４　特异性　含有２５０ｍＩＵ／ｍＬ的人黄体生成素（ｈＬＨ）、３００

ｍＩＵ／ｍＬ的人促甲状腺素（ｈＴＳＨ）和２０００ｍＩＵ／ｍＬ的人绒毛

膜促性腺激素（ＨＣＧ）标本经过此试剂盒测定的值分别为０．５、

０．５５、０．７ｍＩＵ／ｍＬ，所以它们的交叉率分别是０．２％、０．１８％

和０．０３５％。
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２．５　临床标本的测量　测量３０份临床标本，与雅培的测量值

相比，得到相关性公式：犢＝０．９６５犡－７．３６３７，狉＝０．９５５，犘＜

０．０５。

表２　　批间和批内精密度

质控品
理论浓度

（ｍＩＵ／ｍＬ）

批内精密度（狀＝１０）

第１批

犆犞（％）

第２批

犆犞（％）

第３批

犆犞（％）

批间精密度

（狀＝３０）犆犞（％）

质控品１ ５ ４．６ ５．８ ４．２ ８．８

质控品２ ３０ ５．６ ６．４ ７．０ ８．６

质控品３ １００ ６．２ ６．５ ５．７ ９．８

３　讨　　论

血清中的ｈＦＳＨ含量对诊断、监控和治疗人体各种相关疾

病有重要的参考意义，也是诊断、监控和治疗相关疾病的评价

指标之一［６１２］。

本试剂盒是利用碱性磷酸酶催化底物发光的原理和抗原

抗体反应的特异性相结合来检测人血清中的ｈＦＳＨ 的含量。

本试剂盒的灵敏度为０．２２ｍＩＵ／ｍＬ，线性范围是１～１５０

ｍＩＵ／ｍＬ。而且本试剂盒的批内和批间变异系数都小于１０％，

符合诊断试剂的要求。两个抗体的破坏性试验表明，在３７℃

放置７ｄ后，与４℃相比，灵敏度和精密度、准确度等都没有变

化，表明稳定性很好，但是ｈＦＳＨ抗原稳定性不好，需要制成冻

干粉保存。
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糖化血红蛋白不同检测方法的方法学比对与分析

张成禄，于新发，谢健敏，余一海，林志远，吴建辉，黄木荣，梁瑞珍

（南方医科大学附属顺德第一人民医院，广东顺德５２８３００）

　　摘　要：目的　比较ＶＡＲＩＡＮＴⅡ分析系统与ｕｌｔｒａ２分析系统测定糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）的结果差异，以便为糖尿病的正

确诊疗提供可靠的依据。方法　参考美国临床实验室标准化委员会颁布的ＥＰ９Ａ２文件，在２台糖化血红蛋白分析仪（ＶＡＲＩ

ＡＮＴⅡ和ｕｌｔｒａ２）均处于正常状态下，双份检测新鲜抗凝全血，获取 ＨｂＡ１ｃ检测数据。以ｕｌｔｒａ２分析仪为目标系统，ＶＡＲＩＡＮＴ

Ⅱ分析仪为实验系统，建立回归方程，以医学决定水平或参考值作为自变量（Ｘｃ）计算预期偏倚和相对偏倚，以卫生部临检中心允

许误差范围的１／２为判断标准，判断偏倚是否可接受。结果　在糖化血红蛋白的医学决定水平为１０．０时，相对偏倚（ＳＥ％）为

６．０％，在糖化血红蛋白的医学决定水平为１６．０时，相对偏倚（ＳＥ％）为９．２％，均小于或等于卫生部临检中心允许误差范围

（±２０．０％）的１／２。结论　采用ＶＡＲＩＡＮＴⅡ与ｕｌｔｒａ２分析仪检测 ＨｂＡ１ｃ，所获结果具可比性，可为临床提供可接受的 ＨｂＡ１ｃ

检验结果。

关键词：血红蛋白Ａ，糖基化；　偏倚；　实验室技术和方法
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　　由于糖化血红蛋白分析仪测定原理及方法不同而导致检

验结果及参考值存在差异。为此本文参考美国临床和实验室

标准化协会颁布的ＥＰ９Ａ２文件
［１］，对本实验室所使用的２台

糖化血红蛋白分析仪测定结果执行比对试验，以确保为临床提

供准确、可比的糖化血红蛋白检验数据。

１　材料和方法

１．１　标本来源　采集健康体检者或住院患者新鲜全血。

１．２　仪器和试剂　ＢＩＯＲＡＤ公司生产的 ＶＡＲＩＡＮＴＩＩ糖化

血红蛋白分析仪；ＰＲＩＭＵＳＤＩＡＧＮＯＳＴＩＣＳ公司生产的ｕｌｔｒａ２

糖化血红蛋白分析仪。所用的试剂均为相应厂家配套试剂，所

有试剂均在有效期内使用。质控物均为原装配套质控物。

ＥＤＴＡＫ２ 抗凝真空采血管购自美国ＢＤ公司。

１．３　实验方法　检验人员熟悉每一检测系统的各个实验环

节，熟悉评价方案。以ｕｌｔｒａ２糖化血红蛋白分析仪为目标（比

较）系统，ＶＡＲＩＡＮＴⅡ糖化血红蛋白分析仪为实验系统。实

验系统和比较系统分别测定质控物，各项指标在控后检测实验

样本。使用当天采集的标本，使５０％的实验标本分析物的含

量在参考区间外。每天检测８份标本，连续检测５ｄ，共检测
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