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　　摘　要：目的　快速化学发光高敏Ｃ反应蛋白定量试剂盒的研制及评价。方法　建立以链霉亲和素包被微孔板，生物素连

接一株单克隆抗体，辣根过氧化物酶标记另一株单克隆抗体，鲁米诺和过氧化脲为发光底物的化学发光定量试剂盒，对反应条件

进行优化，并对性能参数作出评价。结果　该试剂盒敏感度为０．００５ｍｇ／Ｌ，线性范围为１～５００ｍｇ／Ｌ，批内变异系数为５．４％～

６．４％，批间变异系数为６．０％～７．８％，相对偏倚小于４．２％，１６５例临床标本的测试结果显示该试剂与国外试剂的测定结果

Ｙｏｕｄｅｎ指数为０．９５１１，Ｋａｐｐａ指数为０．９５１５。结论　该试剂盒灵敏度高，有良好的准确性和重复性，线性范围宽，符合临床检

测需要。
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　　Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）是炎症因子刺激下由肝脏分泌的急性

时相反应蛋白，相对分子质量为１１５～１４０×１０３ 的血清β球蛋

白，是机体重要的防御分子［１４］。近年来，随着检测技术的进

步，采用超敏感方法检测到的 ＣＲＰ被称为超敏 ＣＲＰ（ｈｓ

ＣＲＰ）。大量研究显示在冠心病、中风、周围血管栓塞等疾病诊

断和预测中发挥越来越重要的作用，甚至被认为是心血管病危

险评估的“金标准”［５６］。化学发光免疫分析具有灵敏度高，线

性范围宽，无放射性污染等优点，是目前应用最广的免疫标记

技术［７８］。本试剂盒的研制采用以链霉亲和素包被微孔板，生

物素标记抗体和辣根过氧化物酶标记的双抗体夹心法，鲁米诺

和过氧化脲为发光底物的化学发光定量试剂盒，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　包被板购自厦门云鹏科技有限公司，链霉

亲和素、生物素、辣根过氧化物酶、鲁米诺、过氧化脲购自Ｓｉｇ

ｍａ公司，生物素标记抗体、辣根过氧化物酶标记抗体购自厦门

光免生物科技有限公司，校准品购自中国生物制品检定所。其

他试剂为国产分析纯。对照试剂盒为Ａｂｂｏｔｔ公司产品。临床

血清标本均来自本院和重庆市中医院检验科。仪器为宾松

ＢＨＰ９５０４酶促化学发光免疫分析仪。

１．２　方法

１．２．１　生物素化抗体和酶标记物抗体制备　将ＣＲＰ抗体与

生物素溶液，充分混匀，室温反应２ｈ，用ＰＢＳ（磷酸盐）缓冲液

在４℃下透析制备生物素化抗体。按传统高碘酸钠法加以改

进后，用辣根过氧化物对ＣＲＰ抗体进行标记，制备酶标记物

抗体。

１．２．２　包被链霉亲和素浓度选择　采用链霉亲和素浓度为

０．５、１．０、１．５、２．０μｇ／ｍＬ进行包被，使用生物素、辣根过氧化

物酶标记物考察链霉亲和素的最佳包被浓度。对于包被的亲

和素选择最低饱和值时作为包被浓度。

１．２．３　最佳浓度选择　对生物素化抗体，选择最低饱和值作

为最佳浓度，在选定的条件下，滴定辣根过氧化物酶标记抗体，

要求标准曲线线性最佳，且发光信号值最强的浓度作为辣根过
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氧化物酶标记抗体最佳浓度。

１．２．４　反应时间的研究　对同一标准品用不同的反应时间

（５、１０、１５、３０ｍｉｎ、１ｈ）进行测定，在同一灵敏度条件下比较，

选出最短的反应时间。

１．２．５　检测方法　测定前用生理盐水将标本按１∶２００进行

稀释，加５０μＬ稀释样本于链霉亲和素包被反应板，生物素抗

体５０μＬ，酶标抗体５０μＬ，３７℃孵育不同的时间。洗涤５次，

加发光底物：Ａ、Ｂ 液各 ５０μＬ，避光静置 ３ ｍｉｎ，用宾松

ＢＨＰ９５０４测定发光值（ＲＬＵ值）。根据标准品浓度值和测定

的ＲＬＵ，用ｌｏｇ（Ｘ）ｌｏｇ（Ｙ）线性定量。

１．３　性能参数评价　将浓度为０、１、５、２５、１００、５００ｍｇ／Ｌ系

列浓度的标准品，用定量测定试剂盒进行免疫反应并建立剂

量反应曲线，及相关系数（狉）。用零浓度校准品，重复测定２０

次，得出２０次测量结果的相对发光值（ＲＬＵ），计算其平均值

（Ｍ）和标准差（狊），Ｍ＋２ｓ的ＲＬＵ值对应的浓度值，即为灵敏

度。批内犆犞：采用同批试剂盒检测高、中、低值三组混合血清，

每个标本各测１０个孔，得出变异系数犆犞。批间犆犞：采用３批

试剂盒检测高、中、低值３组混合血清，每批试剂盒重复检测

１０次，得到３０次测量结果，计算变异系数犆犞。用定值质控

物，用试剂盒按标准的试验步骤进行测定，重复３次，取平均

值。计算相对偏差，相对偏差应小于１５％。判断标准为雅培

配套试剂ＣＲＰ≥５ｍｇ／Ｌ判断为阳性，本研究开发的试剂盒

ＣＲＰ≥１２ｍｇ／Ｌ判断为阳性。计算阳性符合率、阴性符合率、

总符合率、Ｙｏｕｄｅｎ指数和Ｋａｐｐａ指数。

１．４　统计学处理　采用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１７．０软件进行数

据处理，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　反应条件的优化　链霉亲和素浓度１．５μｇ／ｍＬ时，包被

板达到饱和。在生物素化抗体浓度为１．５μｇ／ｍＬ时，辣根过

氧化酶标记抗体浓度为１∶４０００的标准曲线线性最佳，且信

号值较高，在同一灵敏度条件下，反应５ｍｉｎ即可达到较佳的

效果，因此选择亲和素包被浓度为１．５μｇ／ｍＬ，生物素化抗体

浓度为１．５μｇ／ｍＬ，辣根过氧化酶标记抗体浓度为１∶４０００，

反应时间为５ｍｉｎ。

表１　　ＣＲＰ试剂盒批内、批间精密度

样本浓度
批内（狀＝１０）

狓±狊（ｍｇ／Ｌ） 犆犞（％）

批间（狀＝３０）

狓±狊（ｍｇ／Ｌ） 犆犞（％）

高值 １４４．６±７．８ ５．４ １４３．８±８．６ ６．０

中值 ４０．６±２．６ ６．４ ４１．６±２．８ ６．７

低值 ４．９±０．３ ６．１ ５．１±０．４ ７．８

表２　　ＣＲＰ试剂盒相对偏差

样本浓度 标本值（ｍｇ／Ｌ） 测量值（ｍｇ／Ｌ） 偏差（％）

高值 １４８．００ １５４．３ ４．２

中值 ５６．００ ５７．９０ １．６

低值 ９．６１ ９．２３ －３．９

２．２　方法学评价　在１～５００ｍｇ／Ｌ范围内成良好的线性，相

关系数为０．９９９８，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）。根据零浓度校准品得到灵敏度为０．００５ｍｇ／Ｌ。

精密度和准确度比较见表１～２。开发的试剂盒与进口试剂比

较，阳性符合率为９８．８％，阴性符合率为９６．３％，总符合率为

９７．６％，Ｙｏｕｄｅｎ指数ＹＩ＝０．９５１１，Ｋａｐｐａ指数为０．９５１５，检

验效能比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），一致程度高，适合

临床检测。见表３。

表３　　两种方法检测１６５例临床标本ＣＲＰ结果分析（狀）

研发试剂
雅培生化

＋ －

合计

＋ ８３ ３ ８６

－ １ ７８ ７９

合计 ８４ ８１ １６５

３　讨　　论

ＣＲＰ是一种急性相蛋白，当系统发生炎症时，ＣＲＰ会释放

到血液循环。炎症、感染和组织损伤均可使其浓度升高，升高

程度取决于炎症刺激的强度。血浆ＣＲＰ浓度，在急性心肌梗

死、创伤、炎症、手术、肿瘤浸润等情况下迅速显著地增高，甚至

达正常水平的２０００倍。而ｈｓＣＲＰ可以预示部分表面正常，

却存在的慢性低水平炎症反应。ｈｓＣＲＰ是最佳的炎症标志

物，是预测心血管疾病最有力与最重要的危险因子［９］。ｈｓ

ＣＲＰ的检测在临床危急诊的应用越来越广泛。这就对试剂的

灵敏性和检测速度提出了更高的要求。

本试剂盒的开发采用的是化学发光免疫分析。化学发光

免疫分析是继荧光、放射性同位素和酶免分析之后发展起来的

一项新的免疫分析技术，根据大量的实验结果及临床应用资

料，从实用性、稳定性、准确性及发展前景来看，在非放射性标

记分析技术中化学发光免疫分析处于领先的地位，他不仅具有

免疫反应的特异度，而且具有化学发光的高灵敏性，且具有快

速、准确、重复性好、效期长并安全无毒无污染等优点，成为取

代放射免疫分析和酶免疫分析技术的首选［１０１３］。

本试剂盒采用链霉亲和素的包被板，生物素标记抗体和辣

根过氧化物酶标记抗体的双抗体夹心法，以鲁米诺和过氧化脲

为发光底物的化学发光定量试剂盒。在固相载体上吸附了链

霉亲和素，使用了生物素链霉素级联放大系统，辣根过氧化物

酶鲁米诺系统的化学发光低物灵敏度高，更进一步提高了整

个体系的灵敏度。研究者还对试剂盒的反应模式和反应条件

进行了试验研究，最终确定了一步法反应模式，就不同的反应

时间对试验结果的影响进行了试验，确定了最适合的反应时间

５ｍｉｎ。对化学发光底物液发光持续时间的测定及不同发光时

间对测定值的影响试验表明在加入发光底物３～１０ｍｉｎ进行

检测为最佳，其结果也较为准确。

本研究对试剂盒的精密度、灵敏度、线性范围和偏倚进行

了分析和评估，并与进口试剂进行对比分析，两者检验效能比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。本方法的建立大大提高了

ｈｓＣＲＰ临床检验的灵敏度和特异度，具有良好的线性范围，准

确性和重复性更好。本方法的建立使检测时间由免疫比浊的

２０ｍｉｎ缩短为８ｍｉｎ，为临床急诊检验提供了方便。并且可以

与全自动免疫分析仪器配套应用，也可以手工操作检验，有利

于各级医院的推广应用。
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型１０例、１６型７例、５８型６例、８１型６例、３３型５例，感染率

分别为３．２９％（１０／３０４）、２．３０％（７／３０４）、１．９７％（６／３０４）、

１．６５％（５／３０４）。多重型别ＨＰＶ感染者４２例，占１３．８２％（４２／

３０４），其中二重感染者３４例，占多重感染的８０．９５％（３４／４２），

三重感染者６例，占多重感染的１４．２９％（６／４２），四重感染者２

例，占多重感染的４．７６％（２／４２）。提示男性尿道口细胞 ＨＰＶ

感染，单一型别以低危型 ＨＰＶ感染为主，而多重型别中高危

型 ＨＰＶ感染出现频率超过低危型别，且高危型多重 ＨＰＶ感

染呈现出上升的趋势。（５）本研究男性 ＨＰＶ感染出现频率前

６位的型别为 ＨＰＶ６型４７人次、ＨＰＶ１１型２２人次、ＨＰＶ１６

型１７人次、ＨＰＶ５８型１６人次、ＨＰＶ８１型１１人次、ＨＰＶ３１型

９人次，这６种 ＨＰＶ型别是男性患者尿道口细胞感染出现频

率最高的类型。由于高危型ＨＰＶ致癌力是低危型ＨＰＶ的１０

倍，因此，笔者在关注和监测低危型 ＨＰＶ的同时，更应该监控

ＨＰＶ１６型、５８型、３１型，尤其是我国在研发 ＨＰＶ疫苗时，要

充分考虑到 ＨＰＶ５８型和３１型在我国呈现出不断上升的流行

趋势，应覆盖 ＨＰＶ５８型和３１型。（６）据报道，ＨＰＶ单一型别

的感染可使宫颈癌的发病风险增加１９．９倍，而多重型别的

ＨＰＶ感染可使宫颈癌的发病风险增加３１．８倍
［６］。ＨＰＶ多重

型别的感染载量要高于单一型别的 ＨＰＶ感染，癌变相关风险

更大，是宫颈癌及其相关癌症发生的一个非常重要的危险因

素，且致病力也更强，病变发展更快，复发率更高，因此，ＨＰＶ

多重感染的资料对临床处理宫颈肿瘤性病变和制定有效的措

施来阻止 ＨＰＶ传播具有重要的意义
［７１０］。有研究者 ［１１］报道

妓女ＨＰＶ感染１４８例中７８例为２型以上的多重感染，表明多

重感染与性活动程度和性伴侣数量有关。本研究高危 ＨＰＶ１６

型（１０／７）、５８型（１０／６）、１８型（５／２）、６６型（３／１）其多重型别的

感染均超过单一型别的感染，值得重视和关注。一旦男性成为

ＨＰＶ携带者，他们就将成为 ＨＰＶ传播的重要传染源，并通过

性接触的方式感染不同的女性。提示临床和预防医学的医生

更应该加强对男性多重型别 ＨＰＶ感染者的管理、治疗和跟踪

检测工作。

由于 ＨＰＶ可在两性之间互相传播，如何阻断男性 ＨＰＶ

的传播链，尽可能减少 ＨＰＶ在两性之间的传播。通过给男孩

接种宫颈癌疫苗，对性活跃期的男性行 ＨＰＶ检测，对 ＨＰＶ阳

性的男性给予及时管理和治疗，并在性事时采用安全套等措

施，这样就可降低男性和女性的 ＨＰＶ感染率，宫颈癌及其他

癌的发病率也会随之下降。如一、二级预防措施都能够落实到

位，宫颈癌将会成为人类第一个可进行有效预防的恶性肿瘤，

肛周癌、口腔癌及阴茎癌也随之下降，这将造福于广大民

众［１，４，１１１４］。
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