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·检验技术与方法·

酶联荧光分析法测定肌钙蛋白Ｉ的临床应用

马小宏，陈爱莲△

（江苏省如皋市人民医院检验科，江苏如皋２２６５００）

　　摘　要：目的　探讨酶联荧光分析（ＥＬＦＡ）法测定肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）的临床应用。方法　分别采用ＥＬＦＡ法和化学发光免疫

分析（ＣＬＩＡ）法测定血清样品中ｃＴｎＩ的浓度，对ＥＬＦＡ法进行精密度试验、线性试验、回收试验和干扰试验；并对ＥＬＦＡ法与

ＣＬＩＡ法测定ｃＴｎＩ的结果进行相关性分析。结果　ＥＬＦＡ法测定ｃＴｎＩ浓度，高值（３０．００μｇ／ＬｃＴｎＩ）和低值（０．１２μｇ／ＬｃＴｎＩ）的

批内变异系数（犆犞）分别为２．８１％和１．６２％，批间犆犞分别为５．６７％和３．５２％。ＥＬＦＡ法检测ｃＴｎＩ的可信检测范围为０．００～

３０．００μｇ／Ｌ。当总胆红素浓度小于４５０μｍｏｌ／Ｌ，血红蛋白浓度小于１．５ｇ／Ｌ，三酰甘油浓度小于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＥＬＦＡ法测定

ｃＴｎＩ无干扰。ＥＬＦＡ法与ＣＬＩＡ法测定ｃＴｎＩ浓度具有良好的相关性（狉＝０．９７１）。结论　ＥＬＦＡ法具有较好的精密度、回收率和

线性范围，与ＣＬＩＡ法具有较好的相关性，且检测快速简便，适用于急诊检验，能满足临床要求。
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　　肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）是目前发现的诊断心肌损伤最特异、最

敏感的标志物之一［１］。心肌损伤标志物在心肌损伤和急性心

肌梗死的诊断方面起着重要的作用，随着对急性冠状动脉综合

征（ＡＣＳ）病理生理过程的研究进一步深入，心肌酶谱检测用于

诊断心肌损伤表现出早期诊断阳性率低、特异性差、阳性时间

窗短等缺陷。因此寻找和筛选特异性强、敏感性高的心肌损伤

标志物，以及简便、快捷、灵敏的检测方法显得非常重要［２］。血

液循环中ｃＴｎＩ的浓度与心肌损伤的严重程度相关，是检测心

肌损伤的最佳指标之一［３１０］。

ｃＴｎＩ检测方法主要有免疫层析法、放射免疫法、酶联免疫

吸附试验和化学发光分析法等。免疫层析法虽然操作简便，但

检测的灵敏度低，不能定量分析；放射免疫法和酶联免疫吸附

试验操作繁琐，检测耗时长，不易标准化；化学发光法技术要求

高，仪器较昂贵。这些方法不便在急诊实验室全天候常规开展。

笔者采用酶联荧光分析（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＦＡ）

检测ｃＴｎＩ浓度，并结合美国国家实验室标准化委员会（ｔｈｅＮａ

ｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓ，ＮＣＣＬＳ）的有

关文件，对检测系统进行评价并探讨其临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对照组：２０１４年３月本院健康体检者２０例，

其中，男性１１例，女性９例，平均年龄５２．５岁（３１～７２岁）。急

性心肌梗死（ＡＭＩ）组：本院心血管内科确诊为ＡＭＩ的住院患者

１５例，其中，男性８例，女性７例，平均年龄５２．５岁（３１～７２岁）。

１．２　仪器与试剂　采用法国生物梅里埃公司生产的 ＶＩＤＡＳ

全自动酶联荧光分析仪进行ＥＬＦＡ检测；采用美国贝克曼公

司生产的ＣｏｕｌｔｅｒＤＸＩ８００化学发光分析仪进行化学发光免疫

分析（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＣＬＩＡ）。检测试剂、校准

品、质控品及配套用稀释液等分别由法国生物梅里埃公司和美

国贝克曼公司提供其原装配套试剂。

１．３　方法

１．３．１　检测方法　用真空采血管采集静脉血４ｍＬ，以３０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，分离血清，分别用ＥＬＦＡ法和ＣＬＩＡ法测定

血清ｃＴｎＩ浓度。严格按操作说明书操作，校准并进行质控，结

果在控。

１．３．２　精密度试验　收集无黄疸、无溶血、无脂浊的新鲜血

清，用ＥＬＦＡ法连续测定ｃＴｎＩ浓度２０次（３０．００μｇ／ＬｃＴｎＩ的

高值样品和０．１２μｇ／ＬｃＴｎＩ的低值样品各１份），计算其平均

值、标准差及批内变异系数（犆犞）。将上述混合血清分装于２０

支带塞试管中，密封后于４℃冰箱保存，每天取１支测定，连续

测定２０ｄ，计算批间犆犞。

·０７６２· 国际检验医学杂志２０１４年１０月第３５卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１９



１．３．３　线性试验　选择ｃＴｎＩ浓度为０．００μｇ／Ｌ和３０．００μｇ／

Ｌ的混合血清各１份，将２份血清按不同比例混合，配成０．１０、

７．５０、１５．００、２２．５０和３０．００μｇ／ＬｃＴｎＩ的５个不同浓度样品，

进行线性试验。用ＥＬＦＡ法进行测定，每份样品测定２次，计

算平均值。用测定值（犢）与理论值（犡）计算相对偏差率，线性

范围上下限依据相对偏差率在±５％的范围内。

１．３．４　回收试验　按不同的比例加入已知ｃＴｎＩ浓度为

１５．００μｇ／Ｌ的混合血清，血清标本分别占２０．０％、４０．０％、

８０．０％，进行回收试验，每份标本测定２次，取平均值，计算回

收率。

１．３．５　干扰试验　准备１份ｃＴｎＩ浓度为１５．００μｇ／Ｌ的血清

样品，分别加入一定量的总胆红素、血红蛋白和三酰甘油后，测

定其ｃＴｎＩ浓度。

１．３．６　相关性分析　选择不同浓度ｃＴｎＩ的血清样品，分别用

ＥＬＦＡ法和ＣＬＩＡ法测定，按照 ＮＣＣＬＳＥＰ９Ａ文件要求对数

据进行计算、处理，去除离群值。以ＥＬＦＡ法为犢，以ＣＬＩＡ法

为犡进行相关性分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，采用狋检验；２种检测方法的相关性比较

采用线性相关分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度试验结果　ＥＬＦＡ法测定ｃＴｎＩ浓度，高值和低值

的批内犆犞分别为２．８１％和１．６２％，批间犆犞分别为５．６７％和

３．５２％。

２．２　线性试验结果　ＥＬＦＡ法检测ｃＴｎＩ的可信检测范围为

０．００～３０．００μｇ／Ｌ，回归方程为犢＝１．０５犡－０．１５（狉＝０．９９５，

犘＜０．０１）。对于ｃＴｎＩ浓度高于３０．００μｇ／Ｌ的样品，应该稀释

后再测定，结果乘以稀释倍数。

２．３　回收试验结果　ｃＴｎＩ浓度为１５．００μｇ／Ｌ的血清比例为

２０．０％、４０．０％、８０．０％时，回收率依次为１０２．８％、９８．１％及

９６．９％。

２．４　干扰试验结果　当总胆红素浓度小于４５０μｍｏｌ／Ｌ，血红

蛋白浓度小于１．５ｇ／Ｌ，三酰甘油浓度小于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，

ＥＬＦＡ法测定ｃＴｎＩ无干扰。

２．５　相关性分析结果　ＥＬＦＡ法与ＣＬＩＡ法测定ｃＴｎＩ浓度

具有良好的相关性（狉＝０．９７１），回归方程为犢＝０．８９犡＋２．８９，

见图１。

图１　　ＥＬＦＡ法与ＣＬＩＡ法测定ｃＴｎＩ浓度

相关性分析散点图

３　结　　论

心肌损伤标志物急诊检测的周转时间（ＴＡＴ）应小于６０

ｍｉｎ。ＡＭＩ发作后１ｈ内得到治疗，患者病死率为１％；而ＡＭＩ

发作后６ｈ内得到治疗，其病死率为１０％～１２％；治疗时间每

延迟３０ｍｉｎ，病死率增加１％
［１１１２］。ｃＴｎＩ诊断 ＡＭＩ有很高的

准确性，为临床及时发现ＡＭＩ患者，并实施抢救争取了更多的

时间［１３］。

ＥＬＦＡ法检测ｃＴｎＩ浓度时，固相管不但起到移液装置作

用，还起到固相作用。仪器将样本加入含有碱性磷酸酶（ＡＬＰ）

标记的鼠抗人ｃＴｎＩ单克隆抗体的孔中。样本／偶联物进出固

相管循环多次，使ｃＴｎＩ固定在固相管内壁的免疫球蛋白上，偶

联形成“三明治”，未结合部分在清洗步骤被除去。ＥＬＦＡ法测

定中应用固相管为载体，增加了鼠抗人ｃＴｎＩ单克隆抗体的吸

附表面；选择４甲基伞形酮为发光剂，被 ＡＬＰ催化水解，去磷

酸化，生成具有荧光活性的４甲基伞形酮，反应系统快速，具有

稳定性好的荧光活性；采用全封闭式自动化检测系统，其加样、

稀释、反应、洗涤和分析等全自动化，在２０ｍｉｎ内获得测定结

果，可快速定量检测ｃＴｎＩ浓度。本文结合 ＮＣＣＬＳ的有关文

件，对ＥＬＦＡ法进行了系统的方法学评价。结果表明，ＥＬＦＡ

法具有较好的精密度、回收率和线性范围；当总胆红素浓度小

于４５０μｍｏｌ／Ｌ，血红蛋白浓度小于１．５ｇ／Ｌ，三酰甘油浓度小

于７．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＥＬＦＡ 法测定ｃＴｎＩ无干扰；ＥＬＦＡ 法与

ＣＬＩＡ法测定ｃＴｎＩ浓度具有良好的相关性（狉＝０．９７１），回归方

程为犢＝０．８９犡＋２．８９，完全达到临床应用的检测要求。
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