
作&同时也要重视检验前质量控制)

综上所述$

/=0S,?>MD@)>;

检测
T.&

具有良好的方法学

性能$可为临床提供可靠*准确的检验结果$很好地满足临床

需要)
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#收稿日期!

6$"95$85"̂

!!

修回日期!

6$"95$!568

%

!临床研究!

磁微粒
5

吖啶酯化学发光游离甲状腺素检测试剂的研制及应用

张建锋

!英科新创'厦门科技有限公司#福建厦门
89"$66

"

!!

摘
!

要"目的
!

研制定量检测游离甲状腺素的化学发光免疫试剂$方法
!

制备吖啶酯
5=+

结合物作为信号标记物质#制备链

霉亲和素
5

磁性微球作为固相载体#结合生物素标记的甲状腺素!

=+

"抗体#建立小分子竞争法免疫分析体系#分析其灵敏度%准确

度和线性范围等性能指标$结果
!

灵敏度为
"7!

J

H>M

'

-

#线性范围
6

"

<!

J

H>M

'

-

#批内不精密度
>U

为
!796g

"

7̂6+g

#批间不

精密度
>U

为
<7$̂ g

"

#7̂6g

#与
=8

和
F=8

无交叉反应#

8<[9G

后发光值降幅为
"$7<g

"

"+79g

#检测
"$$

例临床血清标本#

测定结果与进口试剂的相关性
.

值等于
$7#6+!

$结论
!

该试剂具有灵敏度高%线性范围广%稳定性好%受环境影响小%检测结果

准确等特点#可配套全自动化学发光免疫分析系统#应用于临床检测$

关键词"游离甲状腺素&

!

化学发光&

!

吖啶酯&

!

磁性微球

!"#

!

"$78#9#

"

:

7)11;7"9<85+"8$76$"97"#7$!6

文献标识码"

0

文章编号"

"9<85+"8$

!

6$"9

"

"#56<<85$8

!!

甲状腺素#

=+

%是甲状腺滤泡细胞合成及分泌的激素)体

内游离的甲状腺素#

T=+

%通过维持体温及刺激热量生成来调

节正常生长与发育$其含量与甲状腺功能状态密切有关)检测

T=+

水平并结合其他甲状腺检验和临床表现$可对甲状腺功

能亢进和甲状腺功能减退作出诊断'

"

(

)血清
T=+

检测方法有

平衡透析法*放射免疫测定法*酶免疫测定法*时间分辨荧光免

疫法和化学发光免疫分析法等'

659

(

)其中化学发光免疫分析法

是最具发展前景的新型非放射性免疫标记技术)本研究成功

制备小分子
5

吖啶酯结合物$基于小分子物质的竞争法检测原

理$研制定量检测
T=+

的磁性微球
5

吖啶酯标记
5

化学发光免疫

分析试剂)报道如下)

?

!

材料与方法

?7?

!

仪器与试剂
!

-&#9$

型化学发光读数仪#

&2F@B>MG

公司%$

69#!569#9

液相色谱仪#

eA@2F1

公司%$

3b.̂$$

全自动免疫分析

系统#

&2EIHA;

公司%)

=+

单抗*链霉亲合素#

/0

%购自罗氏公

司&生物素*脱盐柱购自
=B2FH>C)1B2F

公司&

4/Q53(0,54%/

购自上海迈拓崴公司&

=+

标准品购自中国药品生物制品检定

所&

=+

纯品*

&/0

购自
/)

*

HA

公司$临床标本来自福建医科大

学附属协和医院)其他试剂均购自阿拉丁试剂公司)

?7@

!

试剂组分制备

?7@7?

!

/0

磁性微球制备
!

按照摩尔比
6i"

称取适量氯化铁

和氯化亚铁$在超纯水中溶解混匀后加入氨水至终浓度为

$7!g

$

9$[

搅拌反应
+B

$所得磁性微球用超纯水洗涤后$重

新分散于
!$g

乙醇中$再依次加入
$7!g

的
Q,a+$$$

*

$7"g

的

氨水和
$7"g

的正硅酸乙酯$

9$[

搅拌反应
"9B

$获得改性后

的磁性微球用超纯水和无水乙醇交替洗涤后$重悬于
!$g

乙

醇中$再分别加入
$7$!g

的氨水*

$7!g

的四甲基氢氧化铵

#

=(0

%和
67!g

的
85

氨丙基三甲氧基硅烷$室温搅拌反应
"9

B

$即得表面修饰氨基的磁性微球)取适量该氨基磁性微球$用

Q&/

缓冲液清洗并重悬$再加入
$7"g =(0

和
67!g

的戊二

醛$室温搅拌反应
8$H);

$之后用碳酸缓冲液清洗并重悬$超声

分散后按
6$

%

*

"

H

*

磁性微球加入
/0

$

8<[

搅拌反应
"9B

$然

后分别加入
$7"g

的谷氨酸和
"g

的
&/0

继续反应
"B

$

Q&/

缓冲液#含
$7$!g

的
@K22;56$

%洗涤
8

次后$重悬于
"g &/0

中$超声分散$即得
/0

磁性微球)

?7@7@

!

生物素化抗体制备
!

取适量
0;@)5=+

单抗$

J

%<7+

的

Q&/

缓冲液透析纯化后$加入
"!

倍#摩尔比%已活化的长链磺

化生物素
/DMC>54%/5-R5&)>@);

$

6

"

^[

反应
6B

$再转入室温

继续反应
8$H);

$最后加入
"$$

倍#摩尔比%的赖氨酸反应
8$

H);

$反应液用脱盐柱纯化$加入等体积甘油和
$7"g 4A4

8

)

?7@7A

!

吖啶酯
5=+

结合物制备
!

称取
=+

纯品适量$溶于

3(/]

中$配制浓度为
$7"HH>M

"

-

的溶液
0

)再称取
4/Q5

-

8<<6

-

国际检验医学杂志
6$"9

年
"$

月第
8<

卷第
"#

期
!

.;@\-AL(2G

!

]E@>L2F6$"9

!

'>M78<

!

4>7"#



3(0,54%/

适量$溶于无水
3(T

中$配制浓度为
"$HH>M

"

-

的溶液
&

)取溶液
&!7$H-

$加入三乙胺#

=,0

%

6H

*

$再加入

溶液
&!7$H-

$最后用
$7$!H>M

"

-

J

%#79

的碳酸盐缓冲液

稀释至总体积
"$H-

$室温搅拌反应
"9B

$产物经制备色谱纯

化$获得吖啶酯
5=+

结合物)

?7@7B

!

T=+

标准品配制
!

称取适量
=+

标准品'

<

(

$溶解于适

量无激素血清中$配制成浓度为
$7"HH>M

"

-

的储备液$再用

无激素血清将储备液稀释为
/$

*

/"

*

/6

*

/8

*

/+

*

/!

共
9

个校准

点$浓度分别为
$

*

6

*

!

*

"$

*

6!

*

<!

J

H>M

"

-

)

?7@7C

!

底物激发液配制
!

激发液
0

!

$7"g

的
%

6

]

6

X$7"

H>M

"

-

的
%4]

8

&激发液
&

!

$76H>M

"

-4A]%X6g =F)@>;b5

"$$

)

?7A

!

方法及原理
!

微孔中依次加入
!$

%

-

的标本*吖啶酯
5=+

结合物*生物素化抗体和
/0

磁性微球$

8<[

温育
"!H);

$洗涤

!

次$加激发液
0

和
&

各
"$$

%

-

$读取相对发光值)反应原理

为一步竞争法)标本中待测的游离
=+

抗原与吖啶酯标记的

=+

抗原相互竞争结合有限的生物素化抗体$最终吖啶酯所产

生的发光值与标本中的
T=+

含量呈反向相关)

?7B

!

统计学处理
!

采用
/Q//6$7$

统计软件进行数据分析$

计量资料以
)W4

表示$

!

#

$7$!

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@7?

!

灵敏度及线性范围
!

重复测定零标准品
6$

孔$计算

S-̀

的均值#

)

%和标准差#

4

%$利用剂量
5

反应曲线计算发光值

为#

)Z64

%时的浓度值$灵敏度为
"7!

J

H>M

"

-

)将国家标准品

稀释成不同浓度进行检测$通过
->

*

5->

*

)@

数学模型拟合计

算)标准品浓度为
6

"

<!

J

H>M

"

-

的范围$线性相关系数#

.

%较

好)见图
"

)

图
"

!!

T=+

测定标准曲线#剂量
5

反应曲线$

@7@

!

精密度
!

在同一试验内和
8

个独立试验之间$测定
!

J

H>M

"

-

和
6!

J

H>M

"

-6

个质控品$每个质控重复
"$

次)根据

公式变异系数#

>U

%

_4

"

)

$计算其
>U

$批内
>U!796g

"

7̂6+g

'#

!7"!W$76#

%

"

#

6+7̂9W67$!

%($批间
>U<7$̂ g

"

#7̂6g

'#

!7$9W$789

%

"

#

6!78$W67+̂

%()

@7A

!

特异度
!

将易发生交叉反应的物质
=8

和
F=8

分别稀释

至
!$$;

*

"

H-

和
!$;

*

"

H-

$作为标本进行检测$高浓度
=8

和

F=8

对检测无明显干扰$其浓度均小于
"7!

J

H>M

"

-

)

图
6

!!

热稳定性试验结果

@7B

!

热稳定度
!

将全套试剂组分
8<[

放置
9G

后$分析其标

准品测试性能$通过与放置前的信号强度比值$确定热稳定性

的变化幅度$均小于
"!g

)见图
6

)

@7C

!

准确度
!

采用
T=+

标准品进行测试$使用
->

*

5->

*

)@

数

学模型拟合$分析实际测试值与理论值的偏差$准确度测试偏

差小于
"$g

)见表
"

)

表
"

!!

准确度试验结果

标准品
/" /6 /8 /+ /!

理论值#

J

H>M

"

-

%

67$$ !7$$ "$7$$ 6!7$$ <!7$$

实测值#

J

H>M

"

-

%

67"" !76+ #7"9 687"8 6̂7$<

偏差#

g

%

!7!$ +7̂$ 7̂+$ <7+̂ #7+8

@7D

!

与其他厂家试剂的相关性
!

用全套试剂对
"$$

例临床标

本进行检测$高*中*低值标本分别为
6"

*

6#

*

!$

例$与贝克曼

3b.̂$$

全自动化学发光系统检测值进行比较$相关性较好

#

.

6

_$7̂!+<

%)见图
8

)

图
8

!!

与贝克曼全自动化学发光免疫分析系统的相关性

A

!

讨
!!

论

血液循环中绝大部分
=+

与载体蛋白相结合$只有
$7$8g

的
=+

处于游离状态#

T=+

%)检测
T=+

不受甲状腺球蛋白影

响$可特异性地反映甲状腺的功能状态$因此在疾病诊断*病情

评估*疗效监测等方面具有重要的临床应用价值$成为判断甲

状腺功能最灵敏的一项参考指标'

^

(

)

目前有研究报道$

T=+

化学发光免疫检测方法的免疫固

相载体主要有微孔和磁性微球
6

种'

#5"$

(

)磁性微球通过化学

键偶联蛋白$具有结合牢固*重复性好*反应高效*易于储存和

自动化等特点$是较为先进的固相载体)信号标记物主要是间

接发光的酶标记$包括辣根过氧化物酶#

%SQ

%和碱性磷酸酶

#

0-Q

%$而采用吖啶酯#

0,

%直接标记游离甲状腺素研究较少)

0,

标记物背景信号低*发光效率高$且不需要酶催化$受环境

因素干扰较小$且其底物比酶促系统底物更加稳定'

""

(

)因此$

吖啶类物质作为信号标记物$对试剂的灵敏度*精密度等都有

很大提高)

本研究成功将吖啶酯作为信号物质与小分子甲状腺素进

行标记$采用小分子竞争法原理$引入磁性微球作为固相载体$

并结合链霉亲和素
5

生物素系统$开发出性能优良的
T=+

检测

试剂$具有重要的临床应用价值$对相关科研也有一定的参考

意义)
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!临床研究!

医院与社区获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的分子流行病学研究

万小涛#钟方财#叶帮芬#张有辉#袁
!

翊

!四川省内江市第一人民医院检验科
!

9+"$$$

"

!!

摘
!

要"目的
!

探讨医院与社区获得性耐甲氧西林金黄色葡萄球菌!

(S/0

"产生耐药的分子流行病学特征$方法
!

采用培

养法分离出
(S/0

#

QRS

法检测
H2E0

基因并分型$结果
!

"̂#

株
(S/0

标本甲氧西林决定因子!

H2E0

"基因检测有
"<̂

株为阳

性#进行
H2E0

基因分型#

/RRH2E

'

型
6+

株#

/RRH2E

&

型
"$"

株#

/RRH2E

)

型
!"

株#其他
6

株未能分型#分型结果存在差异$

结论
!

(S/0

以
/RRH2E

&

型为主#

(S/0

的产生与抗菌药物的使用具有相关性$

关键词"耐甲氧西林金黄色葡萄球菌&

!

甲氧西林决定因子
0

&

!

医院感染&

!

社区感染

!"#

!

"$78#9#

"

:

7)11;7"9<85+"8$76$"97"#7$!8

文献标识码"

0

文章编号"

"9<85+"8$

!

6$"9

"

"#56<<!5$6

!!

金黄色葡萄球菌无芽胞*鞭毛$大多数无荚膜$革兰染色阳

性$是临床感染的主要病原菌$并逐渐向社区扩展)采用传统

细菌鉴定及分型方法不能对其进行基因分型$尤其是对病原体

溯源分析时$无法找出病原体变异的主要原因)本研究对分离

出的耐甲氧西林金黄色葡萄球#

(S/0

%株进行基因分型$探讨

使用抗菌药物与
(S/0

产生的相关性$为临床用药提供相关

依据)

?

!

资料与方法

?7?

!

一般资料
!

6$"8

"

6$"!

年该院住院和门诊患者标本$经

培养为
(S/0

的菌株$采集患者病历资料分析抗菌药物的使

用情况)

?7@

!

仪器与试剂
!

低温高速离心机$恒温仪$

0&.<!$$

实时荧

光定量扩增仪)甲氧西林决定因子#

H2E0

%基因检测试剂使用

泰普生物有限公司试剂$

/RRH2E

基因分型试剂由上海生工生

物公司合成)

?7A

!

方法

?7A7?

!

金黄色葡萄球菌分离后
H2E0

基因检测
!

使用特异性

引物直接扩增金黄色葡萄球菌及
H2E0

基因)

?7A7@

!

葡萄球菌染色体盒#

/RRH2E

%基因分型
!

根据研究报

道'

"

(

$选择
+

对
QRS

引物$

QRS

反应条件!

#+[

预变性
+H);

$

#+[

变性
+$1

$

!6[

退火
8$1

$

<6[

延伸
9$1

$

8$

个循环)见

表
"

*

6

)

?7A7A

!

社区感染
(S/0

诊断标准
!

参照美国疾病预防控制

中心诊断标准$患者在门诊或入院
+̂ B

之内分离
(S/0

菌

株&

"

年内无住院或与医疗机构接触史&无留置各种导管及其

他穿透皮肤的医用装置)其他统计为医院感染
(S/0

)

表
"

!!

/RRH2E

分型扩增引物序列表

目的基因 产物长度#

L

J

% 核苷酸序列#

!h

"

8h

%

H2E05./+8" 8!# T

!

=0=0RR000RRRa0R00R=0R

S

!

RaaR=0R0a=a0=00R0=RR

./"6<" +"! T

!

aRR0R=R0=00R0=0=aa00

S

!

R0=RRa0a=a000RRR000

RRF065&6 #8< T

!

0==aRR==a0=00=0aRR==R=

S

!

=000aaR0=R00=aR0R000R0R=

表
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特异性基因片段与各型
/RRH2E

关系

/RRH

2E

基因型

特异性基因片段

H2E05./+8" ./"6<" EEF065&6
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Z X Z

&

Z Z X

)

X X Z
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