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试剂盒的重复性'稳定性进行评价!并了解其实际应用效

果&方法
!

选取中'晚期肝硬化患者
'#

例和健康体检者
'#

例分别作为肝病组和正常对照组!以鼠抗人
(S%'

单克隆抗体'兔抗

人
9(V"

多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔
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M

!

为包被抗体'夹心抗体和检测抗体!以纯化后的重组人
9(V"

蛋白为

标准品!建立人血清微量
9(V"

蛋白双抗体夹心
2,/3-

试剂盒!进行试剂盒重复性和稳定性检验!并应用该试剂盒检测两组血清
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蛋白水平&结果
!

双抗体夹心
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法检测人血清微量
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$血清
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水平对吸光度值的回归方程为
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%$重复性检测中!高'低水平标准品检测值的批内相对

标准偏差"

OJ9

%分别为
1&$#g

'

0&5#g

!批间
OJ9

分别为
1&0#g

和
0&6#g

$试剂盒稳定性检测中!

OJ9

均不大于
#&#"

$肝病组血

清
9(V"

表达水平显著高于正常对照组"
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人血清微量
9(V"

蛋白双抗体夹心
2,/3-

试剂盒线性范围广'重复性

好'易于保存!适合于临床和科研检测工作&
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补体是存在于人和动物正常血清*组织液和细胞膜表面的

一组由生物大分子组成的连续而分级的激活反应系统)补体

系统的激活可介导机体防御反应和免疫调控#其异常活化也可

介导机体毛细血管扩张*通透性增加*中性粒细胞黏附聚集*细

胞因子和血管活性介质释放*细胞毒作用及组织的炎症损伤等

一系列重要的病理生理反应'

"

(

)补体系统的生物学效应多是

通过补体受体介导的)可溶性补体受体
"

型$

9(V"

&#即补体

受体
"

型的胞外片段#保留了与
(%J

"

(5J

高度亲和*抑制
(%

"

('

转化酶形成*加快
(%

"

('

转化酶活性衰变*辅助
"

因子裂

解
(%J

"

(5J

补体调节蛋白的功能#可同时抑制经典*甘露糖结

合凝集素和旁路
%

条补体激活途径#是一种强效的补体抑制

剂'

$.%

(

)

9(V"

在诊断和治疗补体介导的自身免疫性疾病等方

面具有广阔的应用前景)在前期研究成果中#本研究组构建了

人
9(V"

在原核和真核细胞中的表达系统'

5.1

(

#将
9(V"

蛋白复

性后作为抗原免疫家兔#获得了兔抗人
9(V"

特异性多克隆抗

体'

0

(

)本研究研制人血清微量
9(V"

蛋白双抗体夹心
2,/3-

试剂盒#并在肝硬化患者中进行试验#旨在探讨人血清微量

9(V"

表达水平在补体介导疾病的临床诊断*疗效观察和预后
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判断中的作用)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

选取
$#"1

年
"R"$

月本院收治的中*晚期肝

硬化患者
'#

例作为肝病组#其中男
%%

例#女
"0

例#年龄
5$

!

10

岁)入选标准!符合
$###

年病毒性肝炎防治方案临床诊断

标准的患者'

U

(

)排除标准!排除肝癌患者*

+/*

感染患者和孕

妇)同时选取健康体检者作为正常对照组#其中男
$6

例#女

$"

例#年龄
$1

!

'5

岁)

A&B

!

仪器与试剂
!

纯化人重组
9(V"

蛋白*兔抗人多克隆抗

体$

XD-J

&由本院制备%

61

孔微量反应板购自郑州绿科生物工

程有限公司%鼠抗人
(S%'I-J

*辣根过氧化物酶$

+VX

&标记

的山羊抗兔
/

M

!

购自郑州创生生物工程有限公司%

2,cU##

全

自动酶标仪购自美国伯腾仪器有限公司)

A&C

!

方法

A&C&A

!

双抗体夹心
2,/3-

法的建立
!

$

"

&用
#&#'I<@

"

,

碳

酸盐缓冲液$

?

+6&1

&稀释鼠抗人
(S%'

单克隆抗体至
0U&##

:

M

"

I,

#每孔
"##

)

,

包被微量反应板#

5a

过夜#用磷酸盐吐

温缓冲液$

X_3;

&洗涤
%

次后甩干#其中
"

孔作为试剂空白#不

加包被抗体)$

$

&用含
"##&##

M

"

,

牛血清蛋白的
X_3;

液封

闭板上空白位点#每孔
$##

)

,

#

%0a

放置
$C

后甩干)$

%

&将

纯化人重组
9(V"

蛋白倍比稀释后制成标准品#除试剂空白*

阴性对照$加封闭液
"##

)

,

&外#其余每孔加入标准品
"##

)

,

#

%0a

孵育
$C

后#用
X_3;

洗涤
%

次后甩干)$

5

&加入夹心抗

体!将兔抗人
9(V"XD-J

按
"i"##

稀释#每孔加入
"##

)

,

#

%0

a

孵育
$C

后#用
X_3;

洗涤
%

次后甩干)$

'

&将
+VX

标记的

山羊抗兔
/

M

!

按
"i"###

稀释#每孔加入
"##

)

,

#

%0a

孵育
$

C

后#用
X_3;

洗涤
%

次后甩干)$

1

&每孔加入显色底物
"##

)

,

#

%0a

孵育
"'I8:

)$

0

&每孔加
'#

)

,$&##I<@

"

,

硫酸终止

反应#

"#I8:

内在酶标仪上测
5'#:I

波长的吸光度值$

-

5'#:I

值&)$

U

&分别以
9(V"

标准品水平和对应的
-

5'#:I

值为纵*横

坐标轴制作标准曲线)

A&C&B

!

检测范围和标准曲线的确定
!

将
'#&##I

M

"

,

的纯化

重组人
9(V"

蛋白倍比稀释为
#&##

*

"&6'

*

%&6#

*

0&U#

*

"'&1#

*

%"&%#

*

1$&'#

*

"$'&##

*

$'#&##

M

"

,

#分别检测其
-

5'#:I

值#确定

该方法的检测范围)以纯化重组人
9(V"

蛋白水平为纵坐标

$

,

&#

-

5'#:I

值为横坐标$

#

&#绘制标准曲线#求得回归方程)

A&C&C

!

试剂盒重复性检验
!

取
"$'&##

*

%$&'#:

M

"

I,

标准品

各
"

份进行批内和批间重复性试验评价试剂盒重复性)$

"

&批

内重复性试验)在尽可能短的时间内重复测定高*低水平标准

品
-

5'#:I

值
$#

次#计算相对标准偏差$

OJ9

&)$

$

&批间重复性

试验)将高*低水平标准品分为数份试验标本#

"K

内作
'

轮试

验#每轮测定
5

次
-

5'#:I

值#获取
$#

个测定数据#计算
OJ9

)

A&C&D

!

试剂盒稳定性检验
!

选取包被后在
5a

环境中分别储

存
"

*

%

*

1K

的微量反应板'

6

(

#检测
%

例健康人$健康甲*健康

乙*健康丙&和
%

例肝硬化患者$患者甲*患者乙*患者丙&血清

9(V"

蛋白水平来评价试剂盒稳定性)

A&C&K

!

血清
9(V"

水平检测
!

按上述方法采集血清标本进行

检测)每份标本设立
$

个复检孔#取平均
-

5'#:I

值#查工作曲

线计算标本中血清
9(V"

水平)

A&D

!

统计学处理
!

采用
3X33$$&#

软件对数据进行统计学处

理#对各组数据进行正态性检验和方差齐性检验#计量资料以

KY@

表示#组间比较采用
:

检验#以
!

$

#&#'

为差异具有统计

学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

检测范围和标准曲线
!

双抗体夹心
2,/3-

法检测人血

清微量
9(V"

蛋白的线性范围是
"'&1#

!

$'#&##:

M

"

I,

#回归

方程为
,4""$&"#

$

h"U&$"#h"&165

$

"

$

4#&66U

&)见图
"

)

图
"

!!

双抗体夹心
2,/3-

法检测人血清
9(V"

工作曲线

B&B

!

试剂盒重复性和稳定性检测结果
!

高*低水平标准品批

内
OJ9

分别为
1&$#g

*

0&5#g

#批间
OJ9

分别为
1&0#g

和

0&6#g

#试剂盒重复性较好)试剂盒在
5a

环境中分别储存

"

*

%

*

1K

后#

%

例健康人和
%

例肝硬化患者血清
9(V"

蛋白水平

检测结果相近#其
OJ9

均不大于
#&#"

#试剂盒稳定性较好)

见表
"

)

表
"

!!

血清
9(V"

试剂盒稳定性检测结果#

:

M

(

I,

$

组别 存储
"K

存储
%K

存储
1K

健康甲
%5&%# %5&$# %5&##

健康乙
%U&0# %U&1# %0&U#

健康丙
%#&0# %#&'# $6&U#

患者甲
"0U&6# "00&6# "0U&##

患者乙
"'U&U# "'U&'# "'U&"#

患者丙
"60&'# "61&0# "61&'#

B&C

!

两组血清
9(V"

水平检测结果比较
!

肝病组*正常对照

组血清
9(V"

水平分别为$

"1$&1'Y$0&0U

&*$

%$&"1Y1&'%

&

:

M

"

I,

#差异有统计学意义$

:45U&#'

#

!

$

#&#"

&)见图
$

)

!!

图
$

!!

肝病组%正常对照组血清
9(V"

水平

C

!

讨
!!

论

自
"66#

年
=̂89IE:

等'

"#

(研究发现并重组出
9(V"

蛋白

以来#国内外学者们开始关注其能够调控补体系统激活的特

性#开展了大量关于其分子结构和功能的研究#以探索其在诊

断和治疗补体系统相关疾病等方面的应用前景)现有研究表

明#体外重组的
9(V"

或片段能够有效的防治或减轻实验动物
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为进一步研究此类患者体内血清微量
9(V"

蛋白表达水平#发

掘其在疾病诊断*疗效观察和预后判断中的作用#本研究以鼠

抗人
(S%'I-J

为包被抗体#以兔抗人
9(V"XD-J

为夹心抗

体#以
+VX

标记的山羊抗兔
/

M

!

为检测抗体#以纯化后的重

组人
9(V"

蛋白为标准品#研制了人血清微量
9(V"

蛋白双抗

体夹心
2,/3-

试剂盒)

本研究采用不同浓度的标准品评价试剂盒的检测范围#采

用批内*批间和日间重复性试验评价试剂盒的重复性和稳定

性#其研究结果表明!本试剂盒线性范围广*重复性较高*稳定

性较好#能够满足临床和科研检测工作的需要)同时#本研究

利用试剂盒检测肝病组和正常对照组血清
9(V"

水平#其中肝

病组血清
9(V"

表达水平显著高于正常对照组#这与文献报道

情况一致'

"5

(

)本研究组下一步将开展血清
9(V"

表达水平与

肝功能受损情况相关性的研究#并在深入探究其中原理的基础

上进行重组人
9(V"

蛋白在肝硬化患者治疗中的应用研究)
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原菌药敏试验结果指导临床医师治疗#避免抗菌药物盲目使用

或不合理应用增加病原菌的耐药性'

6

(

)本研究结果显示#伏立

康唑*氟康唑*沃尔康唑*酮康唑*制霉菌素对部分病原菌的耐

药率均超过
%#&##g

#临床在选择此类抗菌药物时#应尽量结

合患者的病原菌构成情况)对于其他抗菌药物应按照抗菌药

物临床应用规范#采用足量*完整疗程治疗#避免抗菌药物不合

理使用导致感染反复发作'

"#

(

)

综上所述#真菌性角膜炎患者病原菌谱基本稳定#但耐药

性呈上升趋势)加强抗菌药物的临床合理应用#延缓病原菌的

耐药增长趋势是临床眼科医师的紧迫任务)
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