
药物对血液透析患者心肌重构有抑制作用#能改善患者心脏射

血功能)

当机体血管内皮遭受持续高血压刺激时#可导致血管内皮

细胞损伤分泌血管
2;."

)血清
2;."

水平能反应患者血管内

皮功能损伤的程度#与患者高血压程度和血管功能成正相

关'

"$."%

(

)慢性肾脏病患者存在微炎症状态#持续微炎症状态

会导致患者血压控制不佳#血清
;!b.

%

水平与机体炎性状态

呈密切相关)本研究结果发现#观察组在对照组基础上联合贝

那普利片进行治疗后#血清
2;."

水平*

;!b.

%

明显下降)这

表明贝那普利有助于改善患者内皮功能和血清中炎症因子状

态'

"5."'

(

)血管紧张素在血液透析患者中运用的主要风险是高

钾血症)本研究发现采用贝那普利治疗的观察组出现高钾血

症的风险并未增加#仅干咳患者比对照组多出
$

例#提示
-(2

"

类药物在血液透析患者中运用时具有较高的安全性)

综上所述#贝那普利联合硝苯地平联合治疗血液透析患者

高血压能够有效改善患者心脏功能和血管功能#抑制微炎症状

态#值得临床推广运用)
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!临床研究!

人血清层粘连蛋白直接化学发光免疫分析法的建立及评价

方
!

亮!王
!

芬!刘献文!邬期望

"美康生物科技股份有限公司!浙江宁波
%"'#5#

%

!!

摘
!

要"目的
!

建立检测人血清层粘连蛋白"

,T

%的直接化学发光免疫分析法"

(,/-

%!并对检测性能进行方法学评价&

方法
!

采用包被有抗人
,T

单抗的微米级磁珠和吖啶酯标记抗人
,T

单抗分别作为固相试剂和发光试剂!建立并优化定量检测

人血清
,T

水平的
(,/-

法!评价该方法的线性范围'灵敏度'精密度和特异性等性能指标!并与市场上同方法学的
,T

检测试剂

盒进行相关性比对分析&结果
!

该方法线性范围为
'&##

!

"###&##:

M

(

I,

!检测灵敏度小于
'&##:

M

(

I,

!血清平均回收率为

60&1#g

!批内变异系数"

AW

%小于
'&##g

!批间
AW

小于
U&##g

!特异性'稳定性良好!与市场上同方法学的
,T

检测试剂盒具有

较好相关性&结论
!

建立的人血清
,T

直接化学发光免疫分析法能够满足临床检测需求&

关键词"肝纤维化$

!

层粘连蛋白$

!

化学发光$

!

吖啶酯

!"#

!

"#&%616

"

7

&899:&"10%.5"%#&$#"0&$"&#50

文献标识码"

-

文章编号"

"10%.5"%#

"

$#"0

%

$".%#''.#%

!!

层粘连蛋白$

,T

&是相对分子质量约为
6##`"#

% 的非胶

原性糖蛋白#由
%

条肽链组成'

"

(

)作为血清肝纤维化标志物之

一#

,T

可准确地反映患者炎症活动度及纤维化程度'

$.%

(

)

,T

检测作为一种非创伤性辅助肝纤维化诊断方法#具有较大的应

用价值)目前#

,T

检测方法有放射免疫测定法*酶联免疫吸

附测定$

2,/3-

&法*时间分辨荧光免疫分析法*上转换发光法*

化学发光酶免疫分析$

(,2/-

&法和直接化学发光免疫分析

$

(,/-

&法#其中
(,2/-

法和
(,/-

法已广泛应用于临床检测

及科学研究'

5.'

(

)本研究建立人血清
,T

的
(,/-

法#为临床

提供参考)

A

!

资料与方法

A&A

!

标本来源
!

选取
"U1

例健康人群及肝纤维化患者临床血

+

''#%

+

国际检验医学杂志
$#"0

年
""

月第
%U

卷第
$"

期
!

/:BP,EJ)=K

!

T<F=AIJ=A$#"0

!

*<@&%U

!

T<&$"



清作为研究标本)

A&B

!

仪器与试剂
!

羧基磁珠$

"&#

)

I

&购自德国
)=ADN

公司#

吖啶酯活化物由本公司合成#脱盐柱
3=

?

CEK=>!.$'

购自美国

!2

公司#牛血清清蛋白购自生工生物工程$上海&股份有限公

司#

,T

及抗体*其他生化试剂均购自美国
38

M

IE.-@KA8DC

公

司#

,T

对照试剂盒购于深圳市新产业生物医学工程股份有限

公司#临床血清标本来自宁波美康盛德医学检验所#全自动化

学发光仪
)3.("$#

由宁波美康盛德生物科技有限公司提供)

A&C

!

方法

A&C&A

!

固相试剂制备
!

采用
".

$

%.

二甲氨基丙基&

.%.

乙基碳二

亚胺盐酸盐$

2S(

&"

T.

羟基琥珀酰亚胺$

T+3

&法将羧基磁珠

活化后与抗人
,T

单抗交联#以制得固相试剂)具体方法为!

用包被缓冲液$

'#II<@

"

,

吗啉乙磺酸#

?

+1&#

&清洗羧基磁珠

%

次#随后加入等质量的
2S(

和
T+3

$

"I

M

磁珠对应
"&$I

M

2S(

&#置于室温下活化
%#I8:

%用包被缓冲液洗去未反应的活

化剂#加入抗人
,T

单抗置于室温反应
5C

%用封闭缓冲液$

'#

II<@

"

,

三羟甲基氨基甲烷*

"&##g

牛血清清蛋白*

#&#"g

聚

乙二醇辛基苯基醚*

#&#6g

叠氮化钠#

?

+U&#

&置换反应液
%

次

后#再加入封闭缓冲液将固相试剂浓度调整为
'I

M

"

I,

#置于

$

!

Ua

保存)

A&C&B

!

发光试剂制备
!

用无水二甲基亚砜将吖啶酯活化物溶

解至
'I

M

"

I,

#将吖啶酯活化物与抗人
,T

单抗按
$#i"

加入

至标记缓冲液$

#&#'I<@

"

,

碳酸缓冲液#

?

+6&#

&中#置于室温

避光反应
$C

$抗体反应浓度控制在
$I

M

"

I,

以上&#随后加入

"I<@

"

,

的甘氨酸溶液终止反应)用经
X_

缓冲液$

#&"#

I<@

"

,

#

?

+0&5

&平衡过的
3=

?

CEK=>!$'

柱分离纯化反应液#得

到吖啶酯标记抗人
,T

单抗#加入等体积甘油后置于
R$#a

保存备用)

A&C&C

!

校准品制备
!

用校准品稀释液$

#&#'I<@

"

,

三羟甲基

氨基甲烷
.

盐酸*

#&'#g

牛血清清蛋白*

#&6#g

氯化钠#

?

+0&5

&

将
,T

配置成
"#

种浓度$

#

*

'

*

"#

*

'#

*

"##

*

$##

*

5##

*

1##

*

U##

*

"###:

M

"

I,

&#按每瓶
#&'#I,

分装#

R$#a

保存备用)

A&C&D

!

测定方法
!

采用双抗体夹心一步法定量检测血清
,T

水平#整个检测过程由全自动化学发光仪
)3.("$#

完成)在

透明的反应管中#依次加入
'#

)

,

待测血清标本*

U#

)

,

发光

试剂*

5#

)

,

固相试剂#震荡混匀#于
%0a

孵育反应
"'I8:

#随

后在磁场作用下清洗
%

次)当反应管进入检测暗室后#仪器先

后泵入底物激发液
-

$

"&##I<@

"

,

硝酸*

#&'#g

双氧水&和
_

$

#&%#I<@

"

,

氢氧化钠*

0II<@

"

,

十六烷基三甲基氯化铵&#

自动记录
%9

内的相对发光强度$

V,[

&#最终根据内置的标准

曲线自动计算出待测的血清
,T

水平)

A&C&K

!

检测试剂工作浓度选择
!

分别配置不同工作浓度的固

相试剂$

#&#"

*

#&#'

*

#&"#

*

#&$#

*

#&'#I

M

"

I,

&及发光试剂

$

#&'#

*

#&U#

*

"&##

*

"&$#

*

"&'#

)

M

"

I,

&检测所配置的校准品)

在不出现钩状效应前提下#选择信噪比最高的浓度作为检测试

剂的最佳工作浓度)

A&D

!

检测性能评价方法

A&D&A

!

检测限
!

重复测定
,T

零值校准品
$#

次#计算
$#

次

V,[

的平均值$

K

&和标准差$

J9

&#将
Kh$J9

代入标准曲线

中#得出最低检测限#该值应不高于
':

M

"

I,

)

A&D&B

!

线性范围
!

取高浓度$约
"###:

M

"

I,

&标本$

+

标本&

和低浓度$约
':

M

"

I,

&标本$

,

标本&#将
+

标本和
,

标本按

6+

*

U+h,

*

0+h$,

*

1+h%,

*

'+h5,

*

5+h',

*

%+h1,

*

$+h0,

*

+hU,

*

6,

的比例混合制成
"#

个标本#每个标本平

行测定
%

次)以理论值为
#

#实测值为
,

作图并线性拟合#拟

合方程的相关系数
O

$ 应大于
#&66

)

A&D&C

!

准确度
!

采用回收率试验进行准确度考察#回收率应

在
U'g

!

""'g

内)

A&D&D

!

精密度
!

取低值*中值和高值
%

份标本#每份标本用
%

个批次$批次
-

*

_

*

(

&的试剂重复测定
"#

次#计算不同批次的

变异系数$

AW

&及
%#

次测定的总
AW

)批内
AW

应小于
"#g

#

总
AW

应小于
"'g

)

A&D&K

!

特异性
!

平行测定
"###:

M

"

I,

-

型胶原$

(

-

&*

"###:

M

"

I,

(

型前胶原氨基端肽$

X

(

XTX

&*

"###:

M

"

I,

透明质酸$

+-

&

%

次#并计算平均值)当
%

种物质测试浓度均

低于
':

M

"

I,

时#可认为无交叉反应)

A&D&V

!

抗干扰能力
!

取健康人群的新鲜血清#制成混合血清#

用校准品稀释液将干扰物质纯品稀释至一定浓度$血红蛋白为

"####I

M

"

K,

*维生素
(

为
1#I

M

"

K,

*非结合胆红素为
5##

I

M

"

K,

*结合胆红素为
'01I

M

"

K,

*乳糜为
$6###b;[

&)按

混合血清
i

干扰物质为
"6i"

的体积比制备成干扰血清#按混

合血清!校准品稀释液为
"6i"

的体积比制备成对照血清#平

行测定
,T

水平
%

次)当干扰血清与对照血清的
,T

测值偏

差小于
"#g

时#认为无干扰)

A&D&X

!

相关性
!

将新产业生物医学工程股份有限公司生产的

,T

检测试剂盒$对照试剂盒&与本研究自制的
,T

检测试剂盒

$自制试剂盒&进行比较#并用线性回归的方式计算两种测试方

法的相关系数
O

$ 及斜率)

A&K

!

统计学处理
!

采用
2>D=@$##0

软件进行统计学处理)

B

!

结
!!

果

B&A

!

检测条件优化
!

当固相试剂浓度和发光试剂浓度分别为

#&"I

M

"

I,

和
"

)

M

"

I,

时#检测不同浓度校准品时的信噪比

均达到最大值且无钩状效应出现)因此#选择上述浓度作为本

检测试剂的最佳工作浓度)

B&B

!

检测方法学结果评价

B&B&A

!

最低检测限值
!

本方法的最低检测限为
%&0%:

M

"

I,

)

B&B&B

!

线性范围检测结果
!

取
'&#%:

M

"

I,

的低值血清及

660&%":

M

"

I,

的高值血清进行试验#本试剂的线性范围为

'&#%

!

660&%":

M

"

I,

)见图
"

)

图
"

!!

线性范围验证结果

B&B&C

!

准确度检测结果
!

在血清
,T

水平为
$'&%$:

M

"

I,

和

U%&$1:

M

"

I,

的标本中#分别添加
"#&##

*

'#&##

*

"##&##

:

M

"

I,

的血清
,T

抗原进行测定)血清
,T

的回收率介于

6#&$g

!

""$&%g

#平均回收率为
60&1g

)

B&B&D

!

精密度检测结果
!

分别测定血清
,T

水平为
'&%1

*

5U&"6

*

$"0&$":

M

"

I,

的标本
"#

次)见表
"

)

B&B&K

!

特异性检测结果
!

(

-

*

X

(

XTX

*

+-

对血清
,T

的

+

1'#%

+
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年
""

月第
%U

卷第
$"

期
!
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!
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!

*<@&%U

!

T<&$"



检测无干扰)见表
$

)

B&B&V

!

抗干扰能力检测结果
!

对常见的干扰物质有良好的抗

干扰能力)见表
%

)

B&B&X

!

加速热稳定性比较
!

将固相试剂及标记试剂置于
%0

a

热加速
0K

后#检测校准品)与未进行热加速试验的试剂相

比#其
V,[

仅降低了
$g

)

B&B&Y

!

比对结果
!

见图
$

)两种检测试剂具有较好相关性

$

O

$

4#&60$

&)

表
"

!!

精密度检测结果#

g

$

血清
,T

$

:

M

"

I,

& 批次
-

批次
_

批次
(

总
AW

'&%1 5&U0 5&6$ 5&'% '&51

5U&"6 %&"% $&11 $&$% %&$5

$"0&$" $&#" "&'% $&5' $&00

表
$

!!

特异性检测结果#

:

M

(

I,

$

检测次数
(/* X///XTX +-

"

次
$&$" %&"$ %&$"

$

次
$&%5 %&"% %&"5

%

次
$&"U $&60 %&$%

平均
$&$5 %&#0 %&"6

表
%

!!

抗干扰能力检测结果#

:

M

(

I,

$

检测次数
对照

血清

血红

蛋白

维生素

(

非结合

胆红素

结合

胆红素
乳糜

"

次
$"&"$ $"&1U $#&5' $"&"$ $"&%% $$&0U

$

次
$"&%% $#&"$ $#&0' $#&U$ $"&5$ $"&U0

%

次
$#&U$ $#&05 $#&6$ $"&%1 $#&U0 $"&51

平均
$"&#6 $#&U5 $#&0" $"&" $"&$" $$&#5

图
$

!!

比对结果

C

!

讨
!!

论

!!

肝纤维化是慢性肝病发展为肝硬化的必经之路#也是急慢

性肝损伤患者病理转归的主要体现'

1

(

)正常肝组织中
,T

水

平很低#当肝纤维化时会伴有
,T

的大量分泌#因此
,T

水平

的高低是反映肝纤维化的进展和严重程度的重要指标'

0

(

)有

研究报道#目前
,T

的检测方法主要为放射免疫分析法*酶联

免疫分析法及时间分辨荧光法'

1

#

U.6

(

)本研究所采用的
(,/-

法#是继上述方法之后的一项全新的免疫分析主流技术#具有

灵敏度高*线性范围宽*自动化程度好*安全无毒无污染等优

势'

"#

(

)

本研究以包被有抗人
,T

单抗的微米级磁珠作为固相试

剂#以吖啶酯标记抗人
,T

单抗作为发光试剂#建立了双抗体

夹心免疫分析法)相比于微孔板作为固相载体#微米级磁珠具

有更大的比表面积#更有利于免疫反应的进行#进一步提高了

整个检测体系的灵敏度#并且抗体用量少)同时#微米级磁珠

的使用也更利于检测自动化的实现#从而提高检测结果的准确

性)此外#相对于生物素
.

亲和素介导的放大系统#羧基磁珠包

被抗体的工艺技术较为简单#羧基磁珠的使用也能避免标本中

游离生物素对检测体系的干扰)

在此基础上#本研究还对试剂盒的其他工艺条件进行优

化)与市售的同类产品$最低检测限约为
':

M

"

I,

&相比#本试

剂盒的最低检测限为
%&0%:

M

"

I,

#降低了约
$'&5#g

#这表明

本试剂盒具有更高的灵敏度)此外#本研究还进一步拓宽了线

性范围#从市售产品的
'#

!

"###:

M

"

I,

扩展至
'&#%

!

660&%"

:

M

"

I,

)在准确度方面#本 研 究 结 果 显 示
,T

回 收 率 为

6#&$#g

!

""$&%#g

#与 市 售 产 品 的 回 收 率 $约
6#&##

!

""#&##g

&基本相当)在精密度方面#本试剂盒总
AW

小于

"#&##g

#这表明本试剂盒测试重现性好)

(/*

#

X///XTX

和
+-

三种物质也对
,T

的检测均不会产生干扰#并且对热加速处理

后的试剂进行检测时#其
V,[

仅下降了
$&##g

#这表明本试剂

盒具备良好的稳定性)综上所述#本研究建立的
,T

直接化学

发光检测方法符合临床检验需求#在临床检验中具备应用价值)
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