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要"目的
"

初步建立一种基于胶体金均相免疫比色技术定量检测血清心脏型脂肪酸结合蛋白"

M9

41,<

#的方法%方法
"

依据均相比色原理定量测定样本中抗原或抗体水平的免疫学检测技术原理!制备直径

为
B(#V

左右的胶体金颗粒并标记抗体!利用胶体金吸附标记物在
8A(

$

77(#V

处吸收峰的变化初步建立用于

检测血清
M941,<

水平的方法%结果
"

制备的胶体金颗粒液相分布均匀!制备的胶体金颗粒标记抗体呈均相

分布!符合检测实验要求%通过实验确定反应体系组成为标本用量为
;(

#

.

!

M941,<

抗体标记量为
'((

#

$

&

'((V.

胶体金溶液!反应时间为
'(VE#

!反应温度为
;?]

!以实验确定
M941,<

)

;@7#

$

&

V.

为界限值!对临

床标本进行初步分析并与免疫比浊的检测结果比较!符合率达
*8@(*C

%结论
"

初步完成了
M941,<

的胶体金

免疫比色法的建立!与成熟的免疫比浊方法检测结果具有一定的符合性!有必要进行更深一步的研究%

关键词"胶体金'

"

比色法'

"

脂肪酸结合蛋白质类'

"

实验室技术和方法
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脂肪酸结合蛋白#

41,<

$于
'*?'

年被美国学者

>5h:6=

等(

'

)在肠道黏膜中发现%后续发现了多种

组织的
41,<

(

)

)

'心脏型脂肪酸结合蛋白#

M941,<

$

主要存在于心肌细胞质中%心肌损伤时易于释放入

血'有研究表明%发生急性冠状动脉综合征#下称+冠

脉综合征,$时%在未发生缺血&缺氧&坏死时即可检出

M941,<

(

;9A

)

%目前%其已被推荐为冠脉综合征的联合

测定指标(

897

)

'对
M941,<

的检测目前常用的有胶乳

凝集 比 色 法&免 疫 荧 光 法&酶 联 免 疫 吸 附 试 验

#

6.Y!1

$法&金标示踪法等%国内外均有相关成品试

剂用于临床%但这些方法存在价格昂贵&检测耗时长

且定量不准确等缺点(

?

)

%不适宜基层医疗机构广泛开

展'

'*B(

年
.6\-6=Y:a

等(

B

)利用免疫学反应时金

颗粒凝聚导致颜色减退的原理%建立了均相溶胶颗粒

免疫测定法%成功用于人体绒膜促性腺激素#

+5a

$的

检测%开启了胶体金均相免疫检测用于临床检测的开

*
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*

国际检验医学杂志
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年
'
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期
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端'程黎明等(

*

)于
)('(

年报道了采用该技术用于胱

抑素
5

的定量检测'胶体金均相免疫反应%分析灵敏

度优于普通均相免疫比浊试剂%且制作工艺相对简

单%原材料来源容易%基于这些优势%本研究建立了一

种经济&便捷的
M941,<

定量检测方法%其基本原理

是将抗
M941,<

抗体用物理吸附方法连接到直径约

B(#V

的胶体金表面%此时在
8A(#V

处有最大光谱

吸收峰'当吸附有
M941,<

抗体的胶体金在液相中

与
M941,<

相遇时就会结合&聚集%在
8A(#V

处吸光

度值会降低%降低幅度与被结合
M941,<

的量呈反

比-同时%在
77(#V

处会出现一个最大吸收峰%峰值

与被结合的
M941,<

量呈正比'通过检测样本溶液

在
8A(

&

77(#V

处吸光度的变化%实现了对溶液中
M9

41,<

水平的测定%现报道如下'

C

"

材料与方法

C@C

"

标本来源与采集
"

阳性标本取自
)('7

年
;_*

月本院门诊&住院经确诊为急性心肌梗死#

13Y

$患者

8)

例'健康对照组标本为本院健康体检人员%无相关

病史及体征%共
8(

例'收集贝克曼检测仪检测结果

为临界#

5RL9HPP

$值标本
;(

份%

_B(]

冻存备用'

C@D

"

主要试剂与原料
"

氯金酸&蔗糖&甘氨酸溶液&

磷酸二氢钠&磷酸氢二钠&氯化钠均为国药化学试剂

#分析纯$%柠檬酸三钠为
!E

$

V"

#分析纯$%脱脂奶粉

为
,22EPOH

03

%吐温
9)(

为西陇化工产品#分析纯$%

A9

羟乙基哌嗪乙磺酸#

+%

N

%F

$为
!E

$

V"

#分析纯$等'常

规配制
8(VVHI

"

.

&

N

+g?@)

"

?@A

的对苯二甲酸丁

二醇酯#

<,!0

$缓冲液-鼠抗人
M941,<

多克隆抗体为

北京博研生物技术有限公司生产#货号
7(A))'5

$-收集

患者血清配制围为
7(#

$

"

V.

的
M941,<

校准血清备

用'胶体金保存液!

8(VVHI

"

.+%

N

%F

%

)(C

#

P

"

M

$蔗

糖%

'C

#

P

"

M

$甘氨酸%

'C

#

P

"

M

$'

C@E

"

主要检测仪器与试剂
"

北京利德曼生化股份有

限公司
M941,<

检测试剂及标准品&北京普析紫外可

见分光光度仪
0\'B'(

型&日本日立
!9AB((

电子显微

镜等'所有试剂均在效期内%严格按检测标准操作规

程要求进行操作'

C@F

"

实验方法

C@F@C

"

胶体金制备
"

将
'(V.'C

#

P

"

M

$氯金酸溶

液与
'(((V.

超纯水在玻璃容器内混合均匀%并加

热至沸腾'将
'(V.'C

#

P

"

M

$柠檬酸三钠溶液快速

加入至容器内%并保持加热状态'当溶液由淡黄色变

为红棕色%再变为酒红色后继续保持沸腾加热
)(VE#

后停止加热'待溶液冷却至室温后加超纯水补足至

'(((V.

%即制得实验所需胶体金颗粒'

C@F@D

"

标记物制备
"

取
'((V.

上述胶体金溶液%置

于磁力搅拌器上#

)((&

"

VE#

$'缓慢滴加
'(C h

)

5>

;

溶液%将胶体金
N

+

调至
*@(

"

*@8

%并保持搅拌状态'

将
M941,<

抗体用
8(VVHI

"

.

&

N

+?@)

的
<,!0

缓

冲液稀释至
8(

"

'((

#

$

"

V.

%取一定量稀释后的抗体

缓慢滴加至胶体金溶液中%并保持搅拌状态
)M

'向

胶体金溶液中加入
'C

#

P

"

M

$甘氨酸溶液
'V.

和

8C

#

P

"

M

$脱脂奶粉溶液
'V.

%保持搅拌状态%封闭

'M

%转移至离心管内%

A(((&

"

VE#

离心
;(VE#

%弃上

清液%沉淀用
)(V.

胶体金保存液复悬%磁力搅拌

#

;((&

"

VE#

$

)M

'

C@G

"

反应体系建立
"

将标记
M941,<

抗体按标记物

制备过程进行梯度标记%并用校准血清进行验证%确

定最佳标记量&样本用量&反应体积等'利用建立的

反应体系%自制标准品建立标准反应曲线用于定量检

测血清标本'将校准
M941,<

抗原用抗原稀释液倍

比稀释#空白&

'

"

'7

&

'

"

B

&

'

"

A

&

'

"

)

&无稀释分别为
(

&

;@?8

&

?@8(

&

'8

&

;(

&

7(#

$

"

V.

$制得检测胶体金标记物

校准品'将标准物各稀释浓度点分别取
8

&

'(

&

)(

&

;(

&

A(

#

.

作为待检样本用量'以
'((V.

胶体金为标记

单位%参照标记物制备步骤进行小样标记物制备%

M9

41,<

抗体标记量为
)(

&

8(

&

'((

&

'8(

&

)((

#

$

'反应

体系见表
'

'确定最佳校准品用量和最佳标记梯度'

表
'

""

反应体系

项目 试剂空白 样本反应

样本类型 生理盐水 梯度稀释校准物

样本用量#

#

.

$

8

"

'(

"

)(

"

;(

"

A( 8

"

'(

"

)(

"

;(

"

A(

<,!0

缓冲液用量#

#

.

$

B(( B((

标记物用量#

#

.

$

)(( )((

反应温度#

]

$

;?@(e(@8 ;?@(e(@8

反应时间#

VE#

$

'( '(

记录吸光度
29

8A(

,h

&

29

77(

,h 29

8A(

,h

&

29

77(

,h

计算公式
0

1g

#

29

8A(

0929

8A(

,h

$

_

#

29

77(

0929

77(

,h

$

C@H

"

5RL9HPP

值确定
"

以利德曼试剂检测
5RL9HPP

值

标本
;(

份为样本%采用建立的反应体系及标准曲线%

重复测定
)

次取均值%

;(

份样本均值再次取均值作为

本检测体系的
5RL9HPP

值'

C@I

"

检测性能初步验证
"

用制备的胶体金试剂检测

临床样本值并与利德曼公司检测方法进行比较%验证

检测体系的有效性'

C@J

"

统计学处理
"

采用
6TO%I)((?

软件
5>==6.

函数法计算对照试剂与该实验方法测定值的相关系

数#

<

$-比较胶乳凝集比色法与本实验方法阳性标本

检出的符合率'

D

"

结
""

果

D@C

"

胶体金颗粒鉴定

D@C@C

"

光谱扫描结果
"

将胶体金溶液用去离子水

'i;

稀释%用紫外可见光分光光度计以去离子水调

零%扫描胶体金溶液
A((

"

?((#V

吸收峰%胶体金溶

*

*A

*

国际检验医学杂志
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年
'

月第
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卷第
'

期
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液在
8A(#V

左右有最大吸收峰'见图
'

'

D@C@D

"

电镜检测结果
"

胶体金颗粒样本经电子显微

镜检测%平均颗粒大小#

B(@Ae'(@A

$

#V

'见图
)

'

图
'

""

胶体金光谱扫描图

图
)

""

胶体金颗粒电镜检测结果

D@D

"

标记量确定
"

样本用量与标记量实验结果见图

;

'比较不同样本的用量和标记物用量间的关系%确

定标本用量为
;(

#

.

%

M941,<

抗体选择标记量为
'((

#

$

"

'((V.

胶体金溶液'

图
;

""

;(

#

.

标本不同标记量反应校准曲线

D@E

"

阳性判定值确定
"

对利德曼检测试剂检测处于

5RL9HPP

值的
;(

份标本采用本检测体系进行重复测定

取平均值以
M941,<

)

;@7#

$

"

V.

作为界限值'

表
)

""

)

种检测体系检测结果比较

自建体系
利德曼试剂

阳性 阴性

阳性#

'

$

A* ;

阴性#

'

$

) AB

符合率#

C

$

*8@(*

D@F

"

临床样本检测比较
"

按确定的标记量%分别采

用利德曼检测方法与本实验检测体系检测临床样本

'()

例%对照试剂测值与胶体金标记物呈正相关#

<g

(@*7)

$%以
M941,<

)

;@7#

$

"

V.

作为界限值%

)

种检

测体系检测结果比较见表
)

'

E

"

讨
""

论

""

随着分析方法自动化&配套试剂商品化%定量免

疫分析技术在临床实验室得到越来越广泛的应用%成

为诊断疾病&评估疗效的重要手段'对目前临床常用

的诸多检测技术%大部分需特殊的检测仪器与试剂%

检测成本高%增加了患者的医疗费用-但低成本的酶

免疫分析与胶体金快速法又无法满足准确定量的需

求'这些存在的问题给基层医疗机构带来了诸多的

不便%迫切需要经济实用&便于开展的检测方法'且

从经济发展和临床需求看%免疫诊断技术的未来发展

也是两种趋势%一是简单化&基层化%该方向适合免疫

层析试纸条%如再辅以互联网等信息平台%易于实现

个人化&家庭化%但受限于方法学很难精确定量-二是

自动化&定量化&低成本化%适合该发展方向的目前主

要有胶乳增强免疫比浊&均相酶免疫和液相胶体金免

疫等%随着相关试剂性能的不断改进%很可能会影响

发光免疫目前的主导地位(

'(

)

'

胶体金示踪免疫层析技术广泛用于临床快速检

测中%其方法简便快捷%费用低廉%但无法满足规模

化&高通量检测要求%液相胶体金免疫比色技术的诞

生解决了固相胶体金免疫技术的困扰(

''9')

)

'

液相胶体金免疫比色技术基本原理是不同粒径&

不同颜色的胶体金颗粒可与抗体等蛋白分子非共价

结合%包被后的胶体金颗粒与待测样本中的抗原发生

凝集反应后在特定波长发生吸光度变化%其变化程度

与抗原量成正比%借助普通自动生化分析仪即可准确

定量(

';

)

'该方法具备了胶乳增强比浊的反应模式%其

灵敏度&线性范围均优于胶乳增强免疫比浊法%且制

作工艺相对简单%不受原材料的限制%具备较好的推

广应用基础'

胶体金均相免疫反应中抗原抗体反应后在
8A(

#V

吸光度降低%同时在
77(#V

吸光度升高%其分析

灵敏度比普通均相比浊法高(

')9'A

)

'另外%胶体金均相

免疫比色技术减少了免疫反应中的中间洗涤步骤%与

免疫发光方法比较%提高了检测效率%降低了检测成

本%便于基层医院开展(

'8

)

'

胶体金均相检测技术克服了固相胶体金&免疫荧

光层析技术无法准确定量&无法实现高通量检测要求

的缺点(

')

)

%研发相对容易%材料成本低%综合多方面的

优势%其在实现定量检测分析中拥有较大的应用

前景'

近年来%

M941,<

已与肌红蛋白&肌钙蛋白
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酸激艭被推荐为
13Y

联合检测的指标%其在血液中

出现时限早#

$

'M

$%灵敏度和特异度高%对早期
13Y

尤其具有诊断价值(

'79'*

)

'

针对
M941,<

的检测方法很多%但采用胶体金均

相免疫检测技术的方法尚未见相关文献报道'本研

究采用胶体金均相免疫技术初步建立了
M941,<

胶

体金均相法比色检测体系%在临床标本的检测分析中

与成熟的化学发光法呈正相关#

<g(@*7)

$%以
M9

41,<

)

;@7#

$

"

V.

作为界限值%符合率达
*8@(*C

'

未能达到胶乳均相免疫检测方法的检出能力原因考

虑为检测体系尚不够完善&制备的试剂组分与配比尚

未完全达到临床分析的要求&实验过程均为手工操

作&误差较大等多种因素'随着后续检测体系的不断

完善%检测的灵敏度与准确度会得到进一步的改进与

提高'

F

"

结
""

论

""

通过系列研究与实验验证%确立了胶体金试剂制

备的基本工艺与流程%初步完成了反应体系与反应条

件的建立%与成熟试剂检测结果具有较好的符合率'

总体而言%达到了预期目的%初步建立的
M941,<

胶

体金均相免疫比色法方法学简便%成本低廉%可实现

生化分析仪的高通量快速分析%节约了大量的仪器与

试剂成本%有利于在基层医院开展%在临床标本的定

量分析中具有较大的应用前景'

参考文献

(

'

)

>5h:6== h

%

31::Y:aX1

%

<><<6:+1\!6: =

,

%

%L"I@1UE#/E#

$N

&HL%E#PH&P"LL

J

"OE/FE#O

J

LHFHIHPE#9

L%FLE#"IVROHF"

%

IES%&

%

V

J

HO"&/ERV

%

"#/HLM%&LEFFR%F

(

X

)

@

!OE%#O%

%

'*?)

%

'??

#

AA;

$!

8798B@

(

)

)

4\=\+1!+Y 3

%

+>013Y!.YaY. a !@4"LL

J

"OE/9

UE#/E#

$N

&HL%E#F

!

&HI%E#V%L"UHIEO/EF%"F%F"#/

N

HL%#LE"I

"F/&R

$

L"&

$

%LF

(

X

)

@:"L=%S2&R

$

2EFOHS

%

)((B

%

?

#

7

$!

AB*98(;@

(

;

)

>̂\:aX3

%

<Y5h6=Y:aXZ

%

a6>=a6< 3

%

%L"I@

+%"&LP"LL

J

"OE/UE#/E#

$N

&HL%E#"#/O"&/E"OL&H

N

#E#

!

/%9

S%IH

N

V%#LHP"#H

N

LEV"I&RI%9HRLFL&"L%

$J

PH&"ORL%V

J

H9

O"&/E"IE#P"&OLEH#

(

X

)

@,356V%&

$

3%/

%

)('7

%

'7

#

'

$!

;A@

(

A

)

-\<<\0\=Y1

%

!6h+1= !

%

h=Y!+:1: !

%

%L"I@

+%"&L9L

JN

%P"LL

J

"OE/9UE#/E#

$N

&HL%E#

#

+941,<

$

"F"#

%"&I

J

/E"

$

#HFLEOUEHV"&b%&E#

N

"LE%#LFWELM"ORL%OM%FL

N

"E#

(

X

)

@Y#/E"#+%"&LX

%

)('8

%

7?

#

7

$!

8;B98A)@

(

8

) 刘相应%唐良秋%徐新%等
@

心型脂肪酸结合蛋白在急性心

肌梗死中的应用(

X

)

@

中国心血管研究杂志%

)('8

%

';

#

?

$!

8BB98*)@

(

7

)

<̂ 10Y1h

%

26-1=1:1-121aY,,

%

!1XX1::1=

!.

%

%L"I@+%"&L9L

JN

%P"LL

J

"OE/9UE#/E#

$N

&HL%E#

%

E#%"&I

J

/%L%OLEH#HP"ORL%V

J

HO"&/E"IE#P"&OLEH#

!

OHV

N

"&EFH#WELM

5h93,

%

L&H

N

H#E#Y"#/V

J

H

$

IHUE#

(

X

)

@Y#/E"#X5IE#,EH9

OM%V

%

)('7

%

;'

#

A

$!

A;*9AA8@

(

?

) 尚红%王毓三%申子瑜
@

全国临床检验操作规程(

3

)

@A

版
@

北京!人民卫生出版社%

)('8@

(

B

)

.6\-6=Y:aX+

%

0+1.<X

%

-1:26=Z11=03

%

%L

"I@!HI

N

"&LEOI%EVVR#H"FF"

J

#

!<Y1

$(

X

)

@XYVVR#H"FF"

J

%

'*B(

%

'

#

'

$!

??9*'@

(

*

) 程黎明%朱晓华%朱耀武%等
@

液相免疫胶体金技术用于检

测血浆半胱氨酸蛋白酶抑制剂
5

的方法学评价(

X

)

@

检验

医学%

)('(

%

)8

#

;

$!

)'A9)'B@

(

'(

)王会中%徐荣
@

定量免疫分析技术的应用现状与展望(

X

)

@

中华检验医学杂志%

)('?

%

A(

#

7

$!

A?B9AB(@

(

''

)张莹%冯海%吴秋平%等
@

胶体金免疫层析技术的研究进展

(

X

)

@

现代生物医学进展%

)('8

%

'8

#

')

$!

);A*9);8'@

(

')

)戴婉如%陈发林%吴来州
@

免疫胶体金技术测定血清胱抑

素
5

及其对早期肾损害的诊断价值(

X

)

@

检验医学与临

床%

)((*

%

7

#

8

$!

;;79;;?@

(

';

)
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