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  摘 要:目的 建立磁微粒化学发光免疫分析法检测血清Ⅰ型胶原蛋白C末端交联肽(CTX)。方法 将

异硫氰酸荧光素(FITC)标记的抗体R1、碱性磷酸酶标记的配对抗体R2(R1、R2为抗CTX单克隆抗体)和待测

标本结合形成复合物。复合物通过抗FITC抗体特异性结合到磁微粒上,在磁场作用下,复合物与未结合的其

他物质分离。加入酶促化学发光底物,底物发生酶促反应,形成发光反应,在检测范围内,发光强度与标本中的

CTX水平成正比。评价所建立方法的最低检测限、精密度、线性范围、回收率等性能指标。结果 所建立的检

测方法线性范围为0.01~6.00
 

ng/mL,在此线性范围内,r≥0.990;检测限为0.009
 

8
 

ng/mL;批内与批间精密

度分别为2.6%~5.9%和4.1%~8.1%;回收率在98.9%~102.6%;检测结果与罗氏公司生产的CTX试剂

盒的检测结果具有显著相关性。结论 该研究所建立的磁微粒化学发光免疫分析法用于检测血清CTX能够

满足临床需求,具有较好的推广运用价值。
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Abstract:Objective To

 

establish
  

magnetic
 

particle
 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

for
 

detecting
 

serum
 

collagen
 

type
 

Ⅰ
 

C-terminal
 

cross-linked
 

peptide
 

(CTX).Methods Fluorescein
 

isothiocyanate
 

(FITC)labeled
 

antibody
 

R1
 

and
 

alkaline
 

phosphatase
 

labeled
 

antibody
 

R2
 

(R1
 

and
 

R2
 

were
 

anti-CTX
 

monoclonal
 

antibodies)
 

were
 

combined
 

with
 

the
 

detected
 

specimen
 

to
 

form
 

a
 

complex.The
 

complex
 

was
 

specifically
 

bound
 

to
 

magnetic
 

particle
 

by
 

anti-FITC
 

antibody,under
 

the
 

action
 

of
 

magnetic
 

field,the
 

complex
 

was
 

separated
 

from
 

other
 

sub-
stances

 

which
 

were
 

not
 

bound.When
 

enzyme
 

catalyzed
 

chemiluminescence
 

substrate
 

was
 

added,the
 

substrate
 

reacts
 

enzymously
 

to
 

form
 

the
 

luminescent
 

reaction,within
 

the
 

detection
 

range,the
 

luminous
 

intensity
 

was
 

di-
rectly

 

proportional
 

to
 

the
 

CTX
 

level
 

in
 

the
 

specimen.The
 

minimum
 

detection
 

limit,precision,linear
 

range
 

and
 

recovery
 

rate
 

of
 

the
 

method
 

were
 

evaluated.Results The
 

linear
 

range
 

of
 

the
 

method
 

was
 

0.01-6.00
 

ng/mL,
and

 

r≥0.990
 

in
 

this
 

linear
 

range.The
 

detection
 

limit
 

was
 

0.009
 

8
 

ng/mL.The
 

intra
 

assay
 

and
 

inter
 

assay
 

pre-
cisions

 

were
 

2.6%-5.9%
 

and
 

4.1%-8.1%
 

respectively.The
 

recovery
 

rates
 

were
 

in
 

the
 

range
 

of
 

98.9%-
102.6%.There

 

was
 

a
 

significant
 

correlation
 

between
 

the
 

detection
 

results
 

and
 

the
 

results
 

of
 

CTX
 

kit
 

produced
 

by
 

Roche.Conclusion The
 

magnetic
 

particle
 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

established
 

by
 

the
 

research
 

could
 

meet
 

clinical
 

needs
 

for
 

detecting
 

serum
 

CTX,and
 

has
 

a
 

good
 

value
 

for
 

promotion
 

and
 

application.
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  骨质疏松症是一种骨代谢异常疾病。骨质疏松

症患者由于骨量减少、骨组织微结构破坏,导致骨脆

性增加,骨折风险增加[1]。在骨基质的有机成分中,
Ⅰ型胶原的含量超过90%[2],正常骨代谢时Ⅰ型胶原

降解形成的小片段分子会进入血液循环,并通过肾脏

排泄。生理或病理性骨吸收增强时,Ⅰ型胶原的降解

增加,血清中的小片段降解产物水平也随之升高。血

清Ⅰ型胶原蛋白C末端交联肽(CTX)是Ⅰ型胶原蛋

白的稳定降解产物之一,由C末端肽α1链经过β异

构化和消旋化形成[3-6]。CTX是国际骨质疏松基金会

推荐的灵敏度相对较高的骨转换标志物[7],也是最典

型的骨吸收标志物之一[8]。血清CTX水平可反映破

骨细胞活性。在骨吸收增加的患者中血清CTX水平

升高,经抗吸收治疗后其水平可恢复至正常。在骨质

疏松症或其他骨病中,建议通过检测血清CTX来监

测抗吸收治疗的有效性[6]。本研究研制了1种操作

简便、灵敏度高、准确性好的CTX定量检测磁微粒化

学发光免疫分析法,以期为临床诊治骨质疏松症提供

实验室数据支撑。
1 资料与方法

1.1 仪器与试剂 抗CTX单克隆抗体R1与R2购

自 Medix
 

Biochemica公司,CTX抗原购自Biodesign
公司,磁微粒购自美国Invitrogen

 

公司,CTX标准品

购自瑞士罗氏公司。仪器为江苏泽成生物技术有限

公司生产的CIA1200型化学发光仪和瑞士罗氏公司

生产的Cobas
 

e601全自动电化学发光免疫分析系统。
1.2 方法

1.2.1 缓冲液制备 采用磷酸盐缓冲液(PBS)体系,

pH值为5~6;将10~20
 

g的 Na2PO3H·12H2O,
1~2

 

g的 NaPO3H2·12H2O,1~5
 

g的绵羊血清,
3~10

 

g的新生牛血清,1~5
 

g的马血清加入至1
 

L
纯化水中,充分搅拌至完全溶解,用4

 

mol/L
 

HCl调

节pH值,制得抗试剂缓冲液。
1.2.2 异硫氰酸荧光素(FITC)标记抗体 R1的制

备 首先用抗试剂缓冲液将FITC配制成水平为1~
5

 

mg/mL的FITC溶液,然后按照 R1抗体∶FITC
溶液=1.0∶1.5~1.0∶1.1的质量比将二者转移到

棕色玻璃瓶里,充分混匀;充分反应后使用pH 值为

8~9的碳酸盐缓冲液平衡,然后使用凝胶层析分离纯

化得到FITC标记的抗体R1;避光-20
 

℃保存。
1.2.3 碱性磷酸酶(ALP)标记抗体R2的制备 首

先用 抗 试 剂 缓 冲 液 将 ALP 配 制 成 水 平 为 1~5
 

mg/mL的 ALP溶液,然后按照 ALP∶R2抗 体=
1∶10~1∶2的质量比将二者转移至棕色玻璃瓶中,
充分混匀;充分反应后使用pH值为8~9的碳酸盐缓

冲液平衡,然后使用凝胶层析分离纯化得到 ALP标

记的抗体R2;避光-20
 

℃保存。
1.2.4 磁微粒构建 (1)将充分混匀的羧基磁珠浓

缩液放入反应瓶中,将该反应瓶在磁场内放置15~20
 

min,待羧基磁珠全部沉降后吸去上清,向反应瓶中加

入相当于反应瓶中羧基磁珠体积2~5倍的磁微粒缓

冲液,振荡清洗20~30
 

min;再将反应瓶置于磁场中

15~20
 

min后吸去上清;重复清洗羧基磁珠3遍;最
后将羧基磁珠溶液定容到10~50

 

mg/mL,混匀待用;
所述磁微粒缓冲液的配制方法:将12.12~15.26

 

mg
 

的三羟甲基氨基甲烷,5.82~8.58
 

mg的氯化钠,
50~60

 

g的甲基纤维醚加入1
 

L纯化水中,充分搅拌

至完全溶解。(2)连接反应:将羧基磁珠溶液与抗

FITC抗体按100∶1的质量比混合,在2~8
 

℃内保

持混匀状态反应18
 

h。(3)反应瓶在磁场中放置15
 

min,待羧基磁珠沉降后用磁微粒缓冲液清洗3遍,随
后定容至10

 

mg/mL,2~8
 

℃保存,制得所需磁微粒

试剂。
1.2.5 反应原理 FITC标记的抗体R1与ALP标

记的配对抗体R2和待测标本结合形成“三明治”复合

物。随后加入连有抗FITC抗体的磁微粒,通过抗

FITC抗体与FITC的特异性结合使抗原抗体免疫复

合物结合到磁微粒上。在外加磁场的作用下,将免疫

反应形成的复合物与未结合的其他物质分离,清洗复

合物后,加入酶促化学发光底物。底物在酶作用下被

催化裂解,形成不稳定的激发态中间体,当激发态中

间体回到基态时发出光子,形成发光反应,在检测范

围内,发光强度值与标本中的CTX水平成正比。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。相关性分析采用线性相关。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 CTX标准曲线 本研究所设计的CTX试剂盒

溯源程序采用化学发光免疫分析法,由于无国家标准

品,故采用罗氏公司生产的标准品标定试剂盒标准

品,6个水平梯度的标准品测得对应的发光强度值,经
直接拟合生成标准曲线,线性方程为Y=1

 

482X+
61

 

492,R2=0.971,见图1。

  注:①为不同水平标准品对应的发光强度值的连线;②为其拟合生

成的标准曲线。

图1  CTX标准曲线

2.2 最低检测限 用零水平校准品作为标本进行检

测,重复检测20次,得出20次检测结果的发光强度

值,计算其均数(x)和标准差(s),得出x+2s,将x+
2s代入 CTX标准曲线方程中,求出最低检测限为
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0.009
 

8
 

ng/mL,与罗氏公司生产的CTX试剂盒(以
下称罗氏CTX试剂盒)基本相同。
2.3 精密度 批内精密度用同一批次3个水平的标

本各重复检测10次,3个标本检测结果的变异系数

(CV)分别为5.9%、3.8%、2.6%。批间精密度用不

同批次3个水平的标本各重复检测10次,3个标本检

测结果的CV 分别为8.1%、6.1%、4.1%。
2.4 回收率 在已知5个不同水平的CTX血清标

本中加入不同水平的CTX抗原,使得血清中CTX最

终期望 水 平 为200
 

pg/mL,实 际 检 测 水 平 分 别 为

205.2、204.2、203.6、199.4、197.8
 

pg/mL。计算对应

的回收率分别为102.6%、102.1%、101.8%、99.7%、
98.9%,平均回收率为101.0%,表明添加物与血清被

测物一致,准确性好。
2.5 线性范围 将接近线性范围上限的高水平标本

按一定比例稀释为至少5种水平,其中低水平标本须

接近线性区间的下限。将每一水平的标本重复检测3
次,计算平均水平,将平均水平和稀释比例以最小二

乘法进行直线拟合,并计算相关系数(r)。CTX线性范

围为0.01~6.00
 

ng/mL,在此线性范围内,r≥0.990。
2.6 与罗氏CTX试剂盒检测结果的相关性 将100
份临床血液标本同时用本研究设计的CTX试剂盒与

罗氏CTX试剂盒进行检测,对检测结果进行相关性

分析,结果显示,两种试剂盒检测结果具有显著相关

性,线性方程为Y=1.079X-31.390,R2=0.991,见
图2。

图2  相关性分析

3 讨  论

  目前,临床多通过双能X线检测骨密度(BMD)
来诊断骨质疏松症及评估其严重程度[9],但该方法受

到诸多限制,如不能反映骨质量,无法早期预测骨质

疏松症等[1]。骨代谢标志物分为两类,即骨吸收标志

物和骨形成标志物。骨吸收标志物包括酸性磷酸酶

(ASP)、脱氧吡啶酚(DPD)、氨基端肽(NTX)、CTX、
Ⅰ型胶原交联羧基末端肽(ICTP);骨形成标志物包括

骨特异性碱性磷酸酶(BALP)、Ⅰ型前胶原羧基端前

肽(PICP)、Ⅰ型前胶原氨基端前肽(PINP)、骨钙素

(OC)等[10]。联合应用骨代谢标志物和BMD可以明

显提高骨质疏松症的诊断准确性。研究显示,骨代谢

标志物的水平变化明显早于BMD,且其水平检测有

助于鉴别原发性和继发性骨质疏松症,为临床判断骨

转换类型、预测骨丢失速率、评估骨折风险、了解病情

进展、选择干预措施及监测药物疗效等提供参考依

据[11]。中华医学会骨质疏松和骨矿盐疾病分会推荐

将PINP和CTX
 

作为骨转换标志物[9]。国外研究发

现,CTX不仅能够评价骨的代谢活动,而且能够监测

骨质疏松症的药物治疗效果[12-13]。国内也有研究显

示,血清CTX在监测抗骨吸收治疗效果方面灵敏度

较高[3,10]。
化学发光免疫分析法是90年代新发展起来的一

种微量及痕量分析方法,具有无污染、高灵敏度、线性

范围宽、操作简便快速和标记物稳定等优点。近年

来,在改进和完善原有发光试剂和体系的同时,新发

光试剂的合成、新体系的研发及与其他技术的联合应

用将化学发光免疫分析法推进到了一个新的高度[14]。
本研究在国内首次建立了CTX磁微粒化学发光免疫

分析法,整个方法体系的建立包括酶标抗体的制备技

术、磁微粒构建技术、底物制备技术等核心技术。在

酶标抗体制备技术中,本研究在抗体的非结合位点上

创新性地接了一个“桥”,通过这个“桥”与 ALP和

FITC连接,这 样 就 不 会 影 响 抗 体 标 记 的 ALP和

FITC的活性及结合力。磁微粒是高分子材料包裹磁

粉,并经过表面活化处理后与抗体连接形成的一个复

合体。在表面活化中,磁微粒不发生团聚,不吸附杂

质蛋白,是试剂具有高特异性、准确性、可靠性的重要

保证,本研究采用合适的活化剂对高分子材料进行活

化,在活化的同时加入分散剂,阻止活化期间的团聚,
同时选择合适的缓冲液及pH值,确保制备出的磁性

微珠直径在0.8~1.2
 

μm。为了降低非特异性结合,
本研究采用了两种封闭剂,首先使用一种封闭剂封闭

剩余的活化基团,然后用另一种封闭剂与高分子材料

进行物理吸附,以阻断非特异性结合,从而充分保证

了产品的高特异性。本研究研制的CTX试剂盒检测

限为0.009
 

8
 

ng/mL,线性范围在0.01~6.00
 

ng/
mL,与罗氏CTX试剂盒相当。罗氏CTX试剂盒采

取双抗体夹心法原理,本研究与罗氏CTX试剂盒在

标本检测结果方面具有较好的相关性。不足之处在

于本研究研制的试剂盒制备过程稍显复杂,工业化技

术要求较高。此外,本研究涉及的核心技术目前未见

报道,扩展能力强,相关技术正在申请专利。
4 结  论

  本研究初步建立的磁微粒化学发光免疫分析法

用于检测CTX能满足临床需求,整个过程均可实现

全自动操作,提高了检测速度,可减轻检验工作者的

工作强度。此外,本研究也为CTX的检测提供了一

种灵敏、简便、快速、经济的方法,有利于骨质疏松症

的诊断及治疗效果评价,具有较好的推广运用价值。
(下转第2243页)
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