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动力学法在酶联免疫吸附试验定量检测中的应用$
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"摘要#

!

目的
!

研究动力学法在酶联免疫吸附试验"

MN+O/

#定量检测中的应用%方法
!

对甲胎蛋白"

/V-

#标

准品随时间变化的吸光度值进行连续监测!并分别用动力学法及终点法建立
/V-

定量标准曲线%结果
!

/V-

不

同浓度标准品在
7=BC

内的吸光度值与显色时间呈正比%动力学法的标准曲线中标准品浓度与吸光度值变化率呈

直线关系%结论
!

在
MN+O/

定量检测过程中!动力学法与传统终点法相比存在明显优势%

"关键词#

!
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!
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!
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酶联免疫吸附试验$

MN+O/

%自建立以来以其灵敏度高,

特异性好等优点#在生命科学各领域得到广泛应用-

$1#

.

)近年

来#该技术不断改进#形成了多种分析方法#并且在检测的灵敏

度,特异性,操作简单化,高效性等方面都有很大提高)目前#

用
MN+O/

进行定量检测的诊断试剂也非常多(然而传统的

MN+O/

在结果计算时均是采用终点法)有研究表明#终点法

在
MN+O/

在定量检测方面存在明显缺陷#并不能给出真正定

量的结果-

%

.

)

,.FC

0

等-

"

.于
$65&

年在检测曼氏血吸虫时先报

道了动力学法在
MN+O/

定量检测中的应用#然而关于动力学

法在
MN+O/

定量检测中的应用国内少见报道)本文拟将动力

学法应用于甲胎蛋白$

/V-

%的
MN+O/

定量检测进行初步探

索#并与传统的终点法
MN+O/

进行比较#比较其在定量检测中

的优势#现将结果报道如下)

$

!

材料与方法

$2$

!

仪器
!

采用
,?:;=8THE>B.KFC/.A:C>

酶标仪#美国宝特

VNe7&

全自动洗板机)

$2/

!

试剂及标准品
!

采用
/V-MN+O/

定量测定试剂盒$批

号!

#&$$&6$3

%及配套标准品$批号!

#&$$&3&$

%#郑州安图绿科

生物工程有限公司生产)

$2'

!

检测程序
!

$

$

%分别加入不同浓度的标准品$

7&

'

N

%与酶

标抗体$

7&

'

N

%混合液于包被好的酶标反应板中#

%3 Q

孵育

$?

#洗板
!

次($

#

%终点法加入显色液和底物液各
7&

'

N

#

%3Q

孵育
7=BC

#孵育结束后立即加入终止液#在
"7&C=

波长处测

量吸光度$

/

%值)动力学法#分别加入显色液和底物液各
7&

'

N

#加入后立即置于酶标仪上在
!#&C=

处进行比色#每隔
$7

秒测量一次吸光度结果)

$21

!

统计学处理
!

采用
O>F>F$$

对试验结果进行数据处理)

/

!

结
!!

果

图
$

!

不同浓度标准品吸光度变化曲线

!!

/V-

不同浓度标准品
/

值变化曲线见图
$

)在
7=BC

内#

/V-

标准品的
/

值与显色时间呈正比)图
#

和图
%

分别给出

了
/V-

动力学法和终点法的定量曲线#终点法的定量曲线采

用四参数法拟合)动力学法的标准曲线中标准品浓度与
/

值

变化率呈直线关系)

图
#

!

动力学法
MN+O/

检测的定量曲线

图
%

!

终点法
MN+O/

检测的定量曲线

'

!

讨
!!

论

MN+O/

是目前免疫学检验领域应用最广泛的技术手段之

一#是将抗原,抗体反应的高度特异性与酶对底物催化作用的

高效性相结合起来#检测标本中微量物质的一种方法#操作快

速简便)

MN+O/

的操作常涉及到标本的收集,保存,试剂准

备,加样,温育,洗板,显色,比色等步骤#其中任何一环节的操

作不当都会影响测定结果)显示和比色阶段对
MN+O/

定量检

测结果的影响尤为显著)目前
MN+O/

定量检测试剂的显色物

质通常为过氧化氢和四甲基联苯胺$

,T(

%#

,T(

在辣根过氧

化物酶的催化下经过氧化氢作用后产生颜色#颜色随时间递

/
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增#经终止液终止反应后测量其
/

值#然后通过特定的方法绘

制标准曲线)传统的
MN+O/

是在
6!

孔板上进行#用手工方法

操作时#加入显色液与终止液之间的时间间隔很难做到各孔间

均一致)即使使用全自动酶免仪进行操作#将各孔间加入显色

液与终止液间的时间间隔控制一致#但加入终止液后微孔板内

液体的
/

值并非不再发生变化#除非将终止液与显色液充分

混匀#否则#

"

值还在不断增加)无论是全自动酶免仪还是手

工操作#只能整板加完终止液后才能进行混匀#因此#第一孔的

显色过程明显长于最后一孔)此外#有研究表明#加入终止液

后如不能及时进行比色#比色结果随时间的延长有明显的下降

趋势-

7

.

)

另外#终点法
MN+O/

在结果计算时#标准曲线的拟合有对

数曲线法,四参数法等不同种拟合方法#哪种方法是最科学的

定量拟合方法还存在争议)因此#终点法在
MN+O/

在定量检

测方面存在诸多缺陷)而动力学法
MN+O/

由于是通过测量
/

值随时间的变化速率来测定待测物质的浓度#因而可以避免终

点法
MN+O/

的诸多缺陷)动力学法的
MN+O/

标准曲线呈直

线#因而#动力学法
MN+O/

定量相对于终点法
MN+O/

的曲线

拟合结果更准确)然而#动力学法
MN+O/

在定量检测中的应

用也需要一些前提条件#首先是实验室应具有可以连续监测
/

值的酶标仪)其次#动力学法
MN+O/

需要在读取
/

值前期连

续振板)其原因为#动力学法的
MN+O/

定量原理是基于酶促

反应动力学#底物浓度相对应微孔板上的酶是大大过量的#因

而#酶促反应才能以最大反应速度进行#反应速度与微孔板上

的酶量呈正比)酶促反应发生在微孔板的固液交界面#由于是

非均相的反应#因此#需要在测量的间期#通过不断振动微孔

板#使固液交界面上的酶始终接触到新鲜,足量的底物)另外#

由于酶标仪的光路尺寸有限#通过振板也可使反应有色物质在

微孔中充分混匀#减少测量过程的不稳定)通过本试验的初步

研究#动力学法在
MN+O/

定量检测中与传统的终点法
MN+O/

相比#具有许多优势#值得进一步研究推广)
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基于问题的学习教学模式在临床生物化学检验实验

教学中的应用

林勇平!刘利东!肖洪广!杨伟文!刘忠民&

"广州医学院第一附属医院检验科!广州
7$&$#&

#

!!

"摘要#

!

目的
!

为提高临床生物化学检验实验教学的教学效果与质量!在教学中开展了,基于问题的学习

"

-(N

#-教学模式的改革!探讨
-(N

教学模式在临床生物化学检验实验教学中的作用%方法
!

选取
7&

名
#&$&

级医

学检验专业本科学生!在部分章节的实验教学中开展了
-(N

的教学改革!教学效果的评价通过操作和理论考核方

式!以
7&

名
#&&6

级医学检验本科生"对照班#进行对比分析!并采用调查问卷分析学生对
-(N

教学模式的评价%

结果
!

开展
-(N

教学章节成绩比较!

-(N

班的操作考核和理论考核成绩均较对照班高!其差异具有统计学意义

"

!

"

&2&7

#!学生对
-(N

教学模式的评价良好%结论
!

在临床生物化学检验实验教学中采用
-(N

的教学模式!可

促进学生的实践和应用能力的培养!提高学习的积极性和主动性!取得了良好的教学效果!值得进一步研究与推广%

"关键词#

!

-(N

教学模式'

!

临床生物化学检验'

!

实验教学

!"#

!
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!!

为适应我国社会主义现代化建设和医疗卫生事业发展需

要#作者将0培养具有扎实的基础知识,基础理论和基础技能#

具有较强创新精神和实践能力的高素质实用型人才1作为本课

程教学目标#并将其贯穿于教学活动之中-

$

.

)在实验教学中#

开展了基于问题的学习$

9

;8GE:=1GF.:@E:F;CBC

0

#

-(N

%模式的

教学改革-

#

.

#注重对学生的综合引用和操作能力的培养#提高

了学生对学习的积极性和主动性#激发了他们的创造性#取得

了良好的教学效果)

$

!

资料与方法

依据
(F;;8J.

-

%

.在医学教育中所用的典型模型#及临床生

物化学检验实验教学实际情况#基本教学流程如下)

$2$

!

前期准备
!

召开教师会议对教师开展
-(N

课程培训#学

习
-(N

的理念和方法(制订,调整实验教学计划和方案#以适

应
-(N

教学开展)

$2/

!

组建
-(N

小组
!

选定医学检验专业
#&$&

级五年制本科

学生
7&

名学生为研究对象#按学号顺序组建
-(N

小组(学生

每
7

人为一组#整个教学过程以小组为单位)

$2'

!

创设情境及提出问题
!

$

$

%创建情景!教师根据实验教学

内容#结合临床生化检验工作中的实际问题和课程标准要求#

设计,创建情境问题)$

#

%问题提出与探究!在实验之前#教师

将设计的引导问题及部分参考书目留给每个
-(N

小组#

-(N

小组成员利用课余时间#通过查阅书籍,文献和网络等#由小组

讨论确定的学习要点和目标)在该阶段教师发挥0引导者1作

用#鼓励学生的批判性思维#及时发现自己知识的缺陷#从而激

发起共同的学习目标)

$21

!

解决问题
!

$

$

%问题解决方案!在组长主持下#小组成员
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