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市售单组分ＴＭＢ显色液质量比较


潘庆军１，朱学芝２（１．广东医学院附属医院，广东湛江　５２４００１；２．广东粤海饲料集团有限公司，

广东湛江　５２４０１７）

　　【摘要】　目的　比较市售单组分ＴＭＢ显色液的质量。方法　选购４种国内外代表性产品，从外观、灵敏度、

稳定性等几个方面进行对比。结果　两种进口试剂的灵敏度高于两种国产试剂，但本底高于国产试剂。３７℃５ｄ

加速稳定试验发现，进口试剂和国产试剂均保持稳定，但进口试剂本底显著升高。结论　市售单组分ＴＭＢ显色液

质量参差不齐，价格相差甚远。
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　　辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）是酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）中

应用最为广泛的一种标记酶，其催化过氧化物的氧化反应，最

具代表性的过氧化物为 Ｈ２Ｏ２，反应式为ＤＨ２＋ Ｈ２Ｏ２＝ Ｄ＋２

Ｈ２Ｏ（其中ＤＨ２ 为供氧体，Ｈ２Ｏ２ 为受氢体）。在 ＥＬＩＳＡ中，

ＤＨ２ 一般为无色化合物，经酶作用后成为有色产物，以便进行

比色测定。常用的供氢体有邻苯二胺（ＯＰＤ）、四甲基联苯胺

（ＴＭＢ）和 ＡＢＴＳ［２，２ａｚｉｎｏｄｉ（３ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉａｚｏｂｉｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ

６）］
［１３］。同时，ＨＲＰ对氢受体的专一性很高，仅作用于 Ｈ２Ｏ２、

小分醇的过氧化物和尿素过氧化物［４］。

供氢体中 ＴＭＢ因其灵敏度较高且无致癌性（ＯＰＤ 和

ＡＢＴＳ有潜在致癌作用）而得到广泛应用。氢受体中 Ｈ２Ｏ２ 应

用最多，但尿素过氧化物为固体较 Ｈ２Ｏ２ 稳定、方便。在 ＨＲＰ

的催化作用下，Ｈ２Ｏ２ 氧化３，３′，５，５′四甲基联苯胺生成蓝色

耦氮化合物，用盐酸（ＨＣｌ）或硫酸（Ｈ２ＳＯ４）终止后，ＴＭＢ产物

由蓝色变黄色，最适吸收波长为４０５ｎｍ，可在酶标仪等仪器上

定量检测［５］。

目前随着技术的发展，将 Ｈ２Ｏ２ 和ＴＭＢ同时配置在一种

溶液中，即单组分ＴＭＢ显色液（混合型显色液，二合一显色液

等），为一步即用型溶液，无需混合，方便快捷，已被广大教学和

科研人员选用，成长为市场的主流产品［６８］。本研究选购４种

国内外代表性厂家的产品，从外观、灵敏度、稳定性等几个方面

进行对比分析，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　单组分ＴＭＢ显色液购自广州博特生物工程有限

公司，ＥＬＩＳＡ用ＴＭＢ（单组分ＴＭＢ过氧化物酶底物）购自武

汉博士德生物工程有限公司，ＳｕｒｅＢｌｕｅＴＭＢＭｉｃｒｏｗｅｌｌＰｅｒｏｘｉ

ｄａｓｅＳｕｂｓｔｒａｔｅ购自 ＫＰＬ公司，３，３′，５，５′Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉ

ｄｉｎｅＬｉｑｕｉｄＳｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｓｕｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ）ｆｏｒＥＬＩＳＡ 购自Ｓｉｇｍａ

公司，ＨＲＰ标记抗人ＩｇＧ购自广州博特生物工程有限公司，酶

标仪和洗板机为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　灵敏度试验　将２、４、５、８、１０ｎｇ／ｍＬ的 ＨＲＰＡｎｔｉ

ＨｕｍａｎＩｇＧ取５微升／孔，分别加入以上４种单组分ＴＭＢ显

色液１００μＬ，３７℃避光显色５ｍｉｎ，以等体积１ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４

终止，酶标仪测Ａ４５０。每次三复孔重复３次。

１．２．２　稳定性试验　将以上４种商品化ＴＭＢ单组分显色液

避光放置于３７℃温箱，分别在１、３、５、７ｄ后取出观察物理外

观变化，进行灵敏度检测，方法同１．２．１。

１．３　统计学方法　数据分析采用Ｒｅｐｅａｔｅｄｍｅａｓｕｒｅｓｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ，相同浓度 ＨＲＰ或时间点各组比较使用两独立样本狋

检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　灵敏度试验　结果显示，在ＴＭＢ单组分显色液显色灵

敏度方面武汉博士德与广州博特，ＫＰＬ和Ｓｉｇｍａ公司产品相

比较差异有统计学意义（图１，犘＜０．０５），而广州博特、ＫＰＬ和

Ｓｉｇｍａ公司产品相比，差异无统计学意义（图１，犘＞０．０５）。在

空白对照组（ＨＲＰＡｎｔｉＨｕｍａｎＩｇＧ为０）的本底方面，武汉博

士德与广州博特产品优于ＫＰＬ和Ｓｉｇｍａ公司，差异有统计学

意义（图１，犘＜０．０５）。广州博特、ＫＰＬ和Ｓｉｇｍａ公司产品在

与４ｍｇ／ｍＬ的 ＨＲＰＡｎｔｉＨｕｍａｎＩｇＧ反应后，基本在０～１２

ｍｉｎ左右达到显色平台期，而武汉博士德仍呈缓慢升高趋势

（图２）。
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图１　ＴＭＢ单组分显色液灵敏度比较

　　４ｍｇ／ｍＬＨＲＰＡｎｔｉＨｕｍａｎＩｇＧ。

图２　不同时间点ＴＭＢ单组分显色液显色情况

图３　不同时间点３７℃加速稳定实验ＴＭＢ

单组分显色液本底比较

图４　３７℃５ｄ加速稳定试验后ＴＭＢ单组分

显色液灵敏度比较

２．２　稳定性试验　通常ＴＭＢ单组分显色液不太稳定，在保

存过程中易自发氧化而使本底升高，使不同时间的检测结果产

生变异。因此，在显色液研制过程中，常用３７℃加速稳定试验

来代替４℃或室温较长时间保存的稳定结果。结果显示，武汉

博士德和广州博特产品经３７℃加速稳定试验处理甚至５ｄ，显

色液较稳定，基本无自发氧化显色，而ＫＰＬ和Ｓｉｇｍａ公司产品

略显淡蓝色，则本底显著升高，差异有统计学意义（图３，犘＜

０．０５）。经３７℃加速稳定试验处理甚至５ｄ后，ＫＰＬ和Ｓｉｇｍａ

公司产品的灵敏度显著高于武汉博士德和广州博特产品，差异

也有统计学意义（图４）。

３　讨　　论

本研究全面地对市售单组分 ＴＭＢ显色液的灵敏度和稳

定性等质量进行了对比，可望为单组分ＴＭＢ显色液的选购提

供参考。在选择单组分ＴＭＢ显色液时，最主要考虑的是其灵

敏度和稳定性指标［９］。本研究发现，灵敏度方面，两种进口试

剂灵敏度高于两种国产试剂，进口试剂的本底则高于国产试

剂。稳定性方面，３７℃５ｄ加速稳定试验检测，进口试剂和国

产试剂均保持稳定，但进口试剂的本底显著升高。同时，酶促

动力学显示，单组分ＴＭＢ显色液产品基本在９～１２ｍｉｎ左右

达到显色平台期。

价格方面，Ｓｉｇｍａ报价为１１７５ＲＭＢ／１００ｍＬ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ．ｃｏｍ／），ＫＰＬ报价为＄４３．９０／１００ｍＬ（ｈｔ

ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｋｐｌ．ｃｏｍ／），而国产试剂武汉博士德为１２０ＲＭＢ／

１０ｍＬ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｏｓｔｅｒ．ｃｏｍ．ｃｎ／），广州博特则为１００

ＲＭＢ／１００ｍＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｉｌｗａ．ｄｉｙｔｒａｄｅ．ｃｏｍ）。当教学或科研需

要使用大量ＴＭＢ显色液时，如单克隆抗体制备过程中阳性克

隆的筛选，其实验成本将大幅度上升。所以，价格低廉、质量可

靠的单组分ＴＭＢ显色液会有比较大的市场需求。

目前，进口ＥＬＩＳＡ试剂盒基本都采用了单组分ＴＭＢ显色

液，而国内ＥＬＩＳＡ生产试剂厂家基本都采用底物和显色液分

开，即双组分ＴＭＢ显色液。双组分ＴＭＢ显色液的缺点在于：

（１）存在漏加底物或显色液的可能，导致假阴性或漏检的可能

性；（２）如果标本量大，需临时混合底物和显色液，存在混匀不

均一的可能，Ｈ２Ｏ２ 和ＴＭＢ比例不适宜则相互抑制导致假阴

性或漏检；（３）增加了劳动强度，降低了检测效率等。造成这种

现状的主要原因是国内大部分厂家生产ＴＭＢ单组分试剂的

灵敏度和稳定性技术尚未完全解决，主流ＥＬＩＳＡ试剂生产厂

家仍在采用双组分ＴＭＢ显色液。
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手术组手术时间较传统手术组明显缩短，小切口手术组术中失

血量较传统手术组明显减少，小切口手术组平均切口长度也明

显小于传统手术组，小切口手术组住院时间较传统手术组明显

缩短，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

表２　两组患者各项指标比较（狓±狊）

组别 狀
手术时间

（ｍｉｎ）

术中失血量

（ｍＬ）

切口长度

（ｃｍ）

住院时间

（ｄ）

小切口手术组 ８９２７．６８±１１．１０ １７．６±６．１ ２．７３±０．５０２．０±０．５

传统手术组 ７８３８．２０±１７．１５ ２６．６±８．３ ４．０２±０．８０３．５±１．２

２．２　两组患者随访项目比较　见表３。由表３可见，小切口

手术组术后患者颈部紧缩感、颈部疼痛发生率明显低于传统手

术组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；咽喉部不适感发生率也

低于传统手术组，差异也有统计学意义（犘＜０．０５）；颈部麻木

发生率两组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表３　两组患者术后随访比较［狀（％）］

组别 狀 颈部麻木 颈部紧缩感 颈部疼痛 咽喉部不适感

小切口手术组 ８９ ４（４．４９） ２（２．２４） ５（５．６２） ３（３．３７）

传统手术组 ７８ ３（３．８５） １１（１４．１０）２６（３３．３３） ５（６．４１）

３　讨　　论

甲状腺结节是一种常见疾病，其发病率近年来有增加趋

势［３］；其中女性多于男性，绝大多数患者为良性［４５］。传统甲状

腺切除手术切口较长，对颈部肌肉、血管等损伤较大，易出现颈

部疼痛、咽喉部不适等术后并发症，而且容易给患者颈部留下

明显的手术疤痕，影响外观［６］。近１０年来，微创手术在甲状腺

外科有了很大的进展［７８］。２０００年Ｏｈｇａｍｉ等
［９］报道经双乳径

路的腔镜甲状腺手术无颈部疤痕。腔镜甲状腺手术具有出血

少、美容效果好、术后恢复快等优势，但是受手术操作、设备、费

用等因素的影响，尚不能在中、小型医院普及。

小切口甲状腺切除术的主要优势：小切口甲状腺切除术术

中利用甲状腺拉钩牵拉患侧带状肌及皮肤，可额外增加手术野

操作范围３～４ｃｍ，与传统甲状腺切除术显露并无差别，未增

加操作难度，且不需要特殊设备。并且由于切口小，未离断颈

前静脉及颈前肌群，减轻了切口处组织水肿，增加了美容效果。

黄天立等［１０］报道颈前肌群离断术后切口粘连发生率为２２％～

５０％，患者手术时间、术中失血量、切口长度、住院时间等指标

均明显优于传统甲状腺切除术，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），减轻了患者的经济负担，降低了术后并发症的发生率。

有文献报道，喉上神经及喉返神经损伤等手术并发症发生率为

１．７％，与传统甲状腺切除术相比，小切口甲状腺切除术手术并

发症并未增多，两组患者手术均未出现喉上神经及或喉返神经

损伤［１１］。

小切口甲状腺切除术手术要点：（１）本术式适合于术前超

声、ＣＴ检查提示甲状腺结节直径小于５ｃｍ者；（２）术前充分准

备，鉴于无瘤原则及甲状腺癌根治术要求，术前怀疑为甲状腺

恶性肿瘤患者不建议采取小切口甲状腺切除术；（３）术者应熟

悉喉返神经、喉上神经及周围血管解剖情况，术中利用甲状腺

拉钩牵拉患侧带状肌及皮肤，保证术野暴露。

综上所述，小切口甲状腺切除术手术技巧易掌握，其创伤

小、出血少、恢复快、手术安全性好，能有效降低术后并发症发

生，在尚未普及腔镜甲状腺手术的中、小型医院值得推广应用。
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