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"摘要#

!

目的
!

在微孔板平台上建立多指标联合检测的方法!为急诊&门诊及基层等多种医疗机构提供
&

种新

的血清学检测手段'方法
!

本研究根据酶联免疫吸附法"

,/[-7

法%原理!以卵泡刺激素"

d-\

%&泌乳素"

OP/

%&黄

体生成素"

/\

%&生长激素"

N\

%为检测靶标!在自行设计的聚苯乙烯板孔上完成反应体系的优化!包括
d-\

&

OP/

&

/\

&

N\

包被抗体浓度及酶标抗体浓度!建立
&

种并行分析样品中多种指标的方法'结果
!

成功确定
6

种垂体激素

联合检测的条件!包括
6

种激素抗体包被浓度&酶标抗体浓度等!并成功应用于临床样本的检测'结论
!

本研究首

次建立了
&

种简单&特异性高&成本低&并行分析
6

种垂体激素的联合检测方法!提高了常规
,/[-7

法的检测效率'
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目前#医疗卫生单位中很多项目的检测根据抗原与抗体特

异性结合的原理进行#具有高特异性,高灵敏度的优点)

&

*

#因

此#免疫分析方法成为
&

种强有力的普适性分析工具#广泛应

用于临床体液分析,药物分析,环境分析等方面)

'

*

+其中#在各

大医疗机构中最常用的
'

种方法分别是酶联免疫吸附法

$

,/[-7

法&和化学发光法+

,/[-7

是
&

种常用的固相酶免疫

测定方法)

1

*

+由于
,/[-7

法灵敏度,特异性强#不需要特殊设

备#所以被广泛应用于各种抗原和抗体测定)

6

*

+然而#

,/[-7

法或化学发光法主要针对单一指标进行检测#且医疗单位需收

集足够多的样本才能测定#患者等候时间长%若患者需要检测

多个项目#不仅等待时间更长#而且价格相当昂贵+对于临床

样本量少,需要尽早提供结果的检测项目#

,/[-7

法的临床实

际应用受到一定的限制+垂体腺瘤为中枢神经系统常见肿

瘤)

+

*

#发现率正在逐渐升高+垂体腺瘤根据其分泌的激素不同

分为垂体无激素腺瘤%单激素腺瘤#如生长激素$

N\

&腺瘤,泌

乳素$

OP/

&腺瘤,促肾上腺皮质激素$

7"#\

&腺瘤,黄体生成

素$

/\

&腺瘤等%多激素腺瘤#如垂体
N\

和
OP/

腺瘤等)

*

*

+

卵巢恶性肿瘤是女性生殖器常见的三大恶性肿瘤之一)

2!3

*

+研

究发现#绝经前后妇女体内循环血中卵泡促激素$

d-\

&和
/\

浓度升高可能与卵巢肿瘤的发生危险性增加有关)

4!&)

*

+因此#

血清中多种激素的测定对于筛查及辅助诊断垂体腺瘤,卵巢肿

瘤必不可少+根据临床实际情况#该病多数起病缓慢,隐匿#常

不能引起患者的重视#需要
&

种对于垂体腺瘤早期筛查更加方

便,快捷的检测手段+本研究利用
,/[-7

法多指标联合检测

平台#对垂体腺瘤
6

种激素$

d-\

,

N\

,

OP/

,

/\

&联合检测的

条件进行优化并利用临床样本进行初步验证+

$

!

材料与方法

$($

!

一般资料
!

多指标检测装置#见图
&

+多指标检测装置

由首都医科大学附属北京天坛医院实验诊断中心张国军,康熙

雄教授的研究团队研发+该装置可以通过
&

次加样#将样品加

-
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入到检测槽中#并对样品的多项指标进行检测#操作方便,快

捷#缩短检测时间#提高检测效率#已获得国家实用新型专利+

图
&

!

多指标检测装置

$(/

!

仪器与试剂
!

电子天平购于上海柏辰生物科技有限公

司%孵育箱购于北京医疗设备厂%酶标仪购于
#?=CA8

公司+

d-\

抗体,

OP/

抗体,

/\

抗体,

N\

抗体购于安迪生物科技有

限公司%

\PO!d-\

抗体,

\PO!OP/

抗体,

\PO!N\

抗体,

\PO!/\

抗体购于安迪生物科技有限公司%

d-\

标准品购于

"9;D@8B?=A

公司#

OP/

标准品购于
-BC@

EE

0

公司#

/\

标准品购

于
-BC@

EE

0

公司#

N\

标准品购于成都正龙生物科技有限公司%

牛血清清蛋白$

.-7

&购于北京欣经科生物技术公司%试验用水

均为超纯去离子水+

$('

!

方法

$('($

!

原理
!

见图
'

,

1

+基于
,/[-7

双抗体夹心法#可在多

指标检测装置的板孔上#包被需要检测的不同项目抗体#最终

可以通过
&

次加样#将样品加入到检测槽中#并对样品的多项

指标进行同时检测+在临床检验过程中#还可根据临床需要随

机进行项目的组合检测+

图
'

!

检测原理$

,/[-7

双抗体夹心法

图
1

!

多指标检测装置的试验设计示意图

$('(/

!

试验步骤
!

$

&

&包被!用
O.-

液将垂体激素单克隆抗

体稀释至所需浓度#包被在其聚苯乙烯板孔上#每孔加
&))

$

/

#

12Z

孵育
'?

#弃去孔内溶液#用
O.-

液洗板
1

次#每次
1

A@:

#最后在吸水纸上拍干即可%$

'

&封闭!每孔加
15.-7

液

&))

$

/

#

12Z

孵育
&?

#弃去孔内溶液#最后在吸水纸上拍干%

$

1

&加抗原!每孔加一定浓度的抗原
&))

$

/

$同时作空白对照#

15.-7

液
&))

$

/

&#

12Z

孵育
&?

%$

6

&洗板!温育后#将反应液

倒出#然后在板孔中加
O.-

液#放置
'

%

1A@:

后#将洗液吸出

或甩干#再在吸水纸上拍干#重复上述洗涤步骤
1

%

6

次#最后

在吸水纸上拍干即可%$

+

&加酶标抗体!每孔加酶标抗体
&))

$

/

#

12Z

孵育
&?

#弃去孔内溶液#用
O.-

液洗板
1

次#每次
1

A@:

#最后在吸水纸上拍干即可%$

*

&显色!以四甲基联苯胺

$

#%.

&为底物#室温避光反应
&+A@:

%$

2

&终止!显色反应完成

后#加入盐酸终止反应#振荡混匀后即可%$

3

&结果判读!用波长

为
6+):A

的酶标仪读数+

$('('

!

反应体系的优化

$('('($

!

包被抗体浓度的选择
!

$

&

&

d-\

包被抗体的确定!

将
d-\

包被抗体稀释成浓度为
)(+

,

&

,

&)

,

+)

,

&))

$

I

"

A/

等
+

个浓度#各取
&))

$

/

加入到聚苯乙烯板孔中#封闭清洗甩干后

加入含有
d-\

抗原浓度分别为
&))

,

+)

,

'+

,

&'(+

,

*('+

,

1(&

,

&(+_

"

/

的溶液反应#反应条件为
12Z

,

&?

#清洗甩干#再加

入
&l&'))

稀释的
\PO!d-\

抗体反应#条件同上#清洗甩干

后每孔加入
&))

$

/#%.

显色剂避光反应#

&+A@:

后每孔加盐

酸终止液#混匀#用波长为
6+):A

的酶标仪读数%$

'

&

OP/

包

被抗体的确定!将
OP/

包被抗体稀释成浓度为
)(&

,

)(+

,

&

,

+

,

&)

,

+)

$

I

"

A/

等
*

个浓度#各取
&))

$

/

加入到聚苯乙烯板孔

中#封闭清洗甩干后加入含有
OP/

抗原浓度分别为
&))

,

+)

,

'+

,

&'(+

,

*('+

,

1(&

,

&(+

$

I

"

/

的溶液进行反应#反应条件为
12

Z

,

&?

#清洗甩干#再加入
&l')))

稀释的
\PO!OP/

抗体反

应#其余同上%$

1

&

/\

包被抗体的确定!将
/\

包被抗体稀释

成浓度为
)()&

,

)(&

,

&

,

&)

,

&))

$

I

"

A/

等
+

个浓度#各取
&))

$

/

加入到聚苯乙烯板孔中#封闭清洗甩干后加入含有
/\

抗

原浓度分别为
&))

,

+)

,

'+

,

&'(+

,

*('+

,

1(&

,

&(+_

"

/

的溶液进

行反应#反应条件为
12Z

,

&?

#清洗甩干#再加入
&l')))

稀

释的
\PO!/\

抗体反应#其余同上%$

6

&

N\

包被抗体的确定!

将
N\

包被抗体稀释成浓度为
)(&

,

&

,

+

,

&)

,

+)

$

I

"

A/

等
+

个

浓度#各取
&))

$

/

加入到聚苯乙烯板孔中#封闭清洗甩干后加

入含有
N\

抗原浓度分别为
')

,

&)

,

+

,

'(+

,

&('+

,

)(*

,

)(1

$

I

"

/

的溶液进行反应#反应条件为
12Z

,

&?

#清洗甩干#再加入

&l')))

稀释的
\PO!N\

抗体反应#其余同上+

$('('(/

!

酶标抗体稀释比例的优化
!

$

&

&

\PO!d-\

抗体最

适浓度的测定!包被抗体选择
&(1(1(&

中$

&

&所得出的最适浓

度进行+反应时#在不同的板孔表面分别加入稀释倍数为

&l'+))

,

&l+)))

,

&l&))))

,

&l&+)))

,

&l'))))

的
\PO!

d-\

抗体进行反应#同时保持其余条件不变+分析最终结果#

选择最适
\PO!d-\

抗体浓度%$

'

&

\PO!OP/

抗体最适浓度

的测定!包被抗体选择
&(1(1(&

中$

'

&所得出的最适浓度进行+

反应时#在不同的板孔表面分别加入稀释倍数为
&l+)))

,

&l&))))

,

&l'))))

,

&l1))))

的
\PO!OP/

抗体进行反应#

同时保持其余条件不变#分析最终结果#选择最适
\PO!OP/

抗体浓度%$

1

&

\PO!/\

抗体最适浓度的测定!包被抗体选择

&(1(1(&

中$

1

&所得出的最适浓度进行+反应时#在不同的板孔

表面分别加入稀释倍数为
&l&))))

,

&l'))))

,

&l1))))

,

&l6))))

的
\PO!/\

抗体进行反应#同时保持其余条件不

变#分析最终结果#选择最适
\PO!/\

抗体浓度%$

6

&

\PO!N\

抗体最适浓度的测定!包被抗体选择
&(1(1(&

中$

6

&所得出的

最适浓度进行+反应时#在不同的板孔表面分别加入稀释倍数

为
&l+)))

,

&l&))))

,

&l'))))

,

&l1))))

的
\PO!N\

抗体

进行反应#同时保持其余条件不变#分析最终结果#选择最适

\PO!N\

抗体浓度+

$('('('

!

标准点的选取及曲线拟合
!

包被抗体选择
&(1(1(&

所得出的最适浓度进行+将
6

种激素的酶标抗体按一定比例

混合#混合后的浓度为
&(1(1('
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为
&(1(1('

所得出的最适浓度#其余条件保持不变#同时对
1

个临床样本进行检测+
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结
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果
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/(1

!

临床样本检测
!

第
&

次结果与第
'

次结果的比较中可看

出本研究重复性良好#浓度值由图
6

的标准曲线计算得出+见

表
4

+

表
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临床样本吸光度和浓度的测试结果
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吸光度 浓度$
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样本
&

第
&

次结果
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样本
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第
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次结果
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样本
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次结果
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!

讨
!!

论

传统
,/[-7

法每项指标只能单独检测#比较耗时#加样步

骤也比较繁琐+本研究在自主知识产权$国家发明实用新型专

利&基础上建立
&

种基于
,/[-7

法多指标联合检测的平台#并

对这种平台的各种检测条件进行优化+该联合检测方法能够

同一时间检测多项指标#只需一次性同时加样#便能检测出样

本中的多项指标#大大缩短检测所需时间#并且特异性高,重现

性好#可同时测定大量样品#检测速度快#能够满足急诊,门诊,

基层等多种医疗机构需要#具有较好的临床应用价值+
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