
作者简介!张文琪#女#研究生#主要从事免疫检测方面的研究(

!

%

!

通信作者#

Z4IB@?

!

DCdLKC

%

9>;:$C<;$>A

(

!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$3&%.&%/$

白细胞介素
4&

快速定量荧光免疫层析试纸条的制备及特性研究

张文琪!

!何小维!

%

!李
!

凯"

!刘晓云#

!李文美"

"

!$

华南理工大学食品科学与技术学院!广州
+!%%%%

#

"$

广州万孚生物技术股份有限公司!

广州
+!%%%%

#

#$

南方医科大学公共卫生与预防医学学院!广州
+!%%%%

$

!!

摘
!

要"目的
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利用免疫荧光技术研制一种快速&高灵敏度定量检测血清中白细胞介素
4&

"

.T4&

$的方法%

方法
!

本研究对试剂盒的灵敏度&准确度&特异性和稳定性进行了初步的性能评价%结果
!

本方法的标准曲线

线性关系良好!
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!添加回收试验测得其回收率平均值分别

为
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!且制备试纸条的批间和批内精密度均小于
!+$%%X

!与
2

种竞争物交叉反应率

小于
%$!%X

%结论
!

本试验制备的
.T4&

定量荧光免疫层析试纸条的灵敏度高!特异性好!稳定性好!有较为广

泛的应用前景%
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白细胞介素$

.T

&

4&

在人体健康中扮演着重要的

角色(通常情况下#血浆中的
.T4&

会随着年龄的增长

其水平逐渐降低#当成长为健康成年人时血浆中
.T4&

水平将低于
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(虽然人在健康的情况

下
.T4&

在血清中水平很低#但是在某些疾病状态下血

液中
.T4&

的水平异常升高#如在炎性反应的早期阶

段*

"
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#

.T4&

的水平可以增加到
!%%%%

倍#因此#

.T4&

是一项有用的促炎细胞因子标记物(目前发现#

.T4&

已与多种疾病相关#例如已发现佩吉特病和多发性骨

髓瘤患者与
.T4&

水平的升高有良好的线性关系*

#

+

(

冠心病作为炎性反应疾病中的一种#已有研究表明#

动脉粥样硬化的各个阶段都有慢性炎性反应的参

与*

64+

+

(

.T4&

的急剧升高会引起急性炎性反应*

&

+

#也

与损伤)感染)压力)脑死亡和其他情况相关*
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+

(因

此#监控人体内的
.T4&

水平具有重要意义(

目前#

.T4&

比较经典的检测方法有酶联免疫吸附

试验$

ZT./)

&

*

!%

+

)化学发光法*

!!

+

)免疫胶体金法*
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+研究了运用化学发光免疫方法检测人源

.T4&

#该 方 法 检 测
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的 范 围 为
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#最低检出限为
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+用传

统的
ZT./)

对人的
.T4&

检测方法进行了研究#检测

限可达
5$+%
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#但是检测时间较长#需要
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等*
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+将胶体金作为标志物并运用免疫层析的

技术检测
.T4&

和肿瘤坏死因子
4
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&#直接观察

结果无需仪器读取#肉眼可见
.T4&

的最低检测限为
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法相比#操作安全无污染)无需专业操作员操作%与化

学发光法)

ZT./)

相比#设备价格低廉)操作简便等%

与免疫胶体金方法相比#本试验制备的灵敏度更高的

试剂盒进行定量操作#现报道如下(
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材料与方法
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仪器与试剂
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人重组
.T4&

蛋白$美国
@̂:_

F

CHB?<

公司&%
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抗体
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.T4&

抗体
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)胶乳封闭液)胶乳

保存液)喷垫工作液)样本稀释$广州万孚生物技术有
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.98

?̂8L

型#美国
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公司&%喷垫机$
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#杭州峰

航科技有限公司&%切条机$
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#杭州峰航科技有

限公司&%荧光定量检测仪$飞测
#
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信试验仪器有限公司&(
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试验原理
!

本试验采用双抗夹心法定量检测血

清中
.T4&

水平(将待测血清和样本稀释液按照一定

比例混合后加入加样孔中#血清中的
.T4&

抗原会和样

品垫上的荧光标记
.T4&

抗体结合形成复合物#并通过

层析作用逐渐在硝酸纤维素膜$

P(

膜&上移动到固定

在
P(

膜上检测区$

7

线&的包被
.T4&

抗体结合#质控

区$

(

线&的抗体也会和荧光胶乳中的物质结合(当

检测卡插入荧光检测仪后#仪器会自动读取检测卡上

7

线和
(

线的荧光信号强度#通过
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荧光信号强

度则可计算出待测血清中
.T4&

的水平(
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方法
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试剂卡制备
!

将
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抗体和羊抗兔
.
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喷

于包被膜的
7

线和
(

线上#两带间隔
6II

#置于

+%g

的干燥箱中干燥
63K

(将制备的免疫荧光胶乳

和标记荧光微球的兔
.

F

-

工作液稀释后用喷垫机进

行喷垫#置于的
+%g

烘箱中干燥
"6K

#密封保存(用

切条机得到宽度为
6II

的试纸条#将试纸条装入特

定的塑料检测卡中#用压卡机压紧检测卡上下盖#后

置于干燥房待用(

$$'$/
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样本检测
!

检测在室温下进行#取
2+

*

T

血

清样本#与
!%%

*

T

实验室研制的样本稀释液充分混

匀
!I@A

#取
2+

*

T

的混合液加入试剂卡中#层析反应

!+I@A

后将检测卡插入荧光定量检测仪中#读取荧光

信号
7

)

(

值#计算出相应的
7

"

(

#
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越高则样本中

.T4&

水平越高(
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荧光免疫层析试纸条性能评价

$$'$'$$

!

标准曲线的建立
!

取
3

个配制的标准品水

平点#平行测定
!%

次#检测低)中)高水平的标准品在

试纸卡的荧光信号
7

"

(

(标准品水平的对数值为变

量#对应检测的荧光信号
7

"

(

为因变量#构建拟合计

算方程式#并绘制确定最终的标准曲线(

$$'$'$/
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灵敏度试验
!

对确定的
"%

份阴性血清样

本进行测试#重复测定
&

次(检测限$

T[,

&等于标准

曲反求值的平均值加上
#

倍标准偏差(定量限

$

T[j

&等于标准曲线反求水平的平均值加上
!%

倍的

标准偏差(

$$'$'$'
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添加回收试验
!

配制
.T4&

水平分别为

!%$%%

)

+%%$%%

)
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的标准品#重复检测

&

次(根据测得的荧光定量信号
7

"

(

#标准曲线反求

出待测样本的水平(添加回收率越接近
!%%$%%X

则

表示检测方法越准确(

$$'$'$1

!

精密度试验
!

本试验用同一批试纸条检测

批内的精密度#再选用
#

种不同批次的试纸条进行不

同批次间的批间精密度试验#每个水平点重复测定
!%

次(计算出每个水平点的平均变异系数$

=W

&值#对批

次内的精密度和批间内的精密度进行分析(

$$'$'$2
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特异性试验
!

本试验将一定量的
.T4!

+

)

.T4!

/

)

.T4"

)

.T46

)

.T43

)

7P̂4

+

)干扰素
0

添加到阴性

小牛血清中#分别配制成水平为
!%%%%$%%

GF

"

IT

的

竞争物标准溶液#重复测定
&

次#计算出每个竞争物

的交叉反应率(交叉反应率$

X

&

`

$

/

"

b

&

f!%%X

$

/

表示抗原类似物用试剂卡测定的水平#

b

表示抗原类

似物添加的水平&(

$$'$'$)

!

稳定性试验
!

将试剂卡在
+%g

烘箱中分

别放置
2

)

!6

)

"!

)

#%<

后取出放入干燥房内#与干燥房

内常温放置的试剂卡进行对比#如稳定性不变则相当

于试剂卡可以常温保存
!

年#样本稀释液使用
6g

保

存#检测试剂卡的稳定性(

$$'$'$.

!

临床样本检测
!

取广州中山大学附属第三

医院岭南医院)广东省第二人民医院日常检测临床样

本#选取临床样本共计
!%%

例#患者的血清用的是
/.4

ZEZP/.EE\T.7Z!%%%

仪器检测(在实验室用研

制的同批次
.T4&

荧光定量免疫层析试剂卡进行检测#

并对其检测值进行线性回归分析(

/

!

结
!!

果

/$$

!

标准曲线的建立
!

用制备的标准品
%$%%

)

"%$%%

)

66$%%

)

3+$%%

)

!&!$%%

)

#3+$%%

)

+%%$%%

)

36"$%%
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按
!$#$#$6

中的步骤加入试剂卡中#每个水平

点平行测定
!%

次(用荧光定量检测仪测定每张试剂

卡的荧光信号
7

"

(

#用标准品水平的对数值作为
W

轴#对应的荧光信号平均
7

"

(

作为
e

轴(其中标准

曲线方程为!

- %̀$2#!Y!$"6&F'!$+&!F

"

Y%$+&6F

#

#

3

"

%̀$5&+

#线性关系良好(

/$/

!

灵敏度试验结果
!

对
"%

份确定的阴性血清样

本进行检测#标准曲线反求检测结果的平均值为
!$#%

GF

"

IT

#标准偏差为
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#因此#
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值为
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#大于则判定为阳性#低于则判为阴性(

T[j

值为
"+$"3
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(因此#本试验研究试剂盒的检测

范围为
3$65

!

363$%%

GF

"

IT

(

/$'

!

添加回收试验结果
!

本试验用添加回收试验测

定
.T4&

荧光定量试剂卡的检测准确性#当回收率越接

近
!%%$%%X

#说明此试剂卡检测越准确(在
!%$%%

)

+%%$%%

)

!%%%$%%
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"

IT

水平点包含低)中)高的水平

范围内进行添加回收试验#在
!%$%%

GF

"

IT

的回收率

平均值为
5&$+!X

#

=W

为
5$&%X

%在
+%%$%%

GF

"

IT

的回收率平均值为
!%"$6&X

#

=W

为
3$+2X

%在

!%%%$%%

GF

"

IT

的回收率平均值为
!%#$%&X

#

=W

为

"$+5X

(

/$1

!

精密度试验结果
!

批内精密度结果见表
!

#批内

各水平点
7

"

(

的
=W

范围为
6$%2X

!

2$2"X

(

#

批

次混合后测得的批间精密度结果见表
"

#批间各水平

点
7

"

(

的
=W

为
#$3&X

!

&$2%X

(同一批次的批内

和
#

个批次的批间的
=W

均小于
!+$%%X

(

表
!

!!

批内精密度试验结果$

( !̀%

%

样本编号$

7

"

(

& 平均$
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& 标准偏差
=W

$

X

&

% %$+& %$%## +$35

"% %$2" %$%#& 6$53

66 %$5% %$%+# +$56

3+ !$"" %$%&6 +$"5

!&! !$3% %$%2# 6$%2

#3+ "$3" %$!6& +$!3

+%% #$6+ %$"&2 2$2"

36" 6$&" %$""5 6$5+

表
"

!!

批间精密度试验结果$

( !̀%

%

样本编号$

7

"

(

& 平均$

GF

"

IT

& 标准偏差
=W

$

X

&

% %$++ %$%#" +$23

"% %$2! %$%"2 #$3&

66 %$5% %$%63 +$#&

3+ !$"6 %$%+" 6$"%

!&! !$5! %$%56 6$5!

#3+ "$52 %$!55 &$2%

+%% #$2% %$"6! &$+"

36" 6$&" %$"3! &$%3

/$2

!

特异性试验结果
!

.T4&

荧光定量免疫层析试剂

盒对待测水平为
!%$%%

GF

"

IT

的竞争物
.T4!

+

)

.T4

!

/

)

.T4"

)

.T46

)

.T43

)

7P̂4

+

)干扰素
0

进行检测#结果

表明竞争物
.T46

)

7P̂4

+

)干扰素
0

在试验中并未检

测到%

.T4!

+

)

.T4!

/

)

.T4"

)

.T43

的交叉反应率均小于

%$!%X

(

/$)

!

稳定性试验结果
!

荧光定量免疫层析试剂卡的

稳定性见图
!

#试剂卡放在
+%g

烘箱中加速破坏
!

)

"

)

#

)

6

周在标准品测试的情况下的反应曲线与常温保

存的试剂卡基本吻合#低)中)高水平的荧光信号
7

"

(

基本没变化(

图
!

!!

.T4&

荧光定量免疫层析试剂卡稳定性

/$.

!

临床样本检测结果
!

将
!%%

份血清临床样本分

别在
/.ZEZP/.EE\T.7Z!%%%.T4&

试剂盒与研制

的
.T4&

荧光定量免疫层析试剂盒中进行测定#见图

"

(其中相关方程为
- `%$&+2F'!%$%63

#

3

"

`

%$5&+

#

-

表示
/.ZEZP/.EE\T.7Z!%%%.T4&

试剂

盒测定的临床水平值#

F

表示
.T4&

荧光定量免疫层

析试剂盒测定的临床水平值#回归方程中
3

"

`%$5&+

#

实验室研制
.T4&

试剂盒与化学发光试剂盒的
3

"

$

%$5+%%

(

图
"

!!

.T4&

荧光定量免疫层析法与

化学发光法的相关性分析

'

!

讨
!!

论

!!

目前在市面还没有相应的
.T4&

荧光定量免疫层

析试剂盒的开发#因此#研究
.T4&

荧光定量免疫层析

试剂盒具有重要意义(目前通常市场上检测
.T4&

的

常用检测方法仪器成本较高#耗费时间较长)操作麻

烦(因此#可以进一步建立用于商业用途的
.T4&

荧光

定量免疫层析试剂盒(

本试验研制的
.T4&

荧光定量免疫层析试剂卡的

定量反应曲线线性与化学发光法相关性良好#

3

"

`

%$5&+

#说明标准曲线线性关系)精密度良好#

T[,

为

3$65

GF

"

IT

#

T[j

为
"+$"3

GF

"

IT

#对
!%$%%

)

+%%$%%

)

!%%%$%%

GF

"

IT

水平进行添加回收试验#测

得其回收率平均值分别为
5&$+!X

)

!%"$6&X

#

!%#$

'

%&5

'

检验医学与临床
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年
6

月第
!+

卷第
2

期
!

TBJEC<(?@A

!

)

G
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!

U8?$!+

!

P8$2



%&X

#批内以及批间的精密度均小于
!+$%%X

#试纸条

和
2

种竞争物没有交叉反应#说明准确性)特异性均

良好#试纸条的稳定性良好(试剂卡放在
+%g

烘箱

中加速破坏
!

)

"

)

#

)

6

周在标准品测试的情况下的反

应曲线与常温保存的试剂卡基本吻合#低)中)高水平

的荧光信号
7

"

(

基本没变化(说明荧光定量免疫层

析试剂卡经加速破坏测试后#稳定性良好#可以常温

放置
!

年(

因此#本试验研制的
.T4&

荧光免疫层析试剂盒可

以快速)定量地检测血清中的
.T4&

水平#然而目前该方

法仍处于研究阶段#还需要进一步的研究实现商业化(
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