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  摘 要:目的 研发出快速检测白细胞介素(IL)-6的量子点荧光免疫层析法试剂盒。方法 通过量子点

荧光材料标记IL-6抗体,研发出一种能快速定量检测IL-6浓度的量子点免疫荧光层析法试剂盒,验证其灵敏

度、回收试验、精密度、特异度、稳定性及其与贝克曼化学发光IL-6检测试剂盒的相关性。结果 试剂盒线性范

围为10~4
 

000
 

pg/mL,试剂盒决定系数R2≥0.950;最低检出限为2
 

pg/mL;在低、中、高浓度范围内的回收率

均值分别为95.68%、101.23%、104.45%;批内精密度的变异系数(CV)为2.21%~3.93%,批间精密度的CV
为2.42%~5.36%;特异度试验中交叉反应率均小于0.1%。结论 该研究自制的试剂盒灵敏度、准确性、精

密度、特异度及稳定性都较好,能够准确、快速地完成临床样品IL-6浓度的定量检测。
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Abstract:Objective To

 

develop
 

a
 

quantum
 

dot
 

fluorescence
 

immunochromatography
 

kit
 

for
 

the
 

rapid
 

de-
tection

 

of
 

interleukin-6
 

(IL-6).Methods Quantum
 

dot
 

fluorescent
 

material
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

IL-6
 

antibody,
and

 

a
 

quantum
 

dot
 

immunofluorescence
 

chromatography
 

kit
 

was
 

developed
 

to
 

rapidly
 

and
 

quantitatively
 

detect
 

IL-6
 

concentration,and
 

its
 

sensitivity,recovery
 

test,precision,specificity,stability
 

and
 

correlation
 

with
 

Beck-
man

 

luminescence
 

IL-6
 

kit
 

were
 

verified.Results The
 

linear
 

range
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

10-4
 

000
 

pg/mL
 

and
 

the
 

linear
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

the
 

kit
 

R2≥0.950.Minimum
 

detection
 

limit
 

was
 

2
 

pg/mL.The
 

mean
 

recover-
ies

 

at
 

low,medium,high
 

concentrations
 

were
 

95.68%,101.23%
 

and
 

104.45%.The
 

coefficient
 

of
 

variation
 

(CV)
 

of
 

intra-batch
 

precision
 

was
 

2.21%-3.93%,the
 

inter-batch
 

precision
 

was
 

2.42%-5.36%.In
 

the
 

spe-
cific

 

experiments,the
 

cross
 

reaction
 

rate
 

was
 

less
 

than
 

0.1%.Conclusion This
 

self-made
 

kit
 

has
 

good
 

sensi-
tivity,accuracy,precision,specificity

 

and
 

stability,and
 

could
 

accurately
 

and
 

quickly
 

complete
 

the
 

quantitative
 

detection
 

of
 

IL-6
 

concentration
 

in
 

clinical
 

samples.
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  白细胞介素(IL)-6作为一种炎症因子,当机体发

生感染时迅速升高,可在2
 

h达高峰,其升高水平与感

染的严重程度一致,并诱导降钙素原(PCT)和C反应

蛋白(CRP)分别在感染2
 

h和6
 

h后开始升高,而且

IL-6 与 患 者 预 后 密 切 相 关[1]。IL-6 即 时 检 验
(POCT)

 

已经开始用于临床,且应用潜力较大。目

前,有多种IL-6的检测方法[2],较为常用的是化学发

光法、酶联免疫吸附试验(ELISA)法及免疫层析法,
不同的检测方法各有优劣。量子点荧光材料是一种

新型标记材料,已经开始应用于临床,与普通荧光材

料相比,量子点荧光材料具有荧光强度高、光稳定性

好、荧光寿命长、激发谱宽、发射谱窄、宽大的斯托克

斯位移和生物相容性好等优点[3]。本研究通过量子

点荧光材料标记抗体,研发出量子点免疫荧光层析法

IL-6检测试剂盒,从灵敏度、回收率、精密度、特异度

等方面进行性能验证,并与贝克曼化学发光法IL-6检

测试剂盒进行对比。
1 材料与方法

 

1.1 仪器与试剂 量子点荧光免疫分析仪 KF-
Q001-A由深圳市金准生物工程有限公司生产,其他
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主要仪器包括YXQ-LS-50A型立式压力蒸汽灭菌器
(杭州科晓化工仪器设备有限公司)、SW-CJ-2FD型超

净工作台(上海巴玖实业有限公司)、三维划膜喷金仪
(上海金标生物有限公司)、DXI800化学发光仪(美国

贝克 曼 公 司)。量 子 点 CdSe/ZnS、巯 基 丁 二 酸
(MES)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)、1-乙基-(3-二甲

基氨丙基)碳二亚胺
 

(EDC)、巯基甘醇单甲醚、小牛血

清购于Sigma-Aldrich(上海)贸易有限公司;IL-6抗

体购于芬兰 MEDIX公司;IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-4、
IL-8、干扰素-γ

 

(INF-γ)购于英国 Abcam公司;试纸

条材料购于上海杰一生物技术有限公司;IL-6化学发

光检测试剂盒购于美国贝克曼公司。
 

1.2 方法 (1)水溶性量子点的制备:取油溶性量子

点CdSe/ZnS溶解在正己烷中,制得油溶性量子点溶

液,在巯基甘醇单甲醚溶液中加入油溶性量子点溶

液,得到水溶性量子点。(2)量子点的偶联:取30
 

μL
量子点,加入一定量的抗IL-6鼠抗人单克隆抗体Ⅰ,
室温孵育3

 

h,12
 

800
 

r/min离心20
 

min,弃上清,加
入5%牛血清清蛋白封闭液封闭。(3)IL-6试剂盒的

制备:①取10
 

μL耦联有抗体的量子点,在处理好的

聚酯纤维膜上喷涂,固定在结合垫上,用于检测抗原。
②采用双抗夹心法原理,将IL-6鼠抗人单克隆抗体Ⅱ
包被在硝酸纤维素膜(NC膜)上作为检测线(T线),
兔抗鼠

 

IgG,可以直接和量子点标记的单克隆抗体Ⅰ
结合,在NC膜上形成质控线(C线)。③将样品垫、结
合垫、NC膜、滤纸依次粘贴在底板上,裁剪干燥的试

纸条,制得检测试剂盒。
1.3 标准曲线的绘制 使用浓度分别为0、10、50、
120、250、400、800、1

 

600、3
 

000、4
 

000
 

pg/mL的标准

品,每个浓度做10个平行测试,以测试线荧光信号T
与质控线荧光信号C的比值(T/C)为Y 轴,样品浓度

值为X 轴,进行拟合计算方程,得到标准曲线并储存

在SD芯片中。检测标本时,通过SD芯片将标准曲

线导入仪器,待标本和检测卡反应结束后,仪器进行

检测读出光电信号值,将光电信号值代入标准曲线

中,即可计算出该标本的浓度值。
 

1.4 性能验证

1.4.1 灵敏度试验 将
 

IL-6浓度为50
 

pg/mL的标

准品用IL-6阴性小牛血清稀释为20、10、5、4、3、2、1
 

pg/mL,取100
 

μL加入试剂卡,然后进行检测,当仪

器检测不出荧光值时确定该方法的最低检出量。
1.4.2 回收试验 本试验取一定量的IL-6标准品添

加到阴性小牛血清中,使血清中IL-6终浓度分别为

50、2
 

500、5
 

000
 

pg/mL。用试剂卡进行检测,每个浓

度点重复检测6次。根据测得的荧光定量信号T/C,
按准曲线反求出待测标本的浓度。计算出IL-6反求

浓度,IL-6添加浓度比值的百分率即为回收率。回收

率越接近100%,说明试剂卡检测越准确。
1.4.3 精密度试验 本试验用同一批检测试剂盒检

测板内的精密度,再选用5板不同批次的试剂盒进行

不同批次间的板间精密度试验。对浓度为0、50、250、

800、4
 

000
 

pg/mL的IL-6标准品进行检测,用试剂卡

进行测试,每份标本重复测定10次。计算出每个浓

度点的变异系数(CV),对批内精密度和批间精密度

进行分析。
 

1.4.4 特异度试验 取血清中IL-6常见竞争物IL-
1α、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-8、INF-γ进行检测,浓度均为

1
 

000
 

pg/mL,每种物质重复进行6次检测。计算抗

体交叉反应方法为Abraham法,计算公式如下:交叉

反应率(%)=(S/Z)×100%,S表示抗原类似物用试

剂卡检测的浓度,Z表示抗原类似物添加的浓度。
1.4.5 稳定性试验 试剂盒中的检测试剂卡通常保

存在室温干燥阴凉的环境中。参照体外诊断胶体金

试纸条的稳定性考察方法,通常试剂卡在
 

50
 

℃烘箱

中放置1个月进行加速破坏稳定性测试,相当于检测

卡常温下保存1年的有效性。本研究将试剂卡在50
 

℃烘箱中分别放置1、2、3、4周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,检测试剂卡

的稳定性。
1.4.6 相关性试验 选取广东省东莞市大朗医院临

床标本200份,浓度为0.00~580.42
 

ng/mL,分别用

本研究自制试剂盒和贝克曼化学发光检测试剂盒2
 

h
内完成检测,通过线性回归分析得出斜率a,截距b,
决定系数(R2)。
1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理及统计学分析。呈正态分布、方差齐的计量资

料以x±s表示,相关分析采用Pearson相关分析法。
2 结  果

2.1 标准曲线 浓度为0、10、50、120、250、400、800、
1

 

600、3
 

000、4
 

000
 

pg/mL的IL-6标准品的测试结果

T/C分别为0.83、0.86、0.91、1.16、1.57、2.02、2.59、
3.86、5.13、5.82,通过拟合软件计算,标准曲线方程

Y=0.001
 

3X+1.164
 

8,R2=0.958
 

7,两者线性关系

良好,见图1。样品浓度在10
 

pg/mL时,荧光信号趋

近 于 0,样 品 浓 度 在 4
 

500
 

pg/mL 时,T/C 为

6.324
 

8,不再满足该线性方程,自制试剂盒的线性检

测范围为10~4
 

000
 

pg/mL。

图1  IL-6标准曲线

2.2 灵敏度 当IL-6浓度分别为20、10、5、4、3
 

pg/mL时,荧光值分别为206、154、106、43、11,荧光

值随 着IL-6 浓 度 降 低 而 降 低,当 样 品 浓 度 为 2
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pg/mL时,仪器检测不出荧光值,自制试剂盒的最低

检出限为2
 

pg/mL。
2.3 回收试验结果 在50、2

 

500、5
 

000
 

pg/mL浓度

点包含低、中、高的浓度范围内进行添加回收试验,在
50

 

pg/mL 浓 度 的 平 均 回 收 率 为95.68%,CV 为
 

8.57%,在 2
 

500
 

pg/mL 浓 度 的 平 均 回 收 率 为

101.23%,CV 为6.99%,在5
 

000
 

pg/mL浓度的平

均回收率为104.45%,CV 为4.76%。
2.4 精密度检测结果 分别用同一批次和5个批次

IL-6荧光定量免疫层析试剂卡检测
 

0、50、250、800、
4

 

000
 

pg/mL
 

5个浓度点的血清,每个浓度检测10
次。同一批次内板内各浓度点 T/C的CV 范围为

2.21%~3.93%。5批次混合后测得的板间各浓度点

T/C的CV 为2.42%~5.36%。同一批次的板内和

5个批次板间的CV 均小于15%。
2.5 特异度检测结果 对待测浓度为10

 

000
 

ng/mL
的竞争物IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-8、INF-γ进行检

测,结果表明竞争物IL-4、INF-γ在试验中并未检测

到;IL-1α、IL-1β、IL-2、IL-8 的 交 叉 反 应 率 均 小 于

0.1%,见表1,试剂盒与这些竞争物的交叉反应率低,
表明特异度良好。

表1  试剂盒交叉反应测试结果

干扰物 测得浓度(pg/mL) 交叉反应率(%)

IL-1α 5.56 0.06

IL-1β 3.11 0.03

IL-2
 

5.64 0.06

IL-4
 

0.00 0.00

IL-8
 

4.21 0.04

INF-γ 0.00 0.00

2.6 试剂卡稳定性试验结果 荧光定量免疫层析试

剂卡的稳定性试验结果见表2,试剂卡放在
 

50
 

℃烘箱

中加速破坏1、2、3、4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、高浓度

的荧光信号T/C基本没变化。
表2  试剂卡稳定性试验结果

编号 浓度(pg/mL)
即刻

T/C
1周

T/C
2周

T/C
3周

T/C
4周

T/C

1 0 0.932
 

40.938
 

90.932
 

20.933
 

20.938
 

7

2 50 0.943
 

50.945
 

50.941
 

10.938
 

70.933
 

2

3 250 1.268
 

41.262
 

21.260
 

81.259
 

41.258
 

3

4 800 1.987
 

11.964
 

31.961
 

11.958
 

95.209
 

3

5 4
 

000 5.223
 

65.220
 

95.219
 

45.214
 

91.957
 

1

2.7 相关性试验结果 自制试剂盒检测的200份血

清标本结果与贝克曼化学发光检测试剂盒检测值相

近,对在0~600
 

pg/mL范围内的高、中、低浓度临床

标本进行回归分析,回归方程为Y=0.989
 

4X+
2.998

 

5,R2=0.997
 

1,见图2。R2>0.95,两种测试

方法测试值相关性良好。

图2  荧光定量免疫层析法与化学发光法检测

IL-6的相关性分析

3 讨  论

IL-6在体内的作用比较广泛,对免疫炎性反应、
肝脏急性蛋白合成、造血功能、骨代谢都有调节作用。
有研究证明,IL-6是确定全身炎症反应综合征患者疾

病严重程度最重要的细胞因子[4]。大量研究证明,IL-
6参与新型冠状病毒肺炎的“细胞因子炎症风暴”,可
加重病情恶化[5-6]。《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试
行第八版)》将IL-6作为病情恶化的炎性反应指标,本
课题组有研究证明新型冠状病毒肺炎不同类型患者

体内IL-6比较,差异有统计学意义(P<0.05)[7]。快

速、特异地检测血液中IL-6对多种疾病的早期诊断、
治疗及预后有很好的作用。研究一种灵敏度高、特异

度高、检测速度快、操作简单的
 

IL-6定量检测试剂盒

具有广阔的应用前景[8-9]。IL-6化学发光检测试剂盒

主要由罗氏和贝克曼等公司生产,此类产品检测需大

型仪器,试剂价格昂贵、检测时间较长,且需要专业人

员操作,国内一些生产企业也进行了相关产品的开

发,但技术上以ELISA 法为主,灵敏度及特异度较

高,但存在操作烦琐、检测时间长等问题[10-11]。本研

究通过量子点标志荧光抗体,建立得到
 

IL-6的量子

点荧光免疫层析法,自制试剂盒线性范围较宽,灵敏

度高,达到pg/mL级别。张文琪[12]研究显示,胶体金

定量法检测IL-6的检测限为
 

8.494
 

pg/mL,试剂盒

的检测范围为25.278~848.000
 

pg/mL,可见,无论

是灵敏度还是检测范围,量子点IL-6试剂盒都优于胶

体金定量法。本研究结果显示,自制试剂盒的准确

性、精密度、特异度及稳定性都较好。本研究自制试

剂盒与贝克曼化学发光检测试剂盒同时进行200份

临床标本检测并进行比对,结果基本一致,表明这两

种测试方法测试值相关性良好。本研究自制试剂盒

所用的主要试剂均为国产和自制所得,生产成本低,
未来在市场上的售价也将低于其他诊断试剂,且荧光

检测仪器便携,在患者身旁18
 

min内即可完成检测,
而且建立的方法比市场上的ELISA试剂盒更方便、
快捷,操作人员不需要太多的专业技能,比市场上胶

体金免疫层析法试剂盒更灵敏,检测范围更广,稳定

性更好。表明本研究建立的IL-6荧光免疫层析法的

初步应用比较成功,临床推广应用(下转第2478页)
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将具有广阔的空间。但考虑到检测的临床标本相对
数量较少,下一步将与化学发光检测试剂盒进行大量
血清标本比对试验,将对自制试剂盒灵敏度、特异度,
及其与其他化学发光检测试剂盒的一致性和符合率
进行进一步研究。

量子点荧光免疫层析法IL-6试剂盒的开发旨在
为临床上检测IL-6提供更加简便、快捷的检测方法,
对IL-6的早期诊断及临床检验具有重要价值。
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