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  摘 要:目的 制备一种定量检测血清中抗甲状腺球蛋白抗体(TgAb)的磁微粒吖啶酯化学发光免疫检测

试剂盒,并评价该试剂盒的检测性能。方法 分别制备鼠抗IgG抗体-吖啶酯发光试剂和人甲状腺球蛋白抗原-
磁微粒偶联物,优化并建立定量检测TgAb水平的磁微粒吖啶酯化学发光免疫检测方法,组装成试剂盒后进行

检测性能评估。结果 该试剂盒对血清TgAb检测灵敏度为0.8
 

IU/mL,线性范围在5~2
 

000
 

IU/mL;与血

清中潜在交叉反应物均无明显交叉反应;高、中、低浓度的抗人 TgAb国家标准品在批内、批间相对偏差为

1.15%~6.70%;批内、批间变异系数为1.50%~3.84%;与临床用试剂盒检测比对相关系数为0.968
 

0。健康

人群的参考区间初步判定为≤111.65
 

IU/mL。结论 磁微粒吖啶酯化学发光免疫检测试剂盒可用于临床血

清中TgAb水平的准确、特异性检测,为甲状腺异常的快速诊断提供了一种新的实验室检查手段。
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Abstract:Objective To

 

prepare
 

a
 

magnetic
 

particle
 

acridine
 

ester
 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

kit
 

for
 

quantitative
 

detection
 

of
 

anti-thyroglobulin
 

antibody
 

(TgAb)
 

in
 

serum,and
 

to
 

evaluate
 

the
 

detection
 

perform-
ance

 

of
 

this
 

kit.Methods Mouse
 

anti
 

human
 

IgG
 

antibody
 

and
 

human
 

thyroid
 

globulin
 

antigen
 

magnetic
 

par-
ticle

 

conjugate
 

were
 

prepared
 

respectively.The
 

magnetic
 

particle
 

acridine
 

ester
 

chemiluminescence
 

immunoas-
say

 

method
 

for
 

quantitative
 

detection
 

of
 

TgAb
 

concentration
 

was
 

optimized
 

and
 

established.The
 

detection
 

per-
formance

 

was
 

evaluated
 

after
 

the
 

kit
 

was
 

assembled.Results The
 

detection
 

sensitivity
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

0.8
 

IU/mL,and
 

the
 

linear
 

range
 

was
 

5-2
 

000
 

IU/mL.There
 

was
 

no
 

the
 

significant
 

cross-reaction
 

with
 

poten-
tial

 

cross-reactants
 

in
 

serum.The
 

intra-batch
 

and
 

inter-batch
 

relative
 

deviation
 

of
 

the
 

anti
 

human
 

TgAb
 

na-
tional

 

standard
 

was
 

between
 

1.15%—6.70%,the
 

intra-batch
 

and
 

inter-batch
 

coefficient
 

of
 

variation
 

was
 

be-
tween

 

1.50%
 

and
 

3.84%.Compared
 

with
 

the
 

test
 

results
 

of
 

clinical
 

kit,the
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

0.968
 

0.The
 

Peference
 

interval
 

of
 

healthy
 

people
 

was
 

preliminarily
 

determined
 

to
 

be
 

≤111.65
 

IU/mL.Con-
clusion The

 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

kit
 

could
 

be
 

used
 

for
 

accuracy
 

and
 

specificity
 

testing
 

of
 

TgAb
 

levels
 

in
 

serum,which
 

provides
 

a
 

new
 

laboratory
 

examination
 

method
 

for
 

the
 

rapid
 

diagnosis
 

of
 

thyroid
 

abnor-
malities.
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  抗甲状腺球蛋白抗体(TgAb)是一种抗甲状腺自

身抗体,属于一种碘化糖蛋白,主要由甲状腺上皮细

胞合成与分泌,其异常增高常见于甲状腺癌、结节性

甲状腺肿和自身免疫性甲状腺疾病等[1-3]。TgAb是

甲状腺癌的独立预测因子,不仅对预测甲状腺癌发生

风险有着重要作用,TgAb水平的变化也可用于反映

甲状腺癌患者的治疗效果[4-5]。相比于常规的影像学

检测或穿刺活检,血清 TgAb检测临床接受程度更
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高,患者经济负担更小,其已成为临床检测甲状腺疾

病的常用指标[6]。对于血清TgAb水平检测方法,传
统方法为放射免疫分析法,近年来化学发光免疫检测

法以其高灵敏度、高准确性、无放射污染等优点得到

了快速发展与应用[7-8]。因此,本研究拟建立一种定

量检测血清中TgAb水平的吖啶酯化学发光免疫检

测方法,评估其检测性能,建立参考区间,并与临床常

用检测试剂盒比对,以期为血清TgAb水平的高灵敏

度、方便快捷检测提供更多选择。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取菏泽市单县东大医院体检科

120例健康人血清样本,其中男65例,女55例;年龄

28~55岁,平均(39.26±10.27)岁。另选取菏泽市单

县东大医院60例TgAb水平异常偏高的血清样本,其
中男21例,女39例;年龄25~55岁,平均(36.26±
10.27)岁。

1.2 仪器与试剂 羧基磁微粒购自杭州博岳生物技

术有限公司(产品号 M1000C);抗人TgAb国家标准

品购自国家药品标准物质网(产品号150556);吖啶酯

购自赫利森(厦门)生物科技有限公司(产品号 HS-
11015006);人甲状腺球蛋白抗原购自美国 Meridian

 

bioscience.Inc公司(产品号H6T08-275);鼠抗人IgG
抗体购自菲鹏生物股份有限公司(产品号抗人IgG-
6);1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐

(EDC,产品号22980)及N-羟基琥珀酰亚胺(NHS,产
品号24500)购自美国Thermo公司。化学发光检测

仪(产品号SMART500S)购自重庆科斯迈生物科技

有限公司。发光底物(含预激发液和激发液)购自美

国雅培Abott公司(产品号6E23-82和产品号6C55-
82)。TgAb检测试剂盒(化学发光法)购自瑞士罗氏

公司(国械注进20182402107)。其他试剂为实验室常

用试剂,均购自生工生物工程(上海)有限公司。

1.3 检测方法

1.3.1 鼠抗人IgG抗体-吖啶酯发光试剂的制备 
将鼠抗人IgG抗体与吖啶酯偶联,以制备鼠抗人IgG
抗体-吖啶酯发光试剂。具体步骤为:按照2∶1的质

量比,取鼠抗人IgG抗体与吖啶酯充分混匀,常温下

振荡偶联0.5
 

h,透析法去除游离的吖啶酯,过凝胶层

析柱(Sephadex
 

G50)纯化,收集发光强度高的流出

液,即为鼠抗人IgG抗体与吖啶酯交联发光试剂,用
发光稀释液[0.01

 

mol/L磷酸盐缓冲液(PBS)+
0.05%聚乙二醇辛基苯基醚(Triton

 

X-100)+5%海

藻糖+0.2%酪蛋白+0.5%
 

Proclin300]稀释,避光放

置于4
 

℃下备用。

1.3.2 人甲状腺球蛋白抗原-磁微粒偶联物的制备 
采用经典的EDC/NHS方法活化羧基磁微粒后再与

人甲状腺球蛋白抗原进行偶联。具体步骤为:洗涤缓

冲液(0.05
 

mol/L吗啉磺酸,pH
 

6.0)洗涤羧基磁微

粒数次后,加入等量的EDC和NHS,常温下振荡活化

40
 

min;洗涤缓冲液洗涤4次后,按照抗体与磁微粒

质量比1∶20加入人甲状腺球蛋白抗原,室温振荡反

应5
 

h。经封闭缓冲液[0.05
 

mol/L三羟甲基氨基甲

烷(Tris)+2%牛血 清 清 蛋 白+0.05%
 

Triton
 

X-
100+0.5%

 

Proclin300]封闭2
 

h后,洗涤缓冲液洗涤

后得到人甲状腺球蛋白抗原-磁微粒偶联物,用微球稀

释液[0.05
 

mol/L
 

Tris+3%牛血清清蛋白+0.05%
 

Triton
 

X-100+5%海藻糖+1%氯化钠+0.2%
 

Proc-
lin300]溶解,放置于4

 

℃冰箱中备用。

1.3.3 检测步骤 检测前,按照优化的条件,设置好

化学发光检测仪上的各参数(如各试剂加入量、洗涤

次数、反应时间等),进行全自动化检测。实际步骤

为:取60
 

μL人甲状腺球蛋白抗原-磁微粒偶联物,分
别加入40

 

μL的抗人TgAb国家标准品或人血清样

本和100
 

μL鼠抗人IgG抗体-吖啶酯发光试剂,设备

内37
 

℃温育反应20
 

min,外加磁场促使磁微粒及其

磁微粒偶联物聚集到试管底部,轻轻洗涤磁微粒以去

除未结合物质和杂质,分别加入100
 

μL的发光底物

激发液和预激发液后,全自动化学发光仪检测吖啶酯

光子的相对光强度(RLU)。上述检测步骤均在全自

动化学发光检测仪上进行,只需设好程序及放好样本

即可。样本中的TgAb水平与收集到的RLU呈正相

关,通过检测系列抗人TgAb国家标准品绘制标准曲

线,利 用 标 准 曲 线 可 计 算 得 出 待 测 样 品 中 TgAb
水平。

1.3.4 试剂盒组装 试剂盒由鼠抗人IgG抗体-吖
啶酯发光试剂、人甲状腺球蛋白抗原-磁微粒偶联物、
抗人TgAb国家标准品制备成冻干粉、标准曲线信息

卡、说明书等组成。鼠抗人IgG抗体-吖啶酯发光试

剂分装在棕色试剂管中,10毫升/管。人甲状腺球蛋

白 抗 原-磁 微 粒 偶 联 物 混 匀 分 装 于 试 剂 管 中,6
毫升/管。系列浓度(0、1、10、100、500、2

 

000
 

IU/mL)
的抗人TgAb国家标准品制备成冻干粉,使用时加入

0.5
 

mL
 

双蒸水复融。将分装好的试剂贴好标签,注
明名称、批号、保存期限等信息,组装于试剂盒中,置
于2~8

 

℃中储存。

1.4 检测性能评估

1.4.1 检测线性范围与灵敏度 参考《临床化学设

备线性评价指南:WS/T408-2012》[9],使用0.3%酪蛋

白缓冲液(溶剂用PBS)将抗人TgAb国家标准品稀

释成系列浓度(0、1、10、100、500、2
 

000
 

IU/mL),采用

本试剂盒检测抗人 TgAb国家标准品系列浓度的

RLU,每个浓度重复测定3次,计算平均值。以抗人

TgAb国家标准品系列浓度的对数值作为横坐标,以
对应RLU的对数值为纵坐标,进行标准曲线的绘制
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与拟合。
参考《人抗甲状腺球蛋白抗体测定试剂盒:YY/

T1594-2018》[10],检测抗人TgAb国家标准品稀释液,
重复测定20次,计算平均值(x)及其标准差(s),数值

x+2s代入标准曲线方程,得到本试剂盒检测TgAb
水平的灵敏度。

1.4.2 准确度与精密度实验 分别使用同一批次和

不同批 次 的 试 剂 检 测 高(1
 

000
 

IU/mL)、中(200
 

IU/mL)、低(50
 

IU/mL)浓度的抗人TgAb国家标准

品,重复检测10次,计算相对偏差(︱检测值-标示

值︱/标示值×100%),得到该试剂盒检测准确度。
批内精密度:对高(1

 

000
 

IU/mL)、中(200
 

IU/mL)、
低浓度(50

 

IU/mL)的抗人TgAb国家标准品用同一

批次的试剂盒重复检测10次,计算其x 和s,得到批

内变异系数(CV)(CV=s/x×100)。批间精密度:对
高、中、低浓度的抗人TgAb国家标准品,用不同批次

的试剂盒各重复检测10次,计算其批次间的x 和s,
即得到批间CV。
1.4.3 特异性实验 采用本实验制备的试剂盒分别

检测200
 

IU/mL
 

TgAb、1
 

000
 

mg/dL的IgG、100
 

ng/mL 人 血 清 清 蛋 白、100
 

ng/mL 胆 红 素、100
 

ng/mL血 红 蛋 白、100
 

ng/mL 肿 瘤 坏 死 因 子-α
(TNF-α)和100

 

ng/mL癌胚抗原(CEA)样本,以评估

该试剂盒的特异性。

1.5 与临床检测常用试剂盒比对 分别用本试剂盒

和瑞士罗氏公司的TgAb检测试剂盒(化学发光法)
平行测定60例血清样本,本试剂盒检测得到的TgAb
水平值作为横坐标,瑞士罗氏公司的试剂盒检测得到

的TgAb水平值作为纵坐标,绘制相关性曲线并计算

相关系数(r)。
1.6 健康人群参考区间的建立 对120例健康人血

清样本进行检测,参考区间的建立采用百分位数法。

1.7 统计学处理 数据处理及分析采用SPSS19.0
软件。用非参数检验方法柯尔莫哥洛夫-斯米诺夫检

验(D检验)和夏皮洛-威尔克检验(W 检验)对检测结

果进行分析,确定120例样本TgAb水平是否为正态

分布,再根据其正态性选择相应的参考区间计算方

法。若服从正态分布,采用正态分布法;若不服从正

态分布,采用百分位数法,取其第95百分位。

2 结  果

2.1 检测灵敏度与线性范围 以抗人TgAb国家标

准品系列浓度的对数值为横坐标,其对应的RLU的

对数值为纵坐标,绘制的标准曲线见图1,方程为Y=
0.603

 

5X+3.260
 

0,R2=0.995
 

6,线性范围为5~
2

 

000
 

IU/mL。平行测定20次抗人TgAb国家标准

品稀释液的RLU,计算其相应的x 和s,将x±2s值

代入标准曲线方程,可得到本试剂盒对TgAb检测的

灵敏度为0.8
 

IU/mL。

  注:TgAb单位为IU/mL。

图1  TgAb标准曲线

2.2 检测准确度与精密度 准确度和精密度评估结

果见表1。批内对高(1
 

000
 

IU/mL)、中(200
 

IU/

mL)、低(50
 

IU/mL)浓度抗人TgAb国家标准品的

相对 偏 差 为 1.34% ~5.20%,批 间 相 对 偏 差 为

1.15%~6.70%。批内对高(1
 

000
 

IU/mL)、中(200
 

IU/mL)、低(50
 

IU/mL)浓度抗人TgAb国家标准品

的CV 为1.50%~3.23%,批间 CV 为1.68%~
3.84%。

表1  准确度与精密度评估结果

项目 n
抗人TgAb国家

标准品浓度(IU/mL)
x s

相对偏差

(%)
CV
(%)

批内精密度 10 1
 

000 989.3414.82 1.34~2.76 1.50

200 205.45 6.63 1.65~5.10 3.23

50 48.56 1.22 5.00~5.20 2.51

批间精密度 10 1
 

000 983.2116.54 1.76~3.13 1.68

200 208.62 7.27 1.15~6.70 3.48

50 48.97 1.88 2.40~5.40 3.84

2.3 检测特异性 特异性评估结果见表2。用本试

剂盒检测抗人 TgAb国家标准品的交叉反应率为

98.22%,而检测人血清清蛋白(100
 

ng/mL)、胆红素

(100
 

ng/mL)、血红蛋白(100
 

ng/mL)、TNF-α(100
 

ng/mL)、CEA(100
 

ng/mL)均无明显交叉反应,检测

值分别为1.73、1.15、1.87、1.42和1.76
 

IU/mL,其
中选 用 了 一 个 含 IgG 的 样 本 (IgG 水 平:1

 

000
 

mg/dL),其检测结果不高于参考区间上限值,说明干

扰较小,不影响检测结果。

2.4 与临床检测常用试剂盒比对 60例血清样本平

行检测,绘制的相关性曲线见图2,相关性方程为Y=
0.964

 

9X+10.823
 

0,R2=0.937
 

0,r=0.968
 

0,其覆

盖了中、高浓度情况,符合率较高。

2.5 健康人群参考区间 本试剂盒检测120例健康

人血清样本得到的TgAb水平使用SPSS19.0进行分

析,均显示数据不服从正态分布,故采用百分位数法,
取其第95百 分 位,建 议 最 合 适 的 阀 值 为111.65
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IU/mL,即健康人群参考区间为≤111.65
 

IU/mL。
表2  特异性评估结果

检测物质 理论值 检测均值(IU/mL)

TgAb 200
 

IU/mL 196.44

含IgG样本 1
 

000
 

mg/dL 81.23

清蛋白 100
 

ng/mL 1.73

胆红素 100
 

ng/mL 1.15

血红蛋白 100
 

ng/mL 1.87

TNF-α 100
 

ng/mL 1.42

CEA 100
 

ng/mL 1.76

图2  与临床检测用试剂盒比对的相关性

3 讨  论

甲状腺癌是临床常见的一种内分泌系统恶性肿

瘤,由甲状腺细胞异常增生所导致,常表现为甲状腺

结节,近年来其发病率呈现快速增长趋势[11]。2018
年全球新增甲状腺癌患者56.7万例,占所有癌症的

3.10%。甲状腺癌发病率居全球癌症发病率的第9
位,其发病率在我国居第7位[12]。据统计,甲状腺癌

患病率在我国以每年20%的速度不断增长,常见于小

于30岁女性[13]。临床上,主要采用超声、查体、穿刺

活检等方式进行甲状腺异常诊断,但上述方法临床适

用性较低,血清学生物标志物的发现与应用在甲状腺

疾病的早期筛查中的作用越来越明显[14]。田亮等[15]

对212例有明确病理学诊断的甲状腺癌患者研究发

现,细胞角蛋白19片段抗原(Cyfra
 

21.1)与甲状腺癌

患者术后复发和转移有关,可能是一种能够独立预测

甲状腺癌患者术后复发及恶性分化风险的循环生物

标志物。
本研究基于TgAb是甲状腺癌的独立预测因素,

在甲状腺疾病中异常高表达的理论基础[16-18],制备了

一种吖啶酯化学发光免疫检测试剂盒,本试剂盒可开

发用于体外定量测定人血清中TgAb水平,该指标临

床上主要用于甲状腺功能亢进症和慢性甲状腺炎的

早期诊断,还用作甲状腺异常,如慢性淋巴性甲状腺

炎、非毒性甲状腺肿、Grave病及甲状腺癌的辅助诊

断。此次研发试剂盒对血清中TgAb的检测灵敏度

为0.8
 

IU/mL,线性范围在5~2
 

000
 

IU/mL;5种潜

在交叉反应物(清蛋白、胆红素、血红蛋白、TNF-α、
CEA)高浓度的情况下对应的检测值远低于人血清

TgAb正常水平,而接近于检测灵敏度,说明该试剂盒

对TgAb水平检测具有高特异性,受杂质干扰较小;
对高、中、低浓度的抗人TgAb国家标准品检测时,批
内、批间相对偏差均小于10.00%,批内、批间CV 均

小于5.00%,说明本试剂盒对TgAb的检测准确度和

精密度较高。与价格昂贵的瑞士罗氏公司TgAb检

测试剂盒(化学发光法)比对,本试剂盒表现出了较高

的相关性(r=0.968
 

0)。此外,本研究收集了120例

健康人血清,初步推测出了TgAb在健康人群中的参

考区间(阀值为111.65
 

IU/mL),即当测得的样本

TgAb>111.65
 

IU/mL时,患者可能为甲状腺异常;

TgAb≤111.65
 

IU/mL时,患者甲状腺无异常的可能

性较大。参照人TgAb测定试剂盒行业标准[10,19],本
研究制备的血清TgAb化学发光免疫检测试剂盒各

项检测性能均符合行业标准,本试剂盒质量可满足临

床检测的需要[20-21]。
综上所述,本研究制备的TgAb磁微粒吖啶酯化

学发光免疫试剂盒各项检测性能合格,可满足临床检

测要求,在与瑞士罗氏公司TgAb检测试剂盒初略对

比中表现出了较高的相关性。另外,本研究还初步建

立了本试剂盒对健康人群的参考区间。本试剂盒的

开发降低了医疗成本,提高了临床检测的适用性,为
甲状腺疾病的早期筛查提供了一种新的实验室检查

手段。
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