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摘要：Ｃ反应蛋白是动脉粥样硬化血栓形成的生物标志物。定期检测血液中Ｃ反应蛋白含量的变化对

预测心血管疾病的发生和发展有重要意义。本研究开发的Ｃ反应蛋白放射免疫分析试剂盒的测量范

围为１～５０ｍｇ／Ｌ，灵敏度为０．３０ｍｇ／Ｌ，回收率为９１．７％～１１４．０％，批内、批间平均变异系数分别为

３．４％和６．３％；高浓度血样系列倍比稀释后测定，实测值和计算值呈线性相关，相关系数＞０．９９０。这将

为检测心血管疾病的发生、治疗及预后提供方便。
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　　Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）最初被称为Ｃ反应素，

是由Ｔｉｌｌｅｔｔ等在１９３０年提出的，他们发现肺

炎病人的血清可与肺炎球菌荚膜Ｃ多糖物质

形成复合物，由此推断血清中存在一种物质，并

将之定名为Ｃ反应素。１９４１年，Ａｂｅｒｎｅｔｈ确

认Ｃ反应素为蛋白质，并称之为 ＣＲＰ。ＣＲＰ

不仅在肺炎病人的血清中可检测到，在动脉粥

样硬化斑块中也可检测到。在动脉粥样硬化斑

中，ＣＲＰ主要与部分降解的低密度脂蛋白结

合。１９９９年，Ｒｏｓｓ提出动脉粥样硬化属于炎

症性疾病并得到证实。目前对ＣＲＰ的研究已

颇为深入，它在进化过程中高度保守，是一种宿



主防御分子。它能够与修饰的低密度脂蛋白以

及凋亡细胞的磷酸胆碱配体结合并掩饰它们的

毒性。该过程中ＣＲＰ所形成的复合物是通过

ＣＲＰ配体激活其补体来实现
［１］。另外，ＣＲＰ在

心血管疾病的形成中也发挥作用，有人提出炎症

可能是连接高血压和动脉粥样硬化的桥梁［２］。

正常人血清中，ＣＲＰ含量小于１０ｍｇ／Ｌ。

ＣＲＰ含量＞２．１ｍｇ／Ｌ的人是含量＜１ｍｇ／Ｌ

者发生心肌梗塞几率的２．９倍，发生缺血性中

风的１．９倍，发生外周动脉血管性疾病的４．１

倍［３］。对于老年人，即使对传统的冠心病发病

危险因素进行校正之后，如果其体内的ＣＲＰ水

平＞３．０ｍｇ／Ｌ，他们发生冠心病的危险性会增

加近５０％
［４］。有人将 ＣＲＰ的分界点定义为

３ｍｇ／Ｌ
［５］。

目前，国外已有用于针对心血管疾病方面

的ＣＲＰ检测试剂盒，而国内所用的试剂盒基本

为代理商提供，价格昂贵。所以，本工作拟研制

针对心血管疾病的ＣＲＰ试剂盒，该试剂盒既有

良好的应用前景，又存在一定的挑战。

１　实验材料

ＣＲＰ，ＢＩＯＤＥＳＩＧＮ公司产品；Ｎａ１２５Ｉ，活度

浓度约为１１ＭＢｑ／Ｌ，美国杜邦公司产品；温育

液（含０．２％ＢＳＡ和０．１％ＮａＮ３的０．０５ｍｏｌ／Ｌ、

ｐＨ＝７．４的磷酸（ＰＢ）缓冲液）和分离试剂，均

为本实验室配制；ＣＧ１２型γ计数器，美国德普

公司产品；紫外分光光度计，Ｖａｒｉａｎ公司产品。

２　实验方法

２１　犆犚犘标记

采用氯胺Ｔ法
［５］进行碘标记。在１００μＬ

ＰＢ缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ＝７．４）中加入３０μＬ

１ｇ／ＬＣＲＰ、约 ３７ ＭＢｑＮａ
１２５Ｉ，混匀，加入

４．５μＬＣｈＴ（１ｇ／Ｌ），混匀反应２ｍｉｎ后加入

４．５μＬ偏重亚硫酸钠（２ｇ／Ｌ）终止。用 Ｇ２５

凝胶柱分离标记物，于４～８℃冰箱保存备用。

２２　犆犚犘标准的配制

将１ｇ／ＬＣＲＰ经紫外测定校正后，用温育

液配制成１、２、５、１０、２０和５０ｍｇ／ＬＣＲＰ标准

品，并以每瓶１ｍＬ分装，４～８℃保存备用。

２３　犆犚犘的放射免疫分析（犚犐犃）程序

向放免管中依次加入１００μＬ 标准品、

１００μＬ
１２５ＩＣＲＰ，混匀，加入１００μＬ抗ＣＲＰ抗

血清，于３７℃下温育；然后，每管加入５００μＬ

分离 试 剂，摇 匀，室 温 放 置 １５ ｍｉｎ，以

３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清液，之后，测沉

淀的放射性计数。以犅／犅０（犅为各标准管的计

数率 （ｍｉｎ－１），犅０ 为 零 标 准 管 的 计 数 率

（ｍｉｎ－１））为纵坐标，标准品浓度为横坐标，在

半对数坐标下绘制标准曲线。

３　实验结果

３１　抗体稀释度曲线

采用放射免疫分析方法对抗体进行滴度测

定，结果示于图１。由图１可知，抗体稀释

１．５×１０５倍后，结合率犅／犜 为５０％，则抗体滴

度为１∶１．５×１０５。

图１　抗体稀释度曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃｕｒｖｅｏｆａｎｔｉｂｏｄｙｄｉｌｕｔｉｏｎ

３２　抗体的亲和性

采用Ｓｃａｔｃｈａｒｄ作图法算得抗体的亲和常

数为６．４×１０１０Ｌ／ｍｏｌ，表明抗体的亲和性较高。

３３　标记物比活度的选择

在抗体工作浓度为１∶２０００时，绘制不同

标记物比活度下ＣＲＰ标准曲线，结果示于图

２。可看出，比活度为１７．８ＧＢｑ／ｇ时，得到的

标准曲线更能满足在心血管疾病方面的预测，

所以，选择标记物比活度约为１７．８ＧＢｑ／ｇ。

ＣＲＰ在心血管疾病预测上的临界点为

３ｍｇ／Ｌ，它需要的免疫分析测量范围较宽。本

实验中直接得到的标记物比活度不能满足分析

的需要，因此，加入未标记的ＣＲＰ降低标记物

比活度来满足需要。

３４　反应动力学

反应时间对分析的影响示于图３。其中：
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图２　比活度对Ｃ反应蛋白ＲＩＡ标准曲线的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｒｋｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ

ｆｏｒＣＲＰＲＩＡｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓ

◆———３５．５ＧＢｑ·ｇ－１；■———１７．８ＧＢｑ·ｇ－１；

▲———７．０３ＧＢｑ·ｇ－１

ＮＳＢ为非特异结合；Ｓ０为零标准点；Ｓ２、Ｓ１０、

Ｓ５０分别为２、１０、５０ｍｇ／Ｌ标准点。从图３可

看出，系列标准品与ＣＲＰ反应，在３０ｍｉｎ均可

达到平衡。本工作选反应时间为４５ｍｉｎ。

图３　反应动力学曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｕｒｖｅｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓ

◆———ＮＳＢ；■———Ｓ０；▲———Ｓ２；×———Ｓ１０；●———Ｓ５０

３５　方法学鉴定

１）灵敏度。同时测定２０个“零”标准的放

射性计数率（ｍｉｎ－１），以其珚狓－２狊在曲线上对应

的浓度为灵敏度，测得灵敏度为０．３０ｍｇ／Ｌ。

２）精密度。采用本方法对３种不同浓度

的ＣＲＰ溶液重复测定，计算批内、批间变异系

数，结果列于表１。

表１　批内、批间变异系数测定结果

犜犪犫犾犲１　犐狀狋狉犪犪狀犱犻狀狋犲狉犪狊狊犪狔狏犪狉犻犪狋犻狅狀犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狊

样品
批内（狀＝１０） 批间（狀＝１０）

珚狓 狊 ＣＶ／％ 珚狓 狊 ＣＶ／％

低 ２．７３ ０．１０ ３．６ ２．７９ ０．１６ ５．８

中 ８．７７ ０．１４ １．６ ９．６７ ０．５７ ５．８

高 １６．９１ ０．８６ ５．０ １８．５３ １．３４ ７．２

　　注：珚狓、狊的单位均为ｍｇ／Ｌ

３）健全性。一份高值血样经系列倍比稀

释后测定其ＣＲＰ浓度，结果列于表２。对表２

数据进行处理，得到稀释度和测量值的相关方

程为狔＝４０．５狓＋０．９８，狉＝０．９９９。说明血样经

倍比稀释后，不影响测量结果，同时说明本试剂

盒健全性良好。

４）回收率。向一份血样中加入３种不同

浓度的ＣＲＰ，测定其回收率，结果列于表３。本

方法回收率为９１．７％～１１４．０％。

表２　健全性实验结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狅犳狆犲狉犳犲犮狋犻狅狀

稀释倍数
ＣＲＰ浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）

计算值 测定值

１ ４１．２３

２ ２１．２４ ２２．０５

４ １１．１０ １０．６６

８ ６．０４ ５．７

１６ ３．５１ ２．８４

３２ ２．２４ １．５５

６４ １．６１ １．０４

表３　回收率实验结果

犜犪犫犾犲３　犚犲狊狌犾狋狅犳狉犲犮狅狏犲狉狔狉犪狋犲

加入量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

测定值／

（ｍｇ·Ｌ－１）

计算值／

（ｍｇ·Ｌ－１）

回收率／

％

０ ７．８１

２．５ １０．３５ １０．３１ １０１．６

１０ １６．９８ １７．８１ ９１．７

２５ ３６．３１ ３２．８１ １１４．０

３６　稳定性实验

１）抗体的稳定性。将抗体用温育液以

１∶２０００稀释后于３７℃保存，考察抗血清在

３７℃的稳定性，结果示于图４。由图４可知，

２１ｄ内各标准点的犅／犜基本无变化，即抗血清

在３７℃下放置２１ｄ，活性基本未变化，说明本

工作制得的抗体稳定性良好。

２）标记物的稳定性。由于ＣＲＰ标记物在

－２０℃下极易失活，所以，考察其４℃和３７℃

下的稳定性，结果示于图５。可见，标记物在

４℃下存放４２ｄ内，各标准点的犅／犜 变化不

大，即 标 记 物 在 ４ ℃ 下 可 稳 定 存 放 ４２ｄ

（图５ａ）；标记物在３７℃下存放２１ｄ，各标准点
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图４　抗体３７℃下的稳定性

Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆａｎｔｉｂｏｄｙａｔ３７℃

◆———Ｓ０；■———Ｓ１；▲———Ｓ１０；×———Ｓ５０

的犅／犜 基本未变化（图５ｂ），表明标记物在

３７℃下可存放２１ｄ。

图５　标记物在４℃（ａ）和３７℃（ｂ）下的稳定性
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３）标准品的稳定性。标准品在３７℃下、

２１ｄ内比较稳定（表４）。

３７　试剂盒测量结果

本方法测定范围为１～５０ｍｇ／Ｌ。这样，本

方法能很好地区别在健康人中，不同ＣＲＰ含量

的人与心血管疾病之间的关系。对７６例正常

血样，８２例心血管病人血样及一些一般炎症血

样进 行 了 测 定，正 常 值 的 范 围 为 ０～

９．６９ｍｇ／Ｌ，心血管值的范围为０～１０９ｍｇ／Ｌ。

从样品的测定值上看，本试剂盒能很好地测定

表４　标准品在３７℃下的稳定性

犜犪犫犾犲４　犛狋犪犫犻犾犻狋狔狅犳狊狋犪狀犱犪狉犱狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅狀３７℃

标准点
不同时间标准品中的ＣＲＰ含量／（ｍｇ·Ｌ－１）

０ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

１ １ ０．９８ ０．９８ ０．７０

２ ２ １．９６ １．７５ １．３３

３ ５ ５．１１ ４．３８ ３．５７

４ １０ ９．５６ ７．７８ ７．４１

５ ２０ ２０．６６ １７．３２ ２３．０５

６ ５０ ５６．４２ ４５．９１ ４８．２６

出正常血样和心血管血样中的ＣＲＰ高风险值，

并能很好地与一般炎症值区分开。

在试剂盒的研制过程中，得到了王凤林、赵

铁占等的帮助，在此深表感谢。
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１７增刊　　袁志刚等：Ｃ反应蛋白放射免疫分析试剂盒的研制




