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摘要!采用两株催乳素",+B$单克隆抗体%一株包被化学发光板%一株标记辣根过氧化物酶%研制了测定人
血清,+B浓度的酶促化学发光免疫分析试剂盒&本试剂盒测定范围."#-"""X’S’B%灵敏度->!&X’S’

B%批内(批间变异系数分别小于#"F(#.F%回收率/">%F##"">KF!血清样品倍比稀释后的测定值和稀
释度的相关系数为#!本试剂盒正常参考值范围)女性-%>!#.#%>#X’S’B")\.!$%男性.->K#
%%->%X’S’B")\&K$&
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!!催乳素",4276U:N5%,+B$是由脑垂体前叶合
成和分泌的一种蛋白类激素%由#/K个氨基酸组
成%相对分子质量约!!"""&其主要作用是刺激
乳腺发育和促进泌乳%对调节卵巢功能(维持妊
娠等有重要作用&临床上测定,+B对研究生殖
生理的调节及妊娠维持具有重要意义%可为不孕
症患者的鉴别诊断(早孕先兆流产患者的保胎治
疗和终止妊娠方面提供依据*#$0+&目前临床上测
定,+B常用方法有放射免疫分析(免疫放射分

析(酶联免疫分析(化学发光免疫分析等&化学
发光免疫分析方法是近十几年来发展起来的一

种非放射性免疫分析技术%具有仪器设备简单(
操作方便(灵敏度高(线性范围宽(易于实现自动
化等优点%是理想的标记免疫分析测定方法&为
顺应免疫分析发展趋势%并实现,+B酶促化学
发光免疫分析试剂盒的完全国产化%本工作拟采
用两株自制的抗,+B单克隆抗体%研制,+B测
定的双抗体夹心酶促化学发光免疫分析试剂盒&



!!实验材料
!A!!主要仪器

#-!"型化学发光检测仪!芬兰 _6776U公司
产品"电热培养箱!上海浦东荣丰科学仪器有限
公司产品"微孔可调加样器!瑞士[*C+)P公司
产品#

!AB!主要试剂
辣根过氧化物酶$L+,%![NHX6公司产品"

,+B抗原!*C+E)P公司产品"胎牛血清!北京
元亨圣马生物制品公司产品"牛血清白蛋白!上
海赛达生物有限公司产品"化学发光板!深圳市
金灿华实业有限公司产品",+B抗体&发光底
物&封闭液&,+B免疫放射分析试剂盒!原子高
科股份有限公司产品#实验所用化学试剂均为
分析纯#

B!实验方法
BA!!酶标抗体的制备
采用高碘酸钠法’.(制备配标抗体#将#XH

L+,溶于#""$B 双蒸水中)再加入#""$B
">"&X27*B高碘酸钠水溶液)混匀)- i静置

%"XN5"加入#""$B">#&X27*B 乙二醇水溶
液)混匀)室温静置%"XN5"将#XH抗,+B单
抗溶液加入上述溶液中)混匀)于- i下用

">".X27*B;L/>.碳酸盐缓冲液$*]%透析

&G"加入-"$B硼氢化钠溶液$.H*B%)混匀)

-i静置!G后装入透析袋内)对">"!X27*B
;L0>-磷酸盐缓冲液$,]%-i透析过夜后)取
出酶标记物)加入等体积甘油)I!" i保存
备用#

BAB!固相抗体的制备
用">#X27*B;L/>.的碳酸缓冲液$*]%将

包被用 ,+B 单抗稀释至 #" XH*B)以每孔

!""$B加入化学发光板中)-i过夜#次日倾去
包被液)再按每孔!."$B加入封闭液)%0i封
闭#G)此后倾去封闭液)自然晾干#

BAD!*G#标准品的配制
将胎牛血清在.&i下灭活%"XN5)将不同

量的人,+B加入到灭活后的胎牛血清中)配制

,+B 浓 度 分 别 为 ."&#!.&%""&K""&!"""&

-"""X’S*B的标准品)用 [."&[#!.&[%""&

[K""&[!"""和[-"""表示用,+B免疫放射分
析试剂盒校正该标准品浓度#校正后的标准品
以">.XB分装)冻干)于!#Ki下保存#

BAE!*G#酶促化学发光免疫分析程序
在包被有抗体的化学发光板中)每孔中加

."$B标准品或样品&#."$B酶标抗体)混匀)

%0i下反应#G)洗涤拍干#此后加入!""$B
化学发光底物)静置#XN5)检测各孔发光计数#
以,+B浓度$X’S*B%为横坐标)相应的发光计
数为纵坐标)采用双对数作图法绘制标准曲线)
并根据样品的发光计数计算待测样品的,+B
浓度#

D!结果和分析
DA!!试剂盒工作条件的选择

DA!A!!酶标抗体工作浓度的选择!,+B单抗
包被浓度为#"XH*B时)观察不同酶标抗体稀
释对标准曲线的影响)结果列于表##由表#可
知)随着酶标抗体稀释度的增大)非特异结合&信
噪比及相关系数均在减小)考虑到分析灵敏度及
酶标抗体的用量)选择酶标抗体的稀释度为#c
."""#此稀释度下)非特异结合为#&&")信噪
比为#.>.)相关系数为">//&#

表!!酶标抗体稀释度的选择

酶标抗体稀释度 非特异结合 信噪比 相关系数

#c!""" !"!. !0>K ">//0

#c.""" #&&" #.>. ">//&

#c#"""" #--. 0>. ">//%

#c!"""" ##.. !>K ">//!

D>!>B!包被浓度的选择!用包被缓冲液将包被
用抗体稀释至#&!&.&#"&#.XH*B)酶标抗体稀
释度为#c.""")观察不同包被浓度对标准曲线
的影响)结果示于图##由图#可知)各标准点
发光计数随包被浓度升高而增大)达#"XH*B
后)发光计数基本不再变化#说明抗体包被浓度

#"XH*B基本已达饱和)故选择抗体包被浓度为

#"XH*B#

D>!>D!反应时间选择!在包被有固相抗体的发
光板微孔中加入,+B标准品&酶标抗,+B抗
体)混匀)分别在%0i反应">.&#&!&%G)测定发
光计数)计算信噪比及线性相关系数)结果列于
表!#由表!可知)随着反应时间的延长)信噪
比在增加)%0i反应!G后基本达到平衡"但反
应#G信噪比已达##>!)可满足临床,+B测定
分析灵敏度的需求#为满足临床快速检测的需
要)选择反应时间为#G#
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图!!*G#酶促化学发光包被浓度选择

&!!![.""%!!![#!."’!!![%"""

a!!![K"""1!!![!""""2!!![-"""

表B!*G#酶促化学发光反应时间选择

反应时间#G 非特异 信噪比 相关系数

">. #-/" !>- ">//!

#>" #--" ##>! ">//%

!>" #-"" !">/ ">//-

%>" #%/" !#>K ">//.

DAB!方法学鉴定

DABA!!标准曲线及分析灵敏度!,+B酶促化
学发光标准曲线示于图!$同时测定!"个%零&
标准的发光计数值’以其平均值加!-在标准曲
线上对应的值为->!&X’S#B’即本方法的分析
灵 敏 度$ 本 试 剂 盒 的 测 定 范 围 为 ."
#-"""X’S#B$

图B!*G#酶促化学发光免疫分析标准曲线

D>B>B!精密度!选择高(中(低%个浓度样品进
行多次测定’其批内(批间变异系数列于表%$
由表%可知本方法的批内变异系数为%>.F#
.>%F’批间变异系数为/>KF###>!F’符合免
疫分析的基本要求$
D>B>D!健全性!将#份高浓度人,+B血清样
品进行系列倍比稀释’采用本试剂盒进行测定’
结果示于图%$对图%进行线性回归分析’相关

方程为6\!"0#!0?I!-!%’&\#$说明本方法
健全性良好$

D>B>E!回收率!向两份人血清样品中加入不同
浓度已知量的人,+B’测定其回收率’结果列于
表-$由表-可知’本方法回收率为/">%F#
#"">KF $

表D!批内!批间变异系数

样品

浓度

批内))\#"*

#?b-#)X’S+BI#**=#F

批间))\#"*

#?b-#)X’S+BI#**=#F

低 /%>&b.>" .>% /K>Kb##># ##>!

中 %#/>&b#!>! %>K %!!>"b!0>0 K>&

高 #"K">/b%0>. %>. #"!0>"b#"">/ />K

图D!*G#酶促化学发光健全性实验结果

表E!*G#酶促化学发光回收率实验结果

样品
,+B浓度#)X’S+BI#*

加入量 测定值 计算值
回收率#F

#号 " &K>%

#." !"#>- !#K>% /!>%

-"" -%">& -&K>% /#>/

#""" #"&0>% #"&K>% //>/

!号 " !./>-

-"" &&->. &./>- #"">K

#""" #!!/>" #!./>- /0>&

!""" !"%/>. !!./>- /">%

DAD!正常参考值
正常人血清,+B测定均值加减两个标准差

)#?‘!-*作为血清,+B正常值的上下限’本方法
正常女性血清参考值范围为-%>!#.#%>#X’S#

B))\.!*’正常男性血清参考值范围为.->K#
%%->%X’S#B))\&K*$
DAE!方法学比较
用本方法与原子高科股分有限公司生产的

,+B免疫放射分析试剂盒)’+@(*同时测定人血
清样品&0例’结果示于图-$由图-可知’本方法
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测定,+B浓度为.->%#%K".>.X’S!B"’+@(
测定,+B浓度为.%>/#%&&&>#X’S!B#相关方
程为6\"!/&?I-"!/"&\">/K/#此结果说明"本
法与’+@(法具有较好的相关性"可以用于人血

,+B浓度的测定#

图E!本方法与5G)>相关性实验结果

DAF!试剂盒的稳定性
将试制的,+B试剂盒在!#Ki下放置一

定时间后使用"观察质控值和标准曲线"结果列
于表.#从表.中数据可见"试剂盒于-i存放

&个月后"相关系数大于">//""质控值均在许可
范围内$质控#范围#K">/#!0#>-X’S!B"质控

!范围 %K/>"#.K%>& X’S!B"质控 % 范围

/&#>0##--!>.X’S!B%#表明,+B试剂盒在

!#Ki下至少可保存&个月#

!!将,+B试剂盒在%0i下存放一周后使用"
以存放在!#Ki的数据为对照"观察试剂盒的
标准曲线和质控值"结果列于表&#从表&中数
据可见"试剂盒于%0i存放#周后使用"相关系
数大于">//""质控值均在许可范围内#表明

,+B试剂盒可采用快速专递常温运输#

表F!试剂盒存放于B!IUP个月后测定结果

药盒批号 实验日期 存放时间 非特异结合 信噪比 相关系数
,+B浓度测定值!$X’S&BI#%

质控# 质控! 质控%

!""/"& !""/$"&$"% " !!!. %&>& ">/// !!#>" -&0>K ##0&>0

!""/"& !""/$"/$"! %个月 #!K" !.>0 ">//K !%">0 .!%>% #!&0>0

!""/"& !""/$#!$"! &个月 #-%" #->& ">//. !%0>- -//>" ##K->/

表P!D"U存放一周后*G#试剂盒标准曲线指标和质控值变化

组 别 非特异结合 信噪比 相关系数
,+B浓度测定值!$X’S&BI#%

质控# 质控! 质控%

对照组 %".. %0>/ ">/// #K/>/ -#">& #"%">/

实验组 !-". %->% ">//K !-#>. .#!>! #!#&>K

E!小!结
本工作采用两株自制的抗,+B单克隆抗体

研制了双位点夹心,+B酶促化学发光免疫分析
试剂盒#本试剂盒方法学鉴定符合免疫分析试
剂盒的质量控制要求"与同类商品试剂盒样品测
定值间有较好的相关性"可用于人,+B的测定#
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