
收稿日期!!""#$"F$"%!修回日期!!""#$"($"’
作者简介!刘佳宁"%#(%#$%女%湖北武汉人%助理研究员%免疫分析专业

第!)卷 第%期

!"%"年!月

同!位!素

45673,.589:5;5<1:

=5.2!)!>52%

?1@2!"%"

促黄体生成激素酶促化学发光免疫分析方法的建立

刘佳宁!刘一兵!贾娟娟!许文革!张雪峰!韩世泉
"中国原子能科学研究院 同位素研究所%北京!%"!’%)$

摘要!采用双抗体夹心一步检测法和鲁米诺$过氧化氢发光体系建立了血清促黄体生成激素"DL$的酶促化

学发光免疫分析方法&结果显示%本方法测量范围为%2H"!""9c’D%灵敏度为"2"(9c’D%批内变异系数*
#Y%批间变异系数*%%Y%回收率为#&2)Y"%%!2%Y%稀释实验测定值与稀释度呈线性相关%相关系数7Z

"2##H&与进口酶 促 化 学 发 光 免 疫 分 析 试 剂 盒 测 定 的 临 床 值 进 行 比 较%线 性 相 关 方 程 为BZ"-#&F4_

"2"&(#%相关系数7Z"2#FH%相关性良好&方法学鉴定结果符合免疫分析的基本要求&

关键词!促黄体生成激素!酶促化学发光免疫分析!分析方法
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!!促 黄 体 生 成 激 素"D6;1-3-d-3KL57+531%

DL$是由脑垂体前叶嗜碱性细胞分泌的一种糖

蛋白类促性腺激素%含!%#个氨基酸%相对分子

质量约)""""%由非特异的,亚基和特异的*亚

基组成%DL与特异性受体的相互作用及信号转

导由*亚基决定)%*&促 黄 体 生 成 激 素 受 体 主 要

存在于卵泡颗粒细胞+黄体细胞和睾丸间质细胞

膜上%DL与细胞膜上相应受体结合后通过腺苷

酸环 化 酶 系 统 刺 激 甾 体 激 素 生 成%在 受 精 卵 着

床+性腺发育及功能调节中起重要作用)!*&垂体

DL的分泌受 下 丘 脑 分 泌 的 促 性 腺 激 素 释 放 激

素的 严 格 控 制%随 女 性 月 经 周 期 而 呈 周 期 性 变

化%通过刺激卵巢合成类固醇而促进排卵和黄体

生成%并促进黄体分泌雌激素和孕激素!对男性

则促进睾丸间质细胞增生%分泌雄激素))*&检测

DL含量对预 测 排 卵 期+更 年 期 综 合 征+多 囊 卵



巢综合征!原发性不孕症!月经失调!子宫内膜异

位症!性腺功能低下等生殖系统的生理研究!疾

病诊疗!随访等具有重要意义"’#$目前DL的检

测主要有放射免疫分析!免疫放射分析!酶联免

疫分析!时间分辨荧光免疫分析!胶体金试纸条!
化 学 发 光 免 疫 分 析 等 多 种 标 记 免 疫 分 析 方 法$
其中%化学发光免疫分析具有无放射性污染!检

测范围宽!灵 敏 度 高!发 光 迅 速!操 作 简 便 等 优

点%近年来发展迅猛%是目前推广应用最快的免

疫分析方法之一$
本工作拟根据酶促化学发光免疫分 析 方 法

原理%建 立 血 清DL 的 酶 促 化 学 发 光 免 疫 分 析

方法$

=!实验材料

=?=!主要仪器

化学发光 检 测 仪 及 其 软 件&O,..,0公 司 产

品’CG]]G$M%!#计 数 器&NAM公 司’%!&"+
型#计数器&DhQ公司产品$

=?>!主要试剂

标记单 克 隆 抗 体(DLH)"%)和 包 被 单 克 隆

抗体(DLH)"’)&]1T-V公司产品’DL标准品抗

原&9M>Q-5+1T-0,.公 司 产 品’辣 根 过 氧 化 物 酶

(LbA)!BU113$!"&X-K+,公 司 产 品’化 学 发 光

板&购自深圳金灿华实业有限公司’胎牛血清&北
京元亨圣马生物技术研究所产品’发光底物&原

子高科股份有限公司医学二部提供$

>!实验方法

>?=!标准品的配制

将DL标准品用中国药品生物 制 品 检 定 所

标准品标定后%用 灭 活 胎 牛 血 清 稀 释 为%2H!H!

%H!’H!%""!!""9c*D%每瓶"2H+D分装冻干后

[!"‘保存备用%使用前每瓶加"2H+D蒸馏水

复溶$

>?>!固相抗体的制备

用"2%+5.*D<L#2H的碳酸缓冲液(MQ)将
抗DL 单 抗(DLH)"’)稀 释 为H+K*D%以 每 孔

!""$D加入化学发光板中%’‘过夜’弃去包被

液%拍干%每孔加!H"$D封闭液(含"2’Y明胶%

!Y丙三醇%HY蔗糖%<LF2’)%)F‘封闭%J’倒
出封闭液%晾干备用$

>?@!酶标抗体的制备

采用改良高碘 酸 钠 氧 化 法"H#制 备DL 的 酶

标记物%辣根过氧化物酶与DLH)"%均为%+K$
酶标记物于"2"!+5.*D<LF2’的磷酸缓冲液

(AQ)中透析过夜后加入等体积甘油%[!"‘保

存备用$

>?A!酶促化学发光免疫分析程序

向包被好的 化 学 发 光 板 中 同 时 加 入H"$D
标准品或待测样本和%H"$D酶标抗体%)F‘温

育%J%弃 去 反 应 液%用 磷 酸 缓 冲 液(含"2"HY
BU113$!"的"2"!+5.*D<LF2’)清洗酶标板%
每孔)""$D%清 洗’次$然 后 加 入 新 鲜 配 制 的

发光底物工作液%每孔!""$D%室温静置%+-3$
在化学发光仪上检测发光计数率%以发光计数率

为纵坐标%标准品浓度为横坐标%采用双对数作

图法绘制标准曲线并拟合线性回归方程%根据样

品的 发 光 计 数 率%计 算 出 血 清 样 品 中 DL 的

浓度$

@!结果与讨论

@?=!方法学建立

@?=?=!包被 浓 度 选 择!以"2%+5.*D<L#2H
的MQ将 包 被 用 的 单 克 隆 抗 体DLH)"’分 别 稀

释为%!!!H和%"+K*D%酶标记抗体稀释为%f
%H"""%标 准 品 为H"$D%酶 标 抗 体 为%H"$D%

)F‘反应%J%观察不同包被浓度对免疫分析结

果的影响%结 果 示 于 图%$由 图%可 见%不 同 包

被浓度下各标准点发光计数率基本相同%考虑到

包被板的稳定性%选择H+K*D作为本分析方法

的包被浓度$

图=!0N包被浓度选择

’+++"’3+++%2H9c*D’)+++H9c*D’\+++%H9c*D’

.+++’H9c*D’(+++%""9c*D’_+++!""9c*D

@2=2>!酶 标 抗 体 稀 释 度 选 择!确 定 包 被 浓 度

后%将辣根过氧化物酶标记的DLH)"%抗体分别

稀释H"""!%""""!%H"""!!""""倍%观察不同
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酶标记抗体浓度对免疫分析结果的影响!以发光

计数率和标准品浓度的双对数作标准曲线!计算

线性拟合相关系数和信噪比!结果列于表%"根

据其曲线信噪比和线性相关系数选定酶标记抗

体工作浓度为%f%"""""

表=!0N酶标抗体稀释度选择

稀释度 信噪比 相关系数

%fH""" H2!H "2###

%f%"""" #2#F "2##F

%f%H""" &2&# "2##!

%f!"""" &2#" "2##!

@2=2@!反应体积选择!确定了最佳包被浓度和

酶标抗体稀释度后!设定不同的标准品和酶标抗

体体积!)F‘下反应%J!检测发光计数率!以发

光计数率和标准品浓度的双对数作标准曲线!计
算线性拟合 相 关 系 数 和 信 噪 比!结 果 列 于 表!"
根据其曲线信噪比和线性相关系数选择反应体

积为标准品H"$D!酶标抗体%H"$D"

表>!0N反应体积选择

标准品_酶标抗体#$D 信噪比 相关系数

!H_%FH !2H% "2##(

H"_%H" &2"’ "2##H

%""_%"" %F2)& "2##)

@2=2A!反应时间选择!确定了包被浓度$酶标

抗体 稀 释 度 和 反 应 体 积 后!设 定 反 应 时 间 为

!"+-3!%$!$)$’$HJ!观 察 发 光 计 数 率!结 果 示

于图!"由图!可 见!随 反 应 时 间 延 长!发 光 计

数率逐渐增加!反 应!J时 基 本 达 到 平 衡!为 实

现临床快速检测!选择反应时间为%J"

@?>!方法学鉴定

@?>?=!标准曲线及方法灵敏度!根据上述实验

确定的参数!建立DL酶促化学发光免疫分析标

准曲线!结果示于图)"由图)可得曲线线性拟

合方程%BZ%-"H#H4_’2!)H!!相 关 系 数7Z
"2###"同时平行测量%"个零标 准 品 的 发 光 计

数率!计算44_!>!将此值带入曲线方程!求出对

应的浓度为"2"(9c#D!此为方法学的灵敏度"

图>!0N反应时间选择

’&&&"’3&&&%2H9c#D’)&&&H9c#D’

.&&&’H9c#D’_&&&!""9c#D

图@!0N酶促化学发光免疫分析方法标准曲线

@2>2>!精密度!对DL含量为高$中$低的质控

血清分别在一次实验中平行多孔测定和在不同

实验中重复测定!计算批内$批间变异系数!结果

列于表)"由表)可知!本方法的批内变异系数

分别为(2)&Y$)2H&Y和’2"#Y!批间变异系数

分别为H2%’Y$#2HFY和%"2!)Y"此结果符合

方法学的要求"

表@!批内!批间变异系数测定结果

样品
批内(2Z%")

44#(9c*D[%) >#(9c*D[%) M=#Y

批间(2Z%")

44#(9c*D[%) >#(9c*D[%) M=#Y

% ()2!F &2#& (2)& (&2&! ’2’H H2%’

! %#2"’ "2&( )2HF !%2)! !2"’ #2HF

) ’2&# "2%# ’2"H H2&F "2H( %"2!)
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@2>2@!健全性!将%份高浓度DL血清样品进

行倍比稀释后测定!相关曲线示于图’"由图’
可得相关方程为#BZ’)-%(4[!2&"%!相关系数

7Z"2##H"稀释度与检测值呈线性相关!该结果

符合免疫分析的要求"

@2>2A!回收率!向)份血清样品中加入已知浓

度的DL标准品!测定其回收率!结果列于表’"
由表 ’ 可 知!本 方 法 的 回 收 率 为 #&2)Y "
%%!2%Y!平均%"’2)Y!符合免疫分析的要求"

@2>2B!特 异 性!分 别 用$零%标 准 品 将 高 浓 度

?XL&BXL&LMC抗原稀释为正常值的%"倍以

上!按照分析程序进行测定!检测其中DL 的含

量!换算为质量单位!计算交叉反应率!结果列于

表H"由表H可知!本分析方法与?XL&BXL无

明显交叉!与 LMC存在交叉反应"

!!DL与 LMC属于同一个超 家 族!具 有 相 似

的立体 结 构!二 者 结 合 于 一 个 共 同 受 体 DL’

LMC$b(F)"编 码 DL* 亚 基 的 基 因 定 位 于

%#S%)2)!与JMC*链 基 因 相 邻!JMC*亚 基 有

(HY的 序 列 与DL*亚 基 的 前%%’个 氨 基 酸 同

源(()!因此DL与 LMC更容易出现交叉反应"

图A!0N酶促化学发光分析方法健全性实验

表A!回收率实验测定结果

样品
DL加入量’

*9c+D[%,

DL检出量’

*9c+D[%,
回收率’Y

%号 ’2"F )2#! #&2)

#2"F %"2%F %%!2%

!’2"F !H2F! %"&2#

!号 %&2)# %F2F) %"(2!

!%2)# !)2%" %"(2"

)&2)# )&2") ##2"

)号 !F2H% !#2H! %"F2)

)!2H% ))2(& %"’2!

’F2H% ’&2"F #F2"

表B!交叉反应实验结果

试剂
加入量’

*$K+D[%,

测量DL的相当

含量’*$K+D[%,
交叉反应率’Y

?XL H" "2"!F "2"H

BXL &) "2FH %2%#

LMC ’"" H’2&! %)2&H

@2>2$!弯 钩 效 应!配 制 一 系 列 高 浓 度DL 样

品!按照分析 程 序 进 行 测 定!结 果 示 于 图H"由

图H可知!当 血 清 样 品DL 浓 度 达F"""9c’D
时!仍未 出 现 弯 钩 效 应!但 在#""9c’D处 出 现

拐点"

图B!弯钩效应实验

@?@!方法学比较

用本方法与Q10e+,3公司的全自动化学发

光系统共同检测H&份血清样本的DL含量!结

果示于图&"由图&可知!两种方法检测数据显

著相关!相关方程为BZ"-#&F4_"2"&(#!相关

系数7Z"2#FH"

图$!与W’3XE*.公司方法测定结果的相关性

@?A!主要组分的稳定性

@?A?=!包 被 板 稳 定 性!包 被 一 批H+K’D的

DLH)"’化学发光板!封闭后分为&份!抽真空!
分别于)F‘温 箱 放 置""%HT!检 测 发 光 计 数
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率!考察其稳 定 性!结 果 示 于 图F"由 图F可 以

看出!包被板在)F‘下放置%HT!基本稳定"

@2A2>! 酶 标 记 抗 体 稳 定 性 ! 将 酶 标 记 的

DLH)"%抗体稀释为%f%""""!分装为&份!置

)F‘温箱""%HT!考察其稳定性!结果示于图

("由图(可 以 看 出!酶 标 记 抗 体)F‘下 放 置

%"T基本稳定!%"T后发光计数率有所下降!但

不同时间标准曲线线性及信噪比均符合免疫分

析基本 要 求!)F‘下 放 置%HT后!线 性 拟 合 相

关系数为"2##F!信噪比为(2F("

图C!0N包被板稳定性实验

’###"$3###%2H9c%D$)###H9c%D$\###%H9c%D$

.###’H9c%D$(###%""9c%D$_###!""9c%D

图%!0N酶标记抗体稳定性实验

’###"$3###%2H9c%D$)###H9c%D$\###%H9c%D$

.###’H9c%D$(###%""9c%D$_###!""9c%D

@2A2@!标 准 品 稳 定 性!将 标 准 品 冻 干 粉 在

)F‘下放置""%HT!分别加"2H+D蒸馏水溶

解!做标准曲线!根据线性拟合方程计算各标准

点值!结果示 于 图#"由 图#可 知!高 浓 度 标 准

品)T后浓度有所下降!其余各标准品)F‘下放

置%HT基本稳定"

@2A2A!试剂盒整体稳定性!将冻干标准品&%f
%""""酶标记抗体&H+K%D包被板&发光液G&

Q分别于)F‘下放置""%HT!观察试剂盒整体

稳定性!结果示于图%""由图%"可知!)F‘下

放置%HT时 发 光 计 数 率 有 所 下 降!曲 线 线 性 拟

合相关系数为"2##)!信噪比为#2&!"符合免疫

分析方法的要求"

图D!0N标准品稳定性实验

’###"$3###%2H9c%D$)###H9c%D$\###%H9c%D$

.###’H9c%D$(###%""9c%D$_###!""9c%D

图=T!0N酶促化学发光试剂盒整体稳定性实验

’###"$3###%2H9c%D$)###H9c%D$\###%H9c%D$

.###’H9c%D$(###%""9c%D$_###!""9c%D

A!小!结

本实验建立的DL 酶促化学发 光 免 疫 分 析

方法!灵敏度高&精密度好&检测范围宽!虽然与

高浓度 LMC存在一定交叉反应!但对检测结果

无明显影响!检测值与国外同类试剂盒比较呈正

相关!各组分比较稳定!符合免疫分析基本要求"
在今后的研究中!可以通过多次细胞融合!制备

出与 LMC交叉反应率小的抗DL单克隆抗体!
进一步完善本免疫分析方法"
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