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摘要：目的　 建立定量检测尿中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）的化学发光法并评价。方法　 以辣根过氧化物酶
标记 ＮＧＡＬ单抗、磁微粒包被 ＮＧＡＬ单抗，基于化学发光平台，采用双抗体夹心法模式，建立尿液 ＮＧＡＬ定量检测方法，并评价
空白限、线性范围、精密度、干扰、回收率和方法学等指标。结果　 空白限为 ０．１ ｎｇ ／ ｍＬ，线性范围为 １０～ １ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ，分析内
和分析间精密度（ＣＶ）均小于 ８％，血红蛋白 １００ ｍｇ ／ ｄＬ、三酰甘油 ３ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ、胆红素 ５０ ｍｇ ／ ｄＬ、抗坏血酸 １０ ｍｇ ／ ｄＬ、肌酐
１ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ、尿素 １２．５ ｇ ／ ｄＬ 干扰率小于 １０％；回收率为 ９０． ９％ ～ １０３． １％；第 ９５ 位百分位数法确定本方法参考区间为
０～１１１．０８ ｎｇ ／ ｍＬ；与 Ａｂｂｏｔｔ ＮＧＡＬ检测试剂进行方法学对比，相关系数（ｒ）为 ０．９９０ ５，总符合率为 ９６．１％。结论　 本研究建立
的尿液 ＮＧＡＬ定量检测方法性能良好，具有一定的临床应用价值。
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　 　 中性粒细胞明胶酶相关脂质运载蛋白（ｎｅｕｔｒｏ
ｐｈｉｌ ｇｅｌａｔｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｉｐｏｃａｌｉｎ，ＮＧＡＬ）作为一种
新型敏感的肾损伤标志物备受关注［１］。正常情况

下，ＮＧＡＬ由肾脏少量表达，在肾脏损伤前期，肾小
球缺血 ２ ｈ 内显著升高［２］。研究表明，尿 ＮＧＡＬ 比
血、尿肌酐更能特异性地反映急性肾损伤（ａｃｕｔｅ
ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的损伤程度［３］。ＮＧＡＬ 可以作为
ＡＫＩ早期诊断的一个敏感指标［４］。

目前 ＮＧＡＬ的检测方法主要有化学发光法、免
疫比浊法、ＥＬＩＳＡ等，如美国 Ａｂｂｏｔｔ 化学发光法、丹
麦 ＢｉｏＰｏｒｔｏ比浊法及美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍ 的 ＥＬＩＳＡ 法
等［５］。Ｋｉｆｔ等［６］研究显示，化学发光法与比浊法具

有比 ＥＬＩＳＡ 方法更宽的检测范围和灵敏度。另有
研究报道，不同方法学 ＮＧＡＬ 参考范围及其 ＡＫＩ 判
断临界值各不相同，差异较大［７９］。本实验采用化学

发光法定量检测人尿液中 ＮＧＡＬ 的含量，为 ＡＫＩ 的
诊断和患者治疗监测提供辅助手段。

１　 材料与方法

１．１　 标本来源及处理　 收集 ２０１９年 ３至 ７月河南省
人民医院住院患者尿液标本 ２０４份，另收集 ２０３份同
期健康者尿液标本。尿液标本 ４００×ｇ 离心５ ｍｉｎ，取
上清液于－２０ ℃保存备用。
１．２　 主要仪器与试剂　 ＡｕｔｏＬｕｍｏ Ａ２０００ ｐｌｕｓ 全自
动化学发光测定仪（郑州安图生物公司），ＡＲＣＨＩ
ＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ全自动免疫分析仪（美国 Ａｂｂｏｔｔ 公
司）；尿 ＮＧＡＬ测定试剂盒（化学发光微粒子免疫检

测法，批号 ８９１５９Ｕ１００，美国 Ａｂｂｏｔｔ 公司），小鼠抗人
ＮＧＡＬ单克隆抗体（克隆号 ５Ａ６、２Ｈ５）、ＮＧＡＬ 天然
纯化抗原、辣根过氧化物酶（郑州伊美诺公司），发

光底物 Ａ（鲁米诺）、发光底物 Ｂ（Ｈ２Ｏ２）（郑州安图
生物公司），磁珠（粒径 １．０ μｍ，粒径变异系数＜５％，
ＪＳＲ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），牛血清清蛋白（ＢＳＡ，Ｓｉｇｍａ
公司）。

１．３　 方法
１．３．１　 小鼠抗人 ＮＧＡＬ 单克隆抗体酶结合物的制
备　 用过碘酸钠法对小鼠抗人 ＮＧＡＬ单克隆抗体进
行辣根过氧化物酶标记，并通过半饱和硫酸铵法纯

化、透析，按体积比 １ ∶１加入 ５０％甘油混匀，于－２０ ℃
保存。用含 １０ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７．４
ＴｒｉｓＮａＣｌ稀释液将酶结合物稀释为不同比例。
１．３．２　 磁微粒包被抗体的制备　 将 ５００ μｇ 的磁珠
原液加入 ３００ μＬ ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ５．０ 的 ＭＥＳ 包被缓
冲液中反复吹打混匀，置于磁珠分离器上吸弃上清

液，重复 ３次，等比加入碳二亚胺和 ｓｕｌｆｏＮＨＳ活化，
室温反应 １ ｈ，置于磁珠分离器上吸弃上清液，分别
加入小鼠抗人 ＮＧＡＬ 单克隆抗体 ３０ μｇ、６０ μｇ、
１２０ μｇ偶联过夜，偶联结束后，置于磁珠分离器上吸
弃上清液后加入含 ２０ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ ７．４ ＴｒｉｓＮａＣｌ封闭保护液，混匀后置于磁珠分离
器，弃上清液，重复 ５次后，最后加入封闭保护液定容
至３ ｍＬ，得到包被抗体浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ、２０ μｇ ／ ｍＬ、
４０ μｇ ／ ｍＬ的磁微粒混悬液，置于 ２～８ ℃保存。
１．３．３　 校准品制备及赋值　 ＮＧＡＬ无国家标准品或
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国际标准品，根据 ＧＢ ／ Ｔ ２１４１５２００８描述，校准品结
果溯源至 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ 系统。校准品稀释
液为含 ２０ ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的 ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７．４ ＰＢＳ，无基
质效应。将 ＮＧＡＬ抗原用校准品稀释液配制成不同
浓度，浓度分别接近 ０ ｎｇ ／ ｍＬ、１０ ｎｇ ／ ｍＬ、１００ ｎｇ ／ ｍＬ、
５００ ｎｇ ／ ｍＬ、１ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ、１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ，分装保存于
－２０ ℃。

用 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ 系统及配套尿 ＮＧＡＬ
测定试剂盒（化学发光微粒子免疫检测法）对上述

制备的校准品进行赋值，并用赋值后的校准品和建

立的尿 ＮＧＡＬ磁微粒化学发光法同时定标，建立标
准曲线，同步测定 ２０份临床梯度浓度尿液样本。将
得到的两组结果值进行线性回归，确定两者测定结

果的偏倚程度。

１．３．４　 磁微粒化学发光法检测 ＮＧＡＬ　 准备测试样
本（校准品或待测样本）并正确放置 ＡｕｔｏＬｕｍｏ
Ａ２０００ ｐｌｕｓ 试剂位，点击启动按钮进行定标程序或
样本检测程序。执行定标程序时，完成 ２０ μＬ 校准
品（０、９． ８、１００． １、４９８． ５、９９９． ３、１ ４９０． ６ ｎｇ ／ ｍＬ）、
２０ μＬ磁微粒混悬液（２０ μｇ ／ ｍＬ）、５０ μＬ 酶结合物
（１ ∶３ ０００稀释）、５０ μＬ 样本稀释液的分注；执行样
本检测程序时，用样本稀释液按体积比 １ ∶９ 稀释待
测样本，完成 ２０ μＬ稀释后样本、２０ μＬ磁微粒混悬
液（２０ μｇ ／ ｍＬ）、５０ μＬ 酶结合物（１ ∶ ３ ０００稀释）、
５０ μＬ样本稀释液的分注。反应液混匀后 ３７ ℃温育
１５ ｍｉｎ，用清洗液对反应液进行清洗分离，完成
５０ μＬ底物 Ａ 液和 ５０ μＬ 底物 Ｂ 液的分注，将反应
液混匀，检测发光强度。仪器自动操作系统通过存

储的四参数 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ拟合的定标曲线及样本测试的
发光信号值计算样本测试结果。

１．４　 统计学分析　 线性拟合采用 Ｅｘｃｅｌ 软件进行，
性能评价按照 ＥＰ 文件的实验要求，实验结果采用
ＳＰＳＳ ２０．０软件进行统计学分析。

２　 实验与结果

２．１ 　 抗体效价确定 　 酶结合物稀释比例为 １ ∶
１ ０００、１ ∶２ ０００、１ ∶３ ０００、１ ∶４ ０００，磁微粒包被抗体浓
度为 １０ μｇ ／ ｍＬ、２０ μｇ ／ ｍＬ、４０ μｇ ／ ｍＬ，相互组合方
阵实验，考核不同浓度样本，酶结合物稀释比例 １ ∶
３ ０００、磁珠包被浓度 ２０ μｇ ／ ｍＬ时发光值最大，最终
确定该浓度为工作浓度。

２．２ 　 标准曲线 　 通过临床样本及 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ
ｉ２０００ＳＲ系统对校准品赋值，以校准品浓度为 Ｘ、发
光值 ｌｇ为 Ｙ，建立四参数 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合数学模型，

函数方程为 Ｙ ＝（９． ５７ － ４． ２７）／［１ ＋（Ｘ ／ ２２． ６）－０．４］＋
４．２７，ｒ２ ＝ ０．９９９ ９６，见图 １。本方法与 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ
ｉ２０００ＳＲ系统检测 ２０ 份临床样本的结果相关性良
好，ｒ２ ＝ ０．９９９ ４，斜率为 ０．９９６ ９，校准品赋值偏倚在
１０％以内。

图 １　 磁微粒发光 ＮＧＡＬ标准曲线

２．３　 分析性能评估
２．３．１　 空白限 　 按照美国临床和实验室标准化协
会（ＣＬＳＩ）标准 ＥＰ１７Ａ２方法，将零浓度校准品重复
测定 ２０次，计算得到 ２０ 个发光值，计算平均值（珋ｘ）
和标准差（ｓ），得出 珋ｘ＋２ｓ 的发光值。根据零浓度校
准品（校准品 １）和校准品 ２（１０ ｎｇ ／ ｍＬ）的浓度－发
光值的结果进行两点回归拟合，得出曲线方程为Ｙ＝
３０４ ３８１Ｘ＋１８ ６７３。珋ｘ＋２ｓ所对应的发光值为４９ １１１，
将其代入上述方程，经计算检测浓度为０．１ ｎｇ ／ ｍＬ，
即为本实验建立的 ＮＧＡＬ检测方法的空白限。
２．３．２　 线性范围　 按照 ＣＬＳＩ 标准 ＥＰ６Ａ 方法，建
立本试剂盒的线性范围。１０ 份浓度约为 ２ ０００
ｎｇ ／ ｍＬ的临床高值样本和 １ 份浓度接近 ０ 的低值样
本按照不同比例混合，制备 １０ 组系列浓度的样本，
每个样本重复测定 ４次，求其平均值，对各组数据进
行多项回归分析。实验结果表明，１０ 组样本在 １０ ～
１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ浓度范围内，每个样本的实际测定浓度
与理论浓度相对偏差均小于 １０％，回归方程的 ｒ２ 均
大于 ０．９９０，斜率 １．０±０．５，因此本研究建立的 ＮＧＡＬ
检测方法在 １０～１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ范围内线性良好。
２．３．３ 　 精密度 　 按照 ＥＰ５Ａ２ 的方法分别测定高
（７５０．８ ｎｇ ／ ｍＬ）、中（２２８．６ ｎｇ ／ ｍＬ）、低（４７．６ ｎｇ ／ ｍＬ）
浓度精密度质控品样本 ３ 份，各重复测定 ２０ 次，计
算分析内变异。３份精密度质控品样本每天各检测
２ 次，每次 ２个重复，２次检测之间至少间隔 ２ ｈ。连
续检测 ２０ ｄ，每天改变精密度样本的检测顺序，利用
ＭＶＳ软件计算分析间变异（天间变异）。结果显示，
分析内精密度（ＣＶ）、分析间精密度（ＣＶ）均小于
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８％，具有良好的精密度。见表 １。

表 １　 分析内和分析间精密度实验结果

样本浓度

（ｎｇ ／ ｍＬ）
分析内精密度（ｎ＝ ２０）
珋ｘ±ｓ（ｎｇ ／ ｍＬ） ＣＶ（％）

分析间精密度（ｎ＝ ８０）
珋ｘ±ｓ（ｎｇ ／ ｍＬ） ＣＶ（％）

４７．６ ４８．０±１．７７ ３．６８ ４７．５５±１．７５ ３．６８
２２８．９ ２２２．８±９．０１ ４．０４ ２３０．４７±５．８ ２．５２
７５０．８ ７８６．１６±４５．６４ ５．８１ ７６９．５４±２７．３４ ３．５５

２．３．４　 干扰试验　 取高、低浓度样本分别按一定浓
度添加干扰物血红蛋白、三酰甘油、胆红素（ＤＭＳＯ

溶解）、抗坏血酸、肌酐、尿素进行测定，重复 ３ 次，
计算平均值和干扰率。干扰率 ＝［（干扰样本浓度－
对照样本浓度）－（溶剂样本浓度 －对照样本浓
度）］／对照样本浓度×１００％。结果显示，１００ ｍｇ ／ ｄＬ
血红蛋白、３ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ 三酰甘油、５０ ｍｇ ／ ｄＬ 胆红
素、１０ ｍｇ ／ ｄＬ 抗 坏 血 酸、１ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ 肌 酐、
１２．５ ｇ ／ ｄＬ尿素的干扰率均小于 １０％，对检测体系干
扰不明显。见表 ２。

表 ２　 添加干扰物对检测结果的影响

干扰物
干扰物

添加浓度

高值样本

对照样本

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

干扰样本

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

仅添加溶剂

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

干扰率

（％）

低值样本

对照样本

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

干扰样本

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

仅添加溶剂

浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）

干扰率

（％）

血红蛋白 １ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ ７５４．２８ ９７１．１０ — ３．４ １８．１９ ９０．４１ — １４１．２
５００ ｍｇ ／ ｄＬ ７８５．１７ ８０５．３９ — －１３．２ １９．２２ ６８．４１ — ９２．６
１００ ｍｇ ／ ｄＬ ８７１．７２ ８２８．６２ — －４．９ ２０．６０ ２２．７２ — ６

三酰甘油 ３ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ ７２７．３９ ６９６．６９ — ４．２ １７．５８ １６．７４ — －４．８
１ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ ７２９．６４ ７１４．６２ — ０．４ １８．２７ １７．６８ — －２．１
５００ ｍｇ ／ ｄＬ ７６０．０３ ７７１．３２ — ８ １９．０１ １８．１６ — －４．３

胆红素 ５０ ｍｇ ／ ｄＬ ８２３．２２ ７５５．３９ ７２６．５１ ３．５ １７．５８ １７．１３ １８．５０ －７．８
２５ ｍｇ ／ ｄＬ ８４７．５１ ７６６．６３ ７７２．３８ －５．５ １７．５８ １７．６７ １８．０３ －８．６
１０ ｍｇ ／ ｄＬ ８５４．３４ ７５９．１０ ８２７．１６ －０．４ １７．５８ １７．４８ １９．６１ －４．５

抗坏血酸 １０ ｍｇ ／ ｄＬ ８５４．３７ ９１３．５５ — ６．９ １８．５０ １７．９６ — －２．９
５ ｍｇ ／ ｄＬ ８５４．３７ ９２５．９４ — ３．５ １９．０３ １８．６２ — －１．１

肌酐 １ ０００ ｍｇ ／ ｄＬ ６９３．５２ ６７７．８５ — －２．３ １６．０２ １５．１６ — －５．４
５００ ｍｇ ／ ｄＬ ６９８．９１ ７０３．８６ — ４．２ １３．６６ １２．９９ — －７．５

尿素 ２５ ｇ ／ ｄＬ ４５０．５２ ４０６．５２ — －９．８ １０．３０ ８．０８ — －２１．５
１２．５ ｇ ／ ｄＬ ４９７．１７ ４７２．１７ — １．３ １１．１４ １０．０５ — ７．１

２．４　 参考值范围确定　 依据《体外诊断试剂分析性
能评估指导原则———参考值（参考区间）（征求意见

稿）》，用本方法试剂测定河南省人民医院检验科

２０３份健康人尿液样本，并分析 ＮＧＡＬ 水平的分布
情况，结果见图 ２。２０３份健康人群尿液 ＮＧＡＬ水平
呈偏态分布，采用第 ９５位百分位数法确定本方法参
考区间为 ０～１１１．０８ ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ２　 健康人尿液 ＮＧＡＬ水平检测浓度分布（ｎ＝ ２０３）

２．５　 准确度
２．５．１　 回收率　 根据《体外诊断试剂分析性能评估

系列指导原则（征求意见稿）》文件进行试剂盒的回

收率评估。选择高值样本 ５ 份，按照体积比 １ ∶９ 分
别加入 ５ 份基质标本中，即加入高值样本体积
０．１ ｍＬ，基质样本体积 ０．９ ｍＬ，制成回收标本，每个
回收样本重复检测 ３次，求均值，计算回收率。回收
率 Ｒ＝［Ｃ ×（Ｖ０ ＋ＶＳ）－Ｃ０ ×Ｖ０］／（ＣＳ ×ＶＳ）× １００％
（Ｖ０：低值标本的体积，ＶＳ：高值标本的体积，Ｃ：回收
标本的检测浓度，Ｃ０：低值标本的检测浓度，ＣＳ：高值
标本的检测浓度）。结果表明，本方法检测 ５ 份样
本的回收率均为 ９０．９％～１０３．１％。见表 ３。

表 ３　 回收试验结果

回收

样本

高值样本浓度

（Ｃｓ，ｎｇ ／ ｍＬ）
基质样本的浓度

（Ｃ０，ｎｇ ／ ｍＬ）
检测浓度均值

（ｎｇ ／ ｍＬ）
回收率

（％）
１ １ ３８７ ０．０４ １３７．４４ ９９．１
２ １ ２６９．５ ０．０３ １２３．５５ ９７．３
３ １ ３７０ ０．０４ １４０．８４ １０２．８
４ １ ２５０．５ ０．０４ １２８．９６ １０３．１
５ １ ２２３ ０．０９ １１１．１９ ９０．９

２．５．２　 方法学比对　 ２ 种方法同时检测 ２０４ 例新鲜
临床尿液样本，ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ 系统检测样本
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浓度范围为 １８． ９ ～ １ ４６０ ｎｇ ／ ｍＬ。以 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ
ｉ２０００ＳＲ系统 ＮＧＡＬ 检测试剂结果为 Ｘ 轴，以安图
磁微粒化学发光 ＮＧＡＬ 检测试剂结果为 Ｙ 轴，相关
性拟合曲线为 Ｙ ＝ １．０３８ ７Ｘ－９．８３４ ６，ｒ ＝ ０．９９０ ５，用
ＳＰＳＳ软件进行线性回归统计，斜率 ｂ对应 Ｐ＞０．０５，说
明斜率与 １差异无统计学意义，相关性良好，见图 ３。

ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ 系统 ＮＧＡＬ 检测试剂参
考值范围第 ９５ 百分位数≤１３１．７ ｎｇ ／ ｍＬ，本方法参
考值范围为 ０～１１１．０８ ｎｇ ／ ｍＬ，定性分析结果见表 ４。
临床样本两法检测结果的阳性符合率为 ９６． ９％
（９４ ／ ９７），阴性符合率为 ９５．３％（１０２ ／ １０７），总符合
率为 ９６． １％。经 Ｋａｐｐａ 系数检验，ｋ ＝ ０． ９２２，Ｐ ＜
０．００１，说明本方法与 ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ ｉ２０００ＳＲ 系统
ＮＧＡＬ检测试剂吻合度有统计学意义且具有高度的
一致性。

　 　 图 ３　 临床尿液 ＮＧＡＬ 不同方法学检测结果相关性分
析（ｎ＝ ２０４）

表 ４　 安图与 Ａｂｂｏｔｔ ＮＧＡＬ试剂检测临床样本的结果符合率

安图 ＮＧＡＬ
Ａｂｂｏｔｔ ＮＧＡＬ
阴性 阳性

共计

阴性 １０２ ３ １０５
阳性 ５ ９４ ９９
共计 １０７ ９７ ２０４

３　 讨论

　 　 本方法的空白限为 ０．１ ｎｇ ／ ｍＬ，线性范围为 １０～
１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ，分析内、分析间精密度不高于 ８％，满
足临床患者 ＮＧＡＬ 定量检测分析。血红蛋白、三酰
甘油、胆红素、抗坏血酸、肌酐、尿素等尿液中常见干

扰物在一定浓度下干扰率均小于 １０％，对检测结果
影响小。试剂回收率在 ９０．９％ ～ １０３．１％范围内，与
Ａｂｂｏｔｔ ＮＧＡＬ 检测试剂进行方法学对比，临床相关

性 ｒ＝ ０．９９０ ５，总符合率 ９６．１％，两者具有良好的相
关性且一致性高。

本研究建立的 ＮＧＡＬ 化学发光定量检测方法，
搭配全自动化学发光测定仪检测临床尿液样本，具

有高通量，线性范围宽、高精密度和高特异性等优

点，可满足临床患者 ＮＧＡＬ 的定量分析，为 ＡＫＩ、慢
性肾病等患者提供治疗效果监测及诊断辅助手段。
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