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一种高度敏感检测 !肽的磁分离酶联免疫荧光法
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* * 摘* 要：目的* 建立一种低成本、高敏感性检测人血清 +肽（+#,-./01-，+#,）的磁分离免疫荧光方法（2345-/06 7-.383#
/095 -5:;2- 022<59=><98-76-56-，?@AB）。方法* 用碱性磷酸酶（3>C3>05- .D97.D3/37-，E,）标记的抗 + 肽特异性单克隆抗体
（29596>953> 35/0F91;，2EF），与异硫氰酸荧光素（ =><98-76-05 079/D096;353/-，BAG+）偶联的另 ! 个抗 + 肽 2EF 配对构成双抗
体夹心免疫结合，用抗 BAG+ 的多抗免疫磁珠作为固相分离载体，用 %#甲基磷酸伞型酮（%#2-/D;><2F->>0=-8;>#.D97.D9806
3601，%#?H,）为荧光底物建立磁分离酶联免疫荧光分析法。结果* 方法灵敏度 "I "JJ 54 K 2>，批内变异系数（!"）为 %I %L
M $I (L，批间 !"为 %I JL M ’I NL，稀释回收率为 ’&I %L M !!(I %L，加标回收率为 (%I !L M !!JI "L。将实际样品测定
与磁分离免疫发光系统检测的结果相比较有较好的相关性。结论* ?@AB定量测定 + 肽的方法成本低、灵敏度及特异性
高、稳定性好，具有较好的应用前景。

* * +肽（+#,-./01-，+#,）又称连接肽，是胰岛 ! 细胞
的分泌产物，它与胰岛素有一个共同的前体———胰岛

素原。在胰岛 ! 细胞分泌颗粒中，胰岛素原经蛋白酶
裂解，形成等物质的量的由 EO 链组成的胰岛素和 +
肽，然后分泌并进入血液。由于 + 肽没有胰岛素的生
理作用，与胰岛素抗体无交叉反应，所以测定血循环中

+肽水平能反映 !细胞合成与释放胰岛素功能。胰岛
素进入肝、肾等组织，一方面受胰岛素酶的灭活，另一

方面在周围血循环中胰岛素每次循环将有 ’"L被破
坏，其半衰期只有 %I ’ 205，而 + 肽作为胰岛素等分子
的肽类物质，体内半衰期为 !" M !! 205，且血液 +肽水
平不受外源性胰岛素的影响，因此血中 + 肽浓度可更
好地反映胰岛 !细胞的贮备功能［!］。
* * 本法采用双抗体夹心法，用碱性磷酸酶（ 3>C3>05-
.D97.D3/37-，E,）作为酶标记物，以磁性微粒作为固相
分离载体，同时结合 %#甲基磷酸伞型酮（%#?H,）为底
物的荧光分析技术，旨在建立用磁分离免疫荧光方法

（ 2345-/06 7-.383/095 -5:;2- 022<59=><98-76-56-，
?@AB）对人 +肽进行定量检测的方法。

"# 材料与方法

!I !* 材料
* * 可识别 +肽抗原不同表位的 & 株单克隆抗体，购自 O091-#
7045公司；E,购自英国 O09:;2-公司；+肽抗原、BAG+及底物溶
液 %#?H,购自 P0423公司；活化剂 Q 琥珀酰亚胺 J#（&#吡啶二

* * 作者简介：白* 洁，女，山西省太原市人，硕士研究生，法医师，主要从事法医临

床学方面的研究。电话：（"!"）N&("’(!J，@#230>：69<F30R 79D<I 692

* * 通信作者：刘雅诚，电话：（"!"）N&("("!N，@#230>：;36D-54>0<R!NJI 692

* * 收稿日期：&""’#"!#!!；修回日期：&""’#"J#"N

硫基）丙酸酯（P,S,）和二硫苏糖醇（SGG）购自 ,0-86- 公司；磁
分离试剂、洗液购自北京倍爱康生物公司产品；+ 肽质控血清、
人胰岛素、牛胰岛素均购自中国药品生物制品检定所；蛋白质

纯化系统 ETGE .<80=0-8 !"" 购自安玛西亚公司；U06/98J荧光检
测仪为 ,-8T05@>2-8公司产品。

!I &* 方法
!I &I !* 2EF标记 BAG+［&］* * 抗体与 BAG+按 !V N（物质的量的
比）室温避光反应 % D，然后用 ,S!" 柱子去除游离的 BAG+，并
根据公式计算 B K ,比率：B K , W［&I ’) X #（%($）］K［#（&’"）Y
"Z J$ X #（%($）］。2EF 与 BAG+ 连接物（2EF#BAG+）的工作液
用 "I ! 29> K [ G807#\+>（.\ ’I "）的缓冲液稀释。
!I &I &* 2EF的 E,标记与纯化［&］* * 活化 E,和另 ! 株 2EF，
将两者按 !V !物质的量的比混合，室温反应 % D。然后通过 P<#
.-81-] &""凝胶层析柱分离纯化，除去游离的 2EF 和 E,，收集
蛋白峰。使用时，将收集的"峰、#峰按 !V !体积比混合，用含
! 229> K [ ?4+>&的 "I ! 29> K [ G807#\+>（.\ ’I "）缓冲液进行稀
释。

!I &I J* +肽荧光免疫分析方法的建立* * 分别配制 +肽浓度
为 "、"I &(、"I ’"、&I NN、)I J!、!’I $’ 54 K 2> 的溶液作为标准液，
取各浓度的标准液及样本各 !$ $>，加入酶标孔底部，再分别加
入 2EF#BAG+ 及 2EF#E, 试剂各 J" $>，混匀后 J) ^ 温育
J" 205，再加入磁分离剂 %" $>，充分混匀后于 J) ^反应 !" 205，
在磁分离器上分离 & 205后倾倒上清液，再用洗液清洗 J 次，加
入 !$" $> %#?H,工作液，混匀，室温反应 !$ 205，于磁分离器上
分离，见所有磁微粒全部沉淀后，检测荧光强度。采用四参数

拟合标准曲线，计算样品中 +肽的含量（54 K 2>）和 $& 值。
!I &I %* +肽 ?@AB法的性能检测* * 同时测量 &" 次 " 浓度标
准品，计算检测荧光值均数（!%）和标准差（ &），将 !% _ &7 值输入
拟合的曲线中，求出其浓度为灵敏度。在 ! 次测试中，对高、
中、低值血清（其浓度分别为 "I $、&I $ 、!" 54 K 2>）进行 !$ 次重
复测试，并计算其批内 !"；在 J 次测试中，对上述 J 个不同浓度
的血清进行 !$ 次重复测试，并计算其批间 !"。对高值样本血
清（JI "、NI "、!$ 54 K 2>）进行倍比稀释后测试其回收率，对低值
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表 !" 不同浓度的抗体标记物组合的荧光值（%&’()*+$ , %&’(&-，!. , %/）

$肽（0. , %/） 1# 2 , 3# 1 1# 2 , 3# 2 1# 2 , 4# 1 3# 1 , 3# 1 3# 1 , 3# 2 3# 1 , 4# 1 3# 2 , 3# 1 3# 2 , 3# 2 3# 2 , 4# 1

1 45 515 46 471 48 338 93 136 92 593 75 688 71 8!5 71 138 7! !28

1# 4! 46 922 92 468 95 464 21 161 57 785 86 81! 72 161 8! 828 !4 198

36# 26 462 365 937 193 977 8!7 87! 869 !87 239 3 445 758 765 5!2 8!8 9!2 3 995 124

!4 : 1# !!1 : 1# !!7 : 1# !!9 : 1# !!3 : 1# !!3 : 1# !!6 : 1# !!5 : 1# !!! : 1# !!7

样本血清添加一定浓度 $ 肽抗原后测试其添加回收率。将人
胰岛素和牛胰岛素分别配制成 2、32、41 0. , %/ 的浓度，用该法
检测，以此测试特异性。同时用建立的磁分离荧光法和磁分离

发光法检测 76 例患者血清中 $肽的含量，计算相关性。

#" 结果

4# 3" %&’ ()*+$的 ) , -比值
" " ) , - ;（4# 68 < 1# 537）,（3# 612 = 1# 92 < 1# 537）; 3# 33。

4# 4" 酶标记 %&’工作浓度的选择
" " 将 %&’()*+$配制成 1# 2、3# 1、3# 2 !. , %/浓度的工作液，
将 %&’(&-连接物配制成 3# 1、3# 2、4# 1 !. , %/浓度的工作液，
按照操作步骤，采用方阵法［9］选择 4 种标记 %&’ 的工作浓
度，测定 9 个标准点（1、1# 4!、36# 26 0. , %/）的荧光值，结果显
示浓度与荧光值的相关性（ !4）均大于 1# !!，通过比较各点荧
光值及浓度间落差发现当 %&’()*+$ , %&’(&- 的工作浓度分
别为 3# 1 !. , %/和 4# 1 !. , %/ 时，!4值最大，表现出了明显的
优越性。见表 3。

4# 9" $ 肽标准点的浓度梯度与对应荧光值的相关性
分析

" " 将浓度分别为 1、1# 4!、1# 61、4# 55、8# 93、36# 26 0. , %/的 $肽
与相对应的荧光值进行四参数线性拟合，显示在 1 >36# 26 0. , %/
的范围内曲线的线性良好，相关系数 !4值为 1# !!6 !。

4# 7" 对磁分离免疫荧光方法的评价
" " "灵敏度：9 次实验，可检测到的最小浓度为 1# 199 0. , %/。

#精密度：对两次实验整理，批内 "# 范围是 7# 7? > 2# !?，批
间 "#范围 7# 9? > 6# 5?。$回收率：将 $肽高值血清分别作
3@ 3 > 3@ 35 稀释后，测定 $肽的含量，两次实验得到的稀释回收
率为 64# 7? > 33!# 1?。把一定含量的标准 $肽抗原加入到 9
份样品中，两次实验测定的加浓回收率为 !7# 3? > 339# 1?。
%特异性：于血清样品中加入不同浓度的人胰岛素和牛胰岛素
后，用该法检测，结果表明无明显的交叉反应，具有特异性。&
对比试验：分别用该法和发光法同时检测 76 例患者血清 $ 肽
的含量，显示了较好相关性（$ ; 1A !44%，!4 ; 1A !24 6）。

$" 讨论

" " 血清 $肽水平的检测对于指导胰岛素治疗、鉴别
各种低血糖原因、糖尿病的分型、判断胰岛瘤手术效果

等具有重要的意义［7，2］，因此血清 $ 肽含量的测定在
临床越来越受到重视。在实际应用中，有的采用灵敏

度较高的全自动化学发光检测方法，但价格高昂，目前

很难普及；多数使用者采用 BC*D& 法，虽然具有简便
的优点，但由于检测灵敏度低，线性范围窄，仅能用于

定性和半定量检测，容易受实验因素的干扰，使其应用

受到了一定的限制。因此人们一直在寻求一种实验操

作简便、对仪器要求简单的血清 $肽检测方法。
" " 本实验方法符合了上述要求，其优点在于："采用
普通的 BC*D&微孔板为反应容器，可用于普通的荧光
检测仪器。目前高灵敏的检测方法多采用微粒子作为

分离试剂，化学发光试剂作为检测底物，且由于受到全

自动仪器的限制，试剂反应容器多为反应管。#本法
中采用 7(EF- 作为反应荧光底物，价格较低廉，且许
多实验室还能够自行合成，使用方便，而国内检测常用

的稳定高效化学发光底物均从国外进口，价格昂贵。

$本实验比较了 76 份血清值，相关系数达到了 1# !2
以上，显示了该法对实际样本检测有较好的准确性。

检测灵敏度的提高，能够更为可靠地监测血清中 $ 肽
的变化情况，这对于疾病的诊断与治疗具有十分重要

的意义。本实验也为其他种类的血清标志探求价廉、

简便、灵敏的检测方法积累了实践经验。
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