
3.5　X取值范围检查
　　作为对比方法 ,理论上要求应该没有误差 , 只有这样回归分

析的结果才有效 , 但在临床实验室这是不可能达到的 ,因为每个

测定都有其固定误差 , Ep9-A文件指出, 如果对比方法(X)的取值

范围有足够宽, 对比方法的这种误差在回归分析中可忽略不计。

并可用相关系数(r)来粗略估计X取值范围是否足够宽。 Ep9-A

文件要求 r≥0.975(或者是 r2≥0.95)则认为 X范围适合。

　　用相关系数 r 的计算公式

r =
∑
N

i
∑
2

j

(Xi j-X)(Yi j-Y)

∑
N

i
∑
2

j

(Xi j-X)2 ∑
N

i
∑
2

j

(Yi j-Y)2

X=
∑∑X ij

2N
　　Y=

∑∑Y ij

2N

　　我们计算得 BUN 的相关系数 r=0.9970 ,大于 Ep9-A 文件

要求的 0.975 故可认为本实验项目所取的 X范围适合 , 数据满

足要求。

4　线性回归

　　Ep9-A 文件对于成对数据系列(Xi j-Yij)斜率 b、截距 a的计

算方法如下:

a=Y-b X　　　　b=
∑
N

i
∑
2

j
(X ij-X)(Y ij-Y)

∑
N

i
∑
2

j
(X i j-X)2

X=
∑∑X ij

2N
　　Y=

∑∑Y ij

2N

　　直线回归方程为　　 Y=a+bX

结果:

a=0.0505　　b=0.985

直线回归方程为: Y=0.0505+0.985X 图形如 A。

　　斜率 b、截距 a的假设检验用SPSS 统计软件包 ,其结果如下:

a:S x =0.169　　t=0.299　　P= 0.766

b:S x =0.009　　t=108.725　　P =0.000

5　计算预期偏差(Bc)和相对偏差

Bc=a+(b+1)Xc

图 5　Y=0.0505+0.985X　r2 =0.9940

　　我们选定 BUN 医学决定水平的两个端点(2.1 , 10.0)[ 2] 和

所用仪器所示的线性范围达到的水平来计算预期偏差 Bc, 结果

见表 4。
表 4　预期偏差与相对偏差

给定差(mmol L) 预期偏差(mmol L)相对偏差(%)

2.1 0.042 2.1

10.0 -0.014 -0.14

45 -0.259 -0.58

6　结论

　　根据 NCCLS E 有关指南文件 Ep9-A 对新购进的自动生化

分析仪 BT2000 与对比方法用的自动生化分析仪日立 7150进行

方法对比及偏差评估 ,测定表明两者有良好的相关性。测定项

目尿素氮(BUN)的相关系数 r=0.9970 , 回归方程 Y =0.0505+

0.985X ,最大相对偏差是 2.1%, 最小 0.14 %。在分析范围内

的相对偏差较小可满足临床要求。

　　关键词:患者血清;方法对比;偏差评估

　　中图法分类号:R197.39　　　文献标识码:B
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　　免疫细胞化学(Immunocytochemistry , ICC), 或称免疫组织化

学 ,其主要原理是用标记的抗体(或抗原)对细胞或组织内的相

应抗原(或抗体)进行定性 、定位或定量检测 , 经过组织化学的

呈色反应之后 ,用显微镜 、荧光显微镜或电子显微镜观察。 该

技术在信号转导研究中具有一些其它技术所不可替代的优势 ,
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现主要介绍该技术在转录因子(Transcription factors , TFs)激活研

究中的应用及其特点。

1　材料与方法

1.1　细胞株
　　人脐静脉血管内皮细胞株 ECV-304购自 ATCC 公司。加入

含 10%胎牛血清的 M199培养基培养 , 2～ 3 d 传代 1次。

1.2　主要试剂
　　LPS(0111:B4)购自 Sigma 公司 , 抗 p65 抗体 、CREB(cAMP

Response Element Binding Protein)抗体 、磷酸化 CREB 抗体 、碱性

磷酸酶显色系统分别购自 Santa Cruz、New England Biolabs 公司。

1.3　免疫细胞化学技术
　　将细胞接种置于培养板中的盖玻片 ,用 100 ng ml LPS 刺激

细胞至预定时相点(0、15 、30 、60、90、120、180 min)后进行 ICC 检

测。操作步骤参照文献[ 1] 描述 , 样本封片后于显微镜下照像 ,

并于 200倍视野下随机选取5 个视野计数 p65 核转位细胞数。

2　结果

2.1　LPS刺激 ECV-304细胞诱导 p65核转位 ,以时间

依赖方式激活细胞
　　正常培养条件下 , p65 主要定位于细胞浆 , LPS 刺激后 15

min发生核转位 , 以 30 min 左右最明显 ,见图 1 , 刺激 120 min 后

核转位现象基本消失。0 、15、30、60、120 、180 min 的核转位比率

(%),分别为(0.71±1.6)、(32.1±3.2)＊＊、(93.0±7.9)＊＊、

(78.3±7.2)＊＊ 、(3.43±2.6)、(1.92±1.8)(＊＊:与对照组相比

P<0.01)。以 p65 核转位的有无来判定细胞是否激活 , 显示

LPS 刺激下激活细胞的比率具有时间依赖性。

图 1　p65 主要分布于正常培养 ECV-304细胞浆(A), 100 ng ml

LPS刺激 30 min诱导 p65核转位(B)　(AP×200)

　　100 ng ml LPS 刺激 ECV-304 细胞 , 激活细胞的比率具有时

间依赖性。

2.2　LPS刺激 ECV-304细胞诱导 CREB磷酸化
　　正常培养条件下 , CREB 主要定位于细胞核 ,见图 2A ,检测

不到 CREB的磷酸化信号 , 见图 2B , LPS 刺激后 15 min即可见明

显的 CREB的磷酸化 , 以刺激后 30 min 最为典型 ,见图 2C , 刺激

120 min 后磷酸化信号逐步减弱 ,至 180 min时信号完全消失。

图 2　正常培养条件下 , CREB主要分布于细胞核(A),检测不到 CREB磷酸化(B),

100 ng ml LPS刺激细胞 30 min诱导 CREB磷酸化(C)　(AP×200)

3　讨论

　　TFs 激活包括 TFs 特异位点磷酸化 、在细胞内的移位 、与特

定序列 DNA 产生结合等 , 是信号转导研究的重要内容。与蛋

白免疫印迹 、电泳迁移率变化分析等常用于 TFs 激活判定的方

法相比 , ICC 技术具有以下优点:①显示细胞形态结构的改变:

由于采用了固定剂 , 因而较好地保持了细胞的形态结构 , 能直

观地显示刺激前后细胞结构的变化。 ②精确显示 TFs 在细胞

内的定位及位置改变:正常情况下 , CREB 主要分布于细胞核 ,

而 p65主要分布于细胞浆 ,刺激后 p65 分子核转位现象的产生

及消失动态显示了 p65在细胞内的位置变化。 ③精确显示 TFs

激活状态:磷酸化抗体能定性显示 TFs 的磷酸化状态 , 反映其
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是否激活。与电泳迁移率变化分析方法相比 ,一方面避免了核

蛋白抽提过程中因应激效应(如冷刺激)所造成的假阳性结果 ,

另一方面 ,对于 CREB这类在非激活状态下仍可与 DNA序列产

生结合的 TFs而言[ 2] ,以磷酸化状态来判定它是否活化更为简

捷。④精确反映活化细胞的比率:大多数情况下刺激因素对细

胞的激活作用具有剂量-时间依赖性 , 这与单一细胞的激活程

度及激活细胞的数量即占群体细胞的比率有关。

　　我们应用 ICC 技术对 LPS 刺激后 ECV-304内多种信号分子

的激活进行了筛选研究[ 3] , 为今后相关工作的深入开展打下了

坚实的基础。总之 , ICC 技术是一种特异 、敏感 、经济而又操作

简便的方法 ,可以广泛地应用于信号转导研究 。

　　关键词:免疫细胞化学技术;转录因子

　　中图法分类号:R392.31　　　文献标识码:B
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　　在医学形态学研究领域中所得到的照片质量是决定实验

结果可靠性的重要依据 , 尤其对一些细微结构的显示 , 显微摄

影以其独特的直观性 、可视性使结果更具说服力[ 1] 。

　　目前许多单位都有自己的显微照相系统 ,怎样使这些仪器

设备更好地为医学科研服务 ,充分发挥其作用 , 获取清晰 、满意

的图片 ,下面以 0lympus Bx—50 生物显微镜 、PM—AD 照相系统

为例介绍我们的一些体会。

1　照相显微镜结构简介 ,见图 1

1.1　视度校正
　　通过调节摄影目镜来完成。视力存在个体差异 , 同一个人

两眼视力也不尽相同 ,在拍摄前进行视度校正调节是必不可少

的步骤。方法是用一只眼(左眼或右眼)通过调节摄像目镜上

的屈光调节环 ,使目镜视野中心的“十”字由单线变成清晰的双

线 ,见图 2。同时要注意在拍摄过程中要保持用同一侧眼进行

观察 ,不可左 、右眼互用 ,若要更换还需重新调节。

图 1　显微镜结构简介

　　作者简介:孙建森(1966-),男 ,河南省许昌县人 ,实验师 ,主要从事显微摄影

及图像分析方面的研究。电话:(023)68752225

　　收稿日期:2001-10-20;修回日期:2002-05-16

图 2　视度校正

1.2　柯勒氏照明系统调节
　　柯勒照明系统的调节是保证获得完美 、清晰照片必不可少

的步骤 , 有些操作者往往忽略了该步调节 , 以至于所得到照片

有偏光 、偏色等不良结果。方法是通过调节轴中心螺丝钉来完

成:①放置标本于载物台;②10×物镜聚焦;③关小孔径光栅和

视场光栅 , 此时视野出现多边形影像:④升降聚光镜 , 调清多边

形边缘;⑤调节轴中心螺丝钉使多边形置于视野中心 , 见图 3;

⑥打开光栅。光栅的大小以刚刚超出视野边缘为佳 ,见图 4 , 太

大会产生散射光从而影响照片质量 , 太小视场周边会不清晰 ,

造成照片周围曝光不足。

图 3　轴中心调节　　　　　　图 4　光栅调节

1.3　标本焦距的调节
1.3.1　瞳距调节　　合适的瞳距便于进行视野选取 、观察以

及准确地聚焦 ,在长时间操作中可减轻眼睛的疲劳。
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