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#

%$$$&"0580)&4$4$

#线

性范围
"&"!

!

)"6

(

,

7]

=,

#相关系数为
"&--,0

#检出限为
"&""!6

(

,

7]

=,

#板内*板间的
S*X

分别为

0&#?

!

)&)?

#

,&5?

!

,"&"?

!

'%5

")板内*板间的回收率分别为
-,&4?

!

,"$&0?

#

))&"?

!

-)&)?

!

'%

5

")方法特异性良好%与酶联免疫吸附法!

2]D*J

"和磁酶免疫吸附法!

'2]D*J

"相比#

c]D*J

法的检出限最

低#灵敏度最高#所需分析时间最短)

c]D*J

法与商品化
2]D*J

试剂盒对
,!

例人血清样品进行分析#差异

无统计学意义!

A

$

"&"!

"%表明本研究所建立的
c]D*J

方法灵敏快速#适用于大批量人血清样品中
XK'W,

的快速测定#在临床诊断方面具有重要的应用价值和广阔的应用前景%

关键词
!

荧光免疫分析)

XKJ

甲基转移酶
,

)磁性
cP

4

/

0

中图分类号$

/5!#&4

!!

文献标识码$

J

!!!

W,M

$

,"&4-50

%

\

&.TT6&,"""9"!-4

!

$"$"

"

",9",5$9"5

!

收稿日期$

$",)9,$9,4

#修订日期$

$",-9"09"$

!

基金项目$河南省科技攻关项目!

,#$,"$$,"""5

"#国家自然科学基金项目!

),0"$#$,

#

),!#4$"4

"资助

!

作者简介$陈怡雪#女#

,--#

年生#郑州大学公共卫生学院硕士研究生
!!

P97<.Q

(

C[ZHHF

&

O3>QOOU&:O7

'

通讯联系人
!!

P97<.Q

(

ffAaQQP55

&

ff3&PA3&:6

引
!

言

!!

XK'W,
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的红外光谱

按照
,&$

节 中 实 验 方 法 测 定 偶 联 效 率#

cP

4

/

0

和

':J@

XK'W,

的偶联效率为
#5&4?

%

图
$

为
cP

4

/

0

&

':J@

XK'W,

的红外图谱#由图
$

可知(与

cP

4

/

0

相比#

cP

4

/

0

&

':J@

XK'W,

在
!05:7

=,处有
cP

0

/

的

45,

第
,

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



特征吸收峰#

,5$":7

=,是
..

C /

的伸缩振动吸收峰#

445"

:7

=,左右处是
/

0

I

和
K

0

I

的伸缩振动吸收峰#

,"""

和

,5!":7

=,之间具有肽链的特征吸收谱带#由此判断
cP

4

/

0

和
':J@

XK'W,

偶联成功%

图
F

!

2;

!

,

-

#

I=UA

W_IS$

和
2;

!

,

-

红外吸收光谱

2+

3

(F

!

S5;+:?'#';C#A<6'

>

7+6:<

>

;=7'#6?

2;

!

,

-

#

I=UA

W_IS$

U_W2;

!

,

-

$&$&$

!

cP

4

/

0

&

':J@

XK'W,

的
HP><

电位

捕获探针的
HP><

电位分析结果见图
4

!

<

"%从图
4

!

<

"数

据可以看出#羧基化的
cP

4

/

0

的
HP><

电位
=,"&) 7̀

#

cP

4

/

0

&

':J@

XK'W,

的
HP><

电位
=)&0!7̀

#

':J@

XK'W,

的

HP><

电位
=0&0#7̀
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的情况下#随着
cP

4

/

0

&

':J@

XK'W,

稀释比的增大吸光度逐

渐减小#表明在羧基化
cP

4

/

0

表面成功修饰了
':J@

XK'W,

#

并保持了抗体的活性%

图
-

!

2;

!

,

-

#

I=UA

W_IS$

的免疫活性

2+

3

(-

!

S5;+991:6=69

>

;7;:=;6?2;

!

,

-

#

I=UA

W_IS$

F(!

!

*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

的表征

$&4&,

!

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的紫外
9

可见吸收光谱

分别绘制
!9WJ'SJ

#

M:J@

XK'W,

及
!9WJ'SJ

&

M:J@

X9

K'W,

的紫外
9

可见吸收光谱#如图
!

所示%从图
!

中可以看出#

!9WJ'SJ

的最大吸收峰为
!!,67

#

M:J@

XK'W,

在
$)"67

处

有最大吸收峰#

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

在
$)"67

处和在
!!!

67

均有吸收峰#表明偶联成功%

图
*

!

*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

的紫外
%

可见吸收光谱

2+

3

(*

!

S5;OP%P+<#A<6'

>

7+6:<

>

;=7'#6?*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

$&4&$

!

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的
HP><

电位

检测探针的
HP><

电位测量结果见图
4

!

@

"%从图
4

!

@

"可

以看出#

!9WJ'SJ

#

M:J@

XK'W,

和
!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的

HP><

电位分别为
=,&-!"

#

,&4$"

和
="&-5)7̀

%

!9WJ'SJ

与抗体偶联后形成了偶联物导致
HP><

电位发生变化#提示

M:J@

XK'W,

与
!9WJ'SJ

偶联成功%
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$&4&4

!

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的激发光谱与发射光谱

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的激发光谱与发射光谱分别见

图
5

!

<

"和!

@

"%由图
5

!

<

"可知#

!9WJ'SJ

及其偶联物的最

大激发波长为
!!!67

%由于
!9WJ'SJ

在偶联的过程中有

损失#所以偶联物的荧光强度与
!9WJ'SJ

相比有所减弱%

由图
5

!

@

"可知#

!9WJ'SJ

的最大发射波长是
!#!67

#而偶

联物的最大发射波长为
!)"67

#发生了红移#表明
!9WJ'9

SJ

与
M:J@

XK'W,

生成了新的偶联产物%

图
K

!

!

#

"

*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

的激发光谱(

!

A

"

*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

的发射光谱

2+

3

(K

!

!

#

"

S5;;Q=+7#7+6:<

>

;=7'#6?*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

)

!

A

"

S5;;9+<<+6:<

>

;=7'#6?*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

$&4&0

!

!9WJ'SJ

&

M:J@

XK'W,

的免疫活性

利用抗原抗体的特异性结合进行免疫活性分析#结果见

图
#

#随着抗原浓度的逐渐增加#荧光强度随之增大#表明

!9WJ'SJ

与
M:J@

XK'W,

形成了偶联物#并保持了抗体的免

疫活性%

图
G

!

*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

的免疫活性

2+

3

(G

!

S5;+991:6=69

>

;7;:=;6?*%SUIRU

#

4=UA

W_IS$

F(-

!

方法学的评价与比较

$&0&,

!

c]D*J

标准曲线

方法的标准曲线如图
)

所示%

图
J

!

W_IS$

的标准曲线

2+

3

(J

!

&7#:C#'C=1'X;6?C;7;'9+:#7+6:W_IS$

$&0&$

!

c]D*J

检出限!精密度!准确度及方法学比较

c]D*J

#

'2]D*J

和
2]D*J

检测
XK'W,

的方法学见

表
,

*所需时间见表
$

%从表
,

数据可以看出#

c]D*J

方法的

检出限最低#板内与板间精密度好*准确度符合要求%表
$

数据显示#不同分析方法所需分析时间从短到长的顺序为(

c]D*J

1

'2]D*J

1

2]D*J

%

表
$

!

三种分析方法的线性范围'相关系数和检出限

S#A8;$

!

Y+:;#''#:

3

;

#

=6'';8#7+6:=6;??+=+;:7#:CC;7;=7+6:8+9+76?75;75';;#:#8

T

<+<9;756C<

方法 线性方程
线性范围$

!

6

(

,

7]

=,

"

相关系

数!

@

"

检出限$

!

6

(

,

7]

=,

"

S*X

$

?

回收率$
?

板内 板间 板内 板间

c]D*J

#

%$$$&"0580)&4$4$ "&"!

!

)"&" "&--,0 "&""! 0&#

!

)&) ,&5

!

,"&" -,&4

!

,"$&0 ))&"

!

-)&)

'2]D*J

#

%"&)0#8"&$4!$ "&"!

!

$!&5 "&--,- "&"0" 4&#

!

#&5 0&5

!

5&$ )$&#

!

-5&! ),&!

!

,,0&0

2]D*J

#

%"&5#)8"&,#,$ "&"!

!

$!&5 "&--5! "&"0" !&"

!

5&0 4&-

!

!&0 ))&"

!

,,)&4 -5&)

!

,")&)
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表
F

!

三种分析方法的反应时间

S#A8;F

!

R;#=7+6:7+9;6?75;75';;#:#8

T

<+<9;756C<

方法
E

$

7.6

包板 封闭 温育抗原 温育检测抗体 显色 合计

c]D*J = -" -" -" = $#"

'2]D*J = -" -" -" $" $-"

2]D*J ,$" -" -" -" $" 0,"

$&0&4

!

特异性评价

特异性分析结果见图
-

%图
-

显示(在
XK'W,

#

XK9

'W4<

和
XK'W4@

浓度相同时#测定
XK'W4@

的信号值约

为
XK'W,

的
,

$

#

#

XK'W4<

的信号值更低#方法的特异性

良好%

图
)

!

2YM&U

方法检测
W_IS<

的特异性

2+

3

()

!

S5;<

>

;=+?+=+7

T

6?C;7;=7+6:W_IS<B+752YM&U

F(-

!

样品分析

分别用
c]D*J

和商品化
2]D*J

试剂盒检测了
,!

例人

血清中
XK'W,

含量#并用配对
E

检验对两种分析方法的测

定结果进行了相关分析!

E%,&-"5

#

A

$

"&"!

"#差异无统计学

意义%相关性分析结果见图
,"

所示#说明所建立的
c]D*J

法可以用于检测人血清样品中
XK'W,

的含量%

图
$/

!

2YM&U

与
0YM&U

测定结果的相关性分析

2+

3

($/

!

S5;=6'';8#7+6:#:#8

T

<+<6?2YM&U

#:C0YM&UC;7;'9+:#7+6:';<187<

4

!

结
!

论

!!

以比表面积大的
cP

4

/

0

纳米颗粒为固相载体固定
XK9

'W,

单克隆抗体#克服了常规
2]D*J

分析中包被的抗原!或

抗体"易脱落#固液接触面积小#反应速度慢#分析时间长等

不足)结合纳米技术*磁分离技术以及免疫分析技术#建立

基于免疫磁性纳米颗粒的荧光免疫分析!

c]D*J

"法#用于人

血清中
XK'W,

含量分析%与
2]D*J

和
'2]D*J

法比较#

c]D*J

法检出限低#灵敏度高#特异性强#操作简单#有望

应用于高通量*大样本的检测#可考虑进一步制成试剂盒#

提高检测效率%
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