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!!!摘要"!目的!建立以重组心肌肌钙蛋白#&$"3?.#&$$融合蛋白为包被抗原的间接酶联免疫吸附

分析法"U%#>E$#检测人血循环中的抗3?.#自身抗体#为判断心肌损伤的预后提供依据% 方法!采用自

行构建表达的3?.#&$融合蛋白作为包被抗原#以棋盘法优化实验条件#建立检测人血清 3?.#自身抗体

的间接U%#>E方法% 采用建立的间接U%#>E法在 '<' 例急性心肌梗死"EZ#$中筛查抗3?.#自身抗体#

并用蛋白印迹法"WT$进行确证% 结果!'<' 例EZ#血清抗3?.#抗体的阳性率为 '(:9Cd#U%#>E试验

的灵敏度 '((d#特异性 MG:K9d#c/OO/值为 (:I'G% 结论!以3?.#&$融合蛋白作为包被蛋白建立的间

接U%#>E法具有良好的敏感度&特异性#可用于人血清抗3?.#自身抗体的筛查%

!关键词"!心肌梗死'重组人心肌肌钙蛋白#&$'肌钙蛋白 $'人循环心肌肌钙蛋白 #自身抗体'间

酶联免疫吸附分析法
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!!重组心肌肌钙蛋白#"3?.#$自身抗体是 'MM; 年

T6D.,1等(')首次报道的能对 3?.#检测产生负性干

扰的物质% 近年来研究表明#3?.#自身抗体不仅会

使3?.#检测结果显著降低(<)

#还是急性冠脉综合征

病情进展的独立危险因素(K&C)

#并可能与心肌损伤后

的心室肥厚&心室重构和心力衰竭有着密切关
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#故掌握人体内循环抗3?.#自身抗体情况对判

断心肌损伤患者的预后有一定临床意义% 然而目前

检测人循环抗 3?.#自身抗体方法学建立的报道较

少% 因此我们采用了具有良好稳定性和免疫原性的

基因重组3?.#&?.$融合蛋白作为包被抗原#建立了

检测人循环3?.#自身抗体的间接U%#>E方法#现报

告如下%

AB材料与方法

ACAB主要试剂B3?.#&$融合蛋白采用基因重组原

核表达#制备方法和纯化鉴定见文献(;)

% 鼠抗人

3?.#单克隆抗体"浓度为 9:K

'

7̂%$和正常小鼠血

清由长海医院科研中心馈赠% 辣根过氧化物酶
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"YH=$标记的羊抗小鼠 #7_抗体和 YH=标记的羊

抗人 #7_抗体购自美国 c=%公司% 脱脂奶粉购自

上海光明乳业集团% 显影&定影液购自美国柯达公

司% 牛血清白蛋白"T>E$购自国药集团化学试剂公

司% 四甲基苯胺兰底物反应液"?ZT$购自上海科

华公司% Z450*+8/. E+3,.0型酶标仪由芬兰 ?D,1-6

%/Q< +R+0,-+公司生产% 自动洗板机由美国T*6&H/)

公司生产% E33,++&< 3?.#检测系统由美国 T/38-/.

$6450,1公司生产%

ACDB包被抗原工作浓度B以正常小鼠血清作为确

定3?.#&$初步包被浓度的阴性对照#小鼠抗人 3?&

.#&$单克隆抗体为阳性对照#将阴性及阳性血清和

YH=标记的羊抗小鼠 #7_分别倍比稀释后#采用棋

盘法在 M; 孔酶标板上进行方阵滴定#取阳性值 ':(

左右#阴性值 (:< 左右#空白对照小于 (:' 的反应孔

蛋白浓度作为包被抗原浓度%

ACEB抗3?.#自身抗体阳性对照血清筛查B用间接

U%#>E法对 I(份EZ#血清"'r<( 稀释$进行初步盲

筛#YH=标记的羊抗人#7_按试剂说明书推荐浓度稀

释#从中选出 ' 份#

CG(.-

最高的血清% 再用常规免疫

印迹技术"WT$对初筛出来的吸光度最高血清进行鉴

定#此血清作为间接U%#>E检测3?.#自身抗体建立&

条件优化及检测的阳性对照血清%

ACFB间接U%#>E方法最适实验条件的确定B以筛

选出的3?.#抗体阳性血清作为确定 3?.#&$最终包

被浓度的阳性对照#健康对照组混合血清作为阴性

对照#采用棋盘法进行方阵滴定#确定最佳血清稀释

度和最佳酶标抗体的稀释度% 于 CG( .-检测的吸

光度#按阳性血清与阴性血清吸光度之比"=̂@值$

最大#且阴性血清及空白对照的吸光度较低的原则

确定反应条件%

ACGB3?.#自身抗体阳性结果判定标准的确定B用

建立的间接 U%#>E方法检测 <'( 份健康对照组血

清#经统计学分析得到阴性血清在 CG( .-的吸光度

平均值#以B

CG(.-

eK<作为确定3?.#自身抗体阳性的

临界值%

ACHB灵敏度和特异性试验B用建立的间接 U%#>E

法检测 '<' 例EZ#血清的3?.#自身抗体#血清样本

全部用WT法再次进行鉴定%

ACNB阻断试验B取其中 ' 例 3?.#自身抗体阳性患

者血清"吸光度 ':MKC#WT阳性$&健康体检者混合血

清#分别加入 3?.#浓度"E33,++&< 测定$为 (:;<G&

;:<G&'<:G(&<G:((&G(:((&'((:((

'

7̂%的 3?.#&$融

合蛋白进行阻断#K9f孵育 K( -*. 后#用建立的间接

U%#>E法检测其吸光度变化%

ACOB干扰试验B用建立的间接U%#>E法检测 '( 例

YT]阳性血清&'( 例 Y$]阳性血清&; 例自身免疫

病"均无心血管疾病史$血清的 3?.#自身抗体% 然

后加入 3?.#浓度为 (:;<G& ;:<G& '<:G(& <G:((&

G(:((&'((:((

'

7̂%的 3?.#&$融合蛋白进行阻断#

再次用建立的间接U%#>E法检测其吸光度变化%

ACPB重复性实验B按建立的间接U%#>E方法#用 C

块反应板在不同时间对阳性和阴性血清各 ; 份做

*板内重复试验+和*板间重复试验+#每份样品每板

重复 9 次#并对检测结果进行统计学分析#判断检测

结果的可重复性%

ACAQB统计学处理B采用 >=>> '':( 统计软件包进

行统计学分析#计数资料采用
!

< 检验并计算 c/OO/

值#c/OO/

$

(:9G 则表示两者一致性较好%

DB结B果

DCAB最佳3?.#自身抗体检测试验条件B经过方阵

滴定#3?.#&$的包被浓度为 '(

'

7̂%% 在 I( 例 EZ#

血清中盲筛出#

CG(.-

最高的血清为 ':MKC#该血清于

预包被在硝酸纤维素膜上相对分子质量为 CK((( 处

出现清晰的阳性条带"图 '$% 该血清作为实验参考

血清% 确定最佳血清稀释度为 'rG(#最佳酶标二抗

工作稀释度为 'rI(((%

图 '!3?.#自身抗体阳性血清WT鉴定

DCDB间接 U%#>E方法检测结果的判定标准B<'(

例健康体检者的 #

CG(.-

为 (:('; B(:;<I "(:'M a

(:'<$#以B

CG(.-

eK<作为 3?.#自身抗体的阳性临界

值"3406PP值$#为 (:GG%

DCEB特异性观察B为了排除包被抗原 3?.&$融合

蛋白中 ?.$对检测结果的干扰#取 K( 例正常体检

者血清采用间接 U%#>E法对 ?.$自身抗体进行了

筛查% 正常血清 ?.$自身抗体 U%#>E的 #

CG(.-

为

(:'; B(:G<"(:<I a(:'K$#以B

CG(.-

eK<作为?.$自

身抗体的阳性临界值"3406PP值$#为 (:;9% '<' 例

EZ#血清随机抽取 G( 份进行 ?.$自身抗体筛查#
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其中包括 3?.#自身抗体阳性血清% #

CG(.-

范围为

(:<I B(:;'#无一例高于 3406PP值#因此本实验结果

完全可以排除?.$的干扰%

对 '<' 例 EZ#血清全部用 WT进行再次确认%

EZ#患者血清中 'I 例U%#>E筛查高于 3406PP值#其

中有 'K 例得到了WT的确认#G 例为假阳性"图 <$%

而低于3406PP值的血清样本没有发现阳性条带% 试

验灵敏度为 '((d#特异性为 MGd#c/OO/值为

(:I'G#U%#>E和 WT试验具有较好的一致性 "表

'$%

图 <!EZ#患者抗3?.#自身抗体WT确证结果

!Z为蛋白分子量标准带'' B'K 为 'K 例3?.#自身抗体患者血清WT结果#与相对分子质量 CK ((( 附近之目的蛋白特异性结

合''C B'I 为 G 例3?.#自身抗体U%#>E结果经WT确证为假阳性

表 '!U%#>E和WT检测EZ#患者

3?.#自身抗体结果#例$

U%#>E法
WT法

阳性 阴性
合计

阳性 'K G 'I

阴性 ( '(K '(K

合计 'K '(I '<'

!注,c/OO/值为 (:I'G

DCFB阻断试验结果B在 ' 例3?.#自身抗体阳性血

清"吸光度 ':MKC#WT阳性$和健康人混合血清中

分别加入 3?.#浓度为 (:;<G&;:<G&'<:G(&<G:((&

G(:((&'((:((

'

7̂%的 3?.#&$融合蛋白后#K9f孵

育 K( -*.#再次采用建立的间接 U%#>E法检测吸光

度#3?.#自身抗体阳性患者血清的#

CG(.-

从 ':MKC 下

降到了 (:'IK#而健康人血清的 #

CG(.-

则没有明显变

化"表 <$#说明加入的 3?.#&$融合蛋白能够特异性

竞争结合3?.#自身抗体%

表 <!3?.#自身抗体阳性血清阻断试验结果##

CG(.-

$

3?.#"

'

7̂%$ 3?.#自身抗体阳性血清 健康对照血清

(:(( ':MKC (:<<K

(:;K ':;<K (:<G;

;:<G ':<'K (:K(<

'<:G( (:9G; (:<MI

<G:(( (:'M; (:K<'

G(:(( (:<(I (:<'C

'((:(( (:'IK (:<KI

DCGB干扰试验结果B在 YT]&Y$]和自身免疫病

患者血清中检测 3?.#自身抗体#有 < 例 Y$]阳性

血清的 3?.#检测 #

CG(.-

高于临界值"#

CG(.-

分别为

(:;<K 和 (:GIM$'有 < 例类风湿关节炎患者#

CG(.-

高

于临界值"#

CG(.-

分别为 (:;IM 和 (:;;I$% 在这些血

清中加入 3?.#浓度为 (:;<G&;:<G&'<:G(&<G:((&

G(:((&'((:((

'

7̂%的3?.#&$融合蛋白再次进行间

接U%#>E检测后#其吸光度未发生明显变化#说明

类风湿因子等内源性干扰因素会影响 3?.#自身抗

体检测%

DCHB重复性观察B用 C 块酶标板检测 G 份阳性血

清和 ; 份阴性血清#结果显示#板内变异系数 <:(d

B'<:9d#板间变异系数 C:(d B'K:'d#说明该方

法的重复性良好%

EB讨B论

建立间接 U%#>E法的核心材料是包被抗原的

特异性和纯度% 3?.#是心肌肌钙蛋白复合物的亚

单位#游离的 3?.#单体非常不稳定#在人体血液循

环中的半衰期只有 G -*.#有学者测定了人体内血清

中的3?.#&3?.#&?.$和 3?.#&?.$&3?.?的复合物#证

实血清中3?.#稳定存在的主要形式是二聚体复合

物3?.#&?.$

(9&I)

% 因此本研究采用了具有良好免疫

原性的基因重组 3?.#&?.$融合蛋白作为包被蛋白

用于检测3?.#自身抗体#且纯度达 IGd以上#保证

了间接U%#>E法的特异性和稳定性%

在本试验中建立检测 3?.#自身抗体的间接

U%#>E法缺乏阳性对照# 为此采用小鼠单克隆抗体
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减少醋酸所致小鼠腹痛的扭体次数#同时显著延长

小鼠热板的痛阈时间#具有显著的解热和镇痛作

用(')

% 十味板蓝根颗粒具有明显的抗炎作用#对角

叉菜胶及二甲苯所致肿胀有明显的抑制作用#能显

著的抑制醋酸所致小鼠腹腔内炎性物质的渗出#对

急性和慢性炎症均有明显的抑制作用(9)

% 体外细

胞实验结果#十味板蓝根颗粒剂浓度在 G((

'

7̂-5

以上能明显抑制对柯萨奇病毒 TK 株"$]TK$和单

纯疱疹病毒
)

型"Y>]&

)

$致细胞病变作用% 板蓝

根及以其为主药的多种制剂是治疗上呼吸道感染#

尤其是治疗病毒性感染的常用药物#如板蓝根片&板

蓝根颗粒剂及板蓝根注射液(I)

% 其复方制剂疗效

佳#本品中配伍多味中药材#中医辨证施治#全方配

伍共奏疏风发汗解表#清热解毒利咽之功#对治疗上

呼吸道感染疗效甚佳%

本研究表明纯中药制剂十味板蓝根颗粒剂可明

显调节患者的临床症状#起效快#疗程短#疗效确切#

对控制病情&促进患者机体恢复起到良好的作用#安

全且无毒副反应#值得推广使用%

'参考文献(

(')!邱!彦#司梁宏#刘!静#等:十味板蓝根颗粒解热镇痛作用

的实验研究(\):中药材#<((M#K<"9$,'''9&'''M:

(<)!叶任高#陆再英:内科学(Z):; 版:北京,人民卫生出版社#

<((G,''&'C:

(K)!郑筱萸:中药新药临床研究指导原则"试行$(>):北京,中国

医药科技出版社#<((<,GI&GM:

(C)!肖!柳:中医药治疗上呼吸道感染的临床研究进展(\):实用

中医内科杂志# <('(#<C"<$,<I&<M:

(G)!孙春玲#宋好玲#程会云#等:中医药在治疗上呼吸道感染中

的应用综述(\):中华实用中西医杂志# <('(#<' "G$,K9<&

K9K:

(;)!王晓波#于晓华#刘卫平:某应急兵站秋季野外驻训期间发病

情况调查(\):东南国防医药#<((I#'("<$,'G9&'GI:

(9)!司梁宏#黄!宁#刘!静#等:十味板蓝根颗粒剂抗炎作用的

实验研究(\):解放军药学学报#<((I#<C";$,G'M&G<(:

(I)!石!磊#万宗明#董?瑾#等:四种板蓝根提取物抗流感病毒

实验研究(\):武警医学院学报# <('(#'M"M$,;IM&;M':

"收稿日期,<(''&(K&(9'修回日期,<(''&(C&'C$

!!"本文编辑%潘雪飞&!英文编辑%王建东

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

#

"上接第 <'K 页#

建立了初步的间接U%#>E方法#在EZ#患者中进行

了筛查#对#

CG(.-

最高的血清经过 WT确证后#用于

待检血清稀释度和酶标记YH=二抗工作浓度确定%

为了保证采用该方法筛查来的 3?.#自身抗体血清

绝大部分为真阳性#将检测3?.#自身抗体阳性的临

界值定为 B

CG(.-

eK<% 在本研究中#筛查了 '<' 例

EZ#血清#'I 例高于临床诊断值的血清中有 'K 例

阳性和 G 例假阳性% 而低于 3406PP值的血清样本没

有发现阳性条带% U%#>E试验灵敏度为 '((d#特

异性为 MGd#c/OO/值为 (:I<#且和 WT试验具有

较好的一致性%

为进一步探讨筛查出的 3?.#自身抗体阳性标

本的特异性#选择其中 ' 例3?.#抗体阳性血清加入

3?.#&$融合蛋白共同反应后#其#

CG(.-

值明显下降至

完全被阻断#由此可见#本研究建立的间接 U%#>E

法所检测出来的 3?.#自身抗体是针对 3?.#特异性

的抗体% 在对该方法的干扰试验研究中#Y$]和

HA均会对试验产生一定程度的假阳性干扰#虽无特

异性#还需进一步优化试验条件减轻这种干扰%

总之#以3?.#&$融合蛋白作为包被蛋白建立的

间接U%#>E法具有良好的敏感度&特异性#与 WT

有较好的一致性#可作为人循环抗3?.#自身抗体的

筛查方法%
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