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·

药物分析和鉴定
·

时间分辨荧光免疫分析法

在血液地高辛浓度分析中的应用

广州军区武汉巴医院 �武汉 哇� 。。��� 吴 笑春 高 月

时间分辨灸光免疫 分析 �� �� �
一
� ��� �

�

� � � ��� �� � 饥� � � 级� � 几�
,

� � � � �是 �。年

代末【
‘〕发展起来的一种新型超 微量免疫分析

技术
,

它克服了荧光免疫分析法 �� �� �背景

光强的缺点
,

极大地提高了分析灵敏度
。

与

放免分析法�� �� �相比
,

具有完全相似的特

异性和精密度
,

而其线性范围宽
,

分沂 速 度

快
、

标 记物翻
一

备简便
,

稳定性好
,

没有放射

自身分解
,

半 食期倾和污染 等问题
。

因而虽

问准不久
,

发展却十分迅速
。

远远超 过 � �八
、

�又八
一
、

发光 兔疫分析法�� �� � 及酶标免疫分

析法 �� �八�
,

庄为么代超�版显物质免夜分析
,
扮了浸有 发履前途的一项技 知

� 〕
。

原 埋

� � �淤
‘

一

口
�

刊用稀土元素的赘合物的 双

功能基 团与抗体形成共扼休
,

制成标记抗体
。

当际记抗体和待测抗原结合戍复合物后
,

其

荧光 洁号极为微弱
,

如果加入一种特殊的妙

强溶滚
,

稀土离子可以从免疫复合物中解离

出来
,

和增弧液中的某些成分生成一种新的

赘合物
。

这种新约赘合物可显示很强为荧光

信号 �。〕
。

在 儿 种稀土金属离子中
,

只有 �种

�� 了
� 、

� 可
卜

、 ‘

� 丫
十

�� � �
乙�

� 有荧光
,

其中

应周
�

最多的达 �
一

护
十 。

当 � 矛
子

被适当能最紫

外光 ��” 川� � 照封时
,

在可见光 区发出全

属离子的特 拒荧光
,

尽管荧光很 弱
,

但 当

�护
卜

与适当的 育机葬野沐聪成鳌合物后 便 可

见著提高荧光强度 �� � � 几� �
。

这种荧光 不

仅强度高
,

而且衰变 时 间 也 长 �切一 � � � �

心 � 比普通费 兴标记物要高出 �一 � 个物母

级
。

当含有荧光化合物的混合物被发自激光

或闪光灯的短脉冲光激发
,

则被激发的荧光

分子可发出短或长寿命的荧光
,

尽管这两种

荧光都以指数形式衰减
,

荧光寿命短的可在
� � � 件� 内衰减为零

。

若在激发后 � � �一 � � �“�

内不测量
,

所有寿命短的荧光背景信号散射

的激发辐射就会消失殆尽
,

长寿命的信号就

能够高灵敏度地被检测�
�

·
”」

。

所谓时间分辨荧光测量就是指延缓测量

时间
,

在激发后最初一段时间不测量
,

使样

品池和岸户品中的蛋白质等所发的短寿命 自然

本底荧光 ��一 �� � �� 完全衰变后再测铺赘合

物的荧光
,

可 以完全排除背景光非特异干扰

的影响
,

提高分析灵敏度 �图 � �
,

此为时间

分辨荧光测量的最大特点〔“�
。

常见 �� 所用荧光试剂往 往 � �� � � � 位

移校小
,

激发光谱和发射光谱重叠
。

另外
,

生物样品中的背景荧光通常在� �� 一 � � �� �
,

恰与一般常用荧光基团存在所谓的内过滤效

应 〔�
·
‘�

。

铺赘合物可产生很大的 � �� ��� 位移
�

�约 � � � � � �
,

吸收与发射光谱不重叠
,

而

且激发光谱带较宽
,

利于增高激发能
,

增加标

记物的比活性
� 发射光谱带较窄 ��� � � �

,

远离了本底荧光
,

可使非特异信 号 影 响较

小 �“〕�图 � �
。

� � ��� 免疫反应原理 和 � �� 完 全 相

同
,

适用于大
、

小分子量的物质进行免疫分

析
,

可傲竞争性或非竞争性免疫分析
。

一般

半 抗 原 药 物盯甲状腺激素
、

幽体激素等�多
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用竞争结合法来测定
。

统和 � �� � � � �� � 系统
。

两种系统都 可 测 定

竞争结合法是将小分子半抗原以共价键 血液地高辛浓度
,

兹分述如下
�

和蛋白结合
,

制成固相抗原
。

待 测样品或标准 �
�

解离增强斓系荧光免疫分析系统

品加至固相抗原孔中
,

然后加入� �
� 十

标记抗 �� �� ��  �� ��� � � � � � � � � � �� � ��� � �� � ���
�

体
。

两种类型的半抗原共同竞争性地和� �
�十 � �� �� � � � � �   �仪

,

� � �� � �
,

即液相测定系

标记抗体结合
。

经洗涤后
,

测量结合到固相 统
。

半抗原上的� �
� �
的量

,

便可算出待测样品的 地高辛的分析是根据血清或标准地高辛

浓度 ��,
� �

。

与固相结合的地高辛之间竞争性地与� ��
�
标

� ��� �在血液地高辛浓度分析 中的应用 记的抗地高辛抗体结合
,

免疫反应完成后
,

� � �� � 用于血液药物免疫分析的试 刘 加入尽二酮类增强液
,

� �
“�
标记的结合部分

盒尚为数不多
,

主要有地高辛 �� ��
、

甲状腺 被从固相上解离下来
,
�了

�

与庄二酮类形

素 �� 
,

皮质激素 �� 。」和胰岛素�� ’〕等
。

目前以铂 成新的鳌合物并产生荧光 �图 ��
。

在具有时

赘合物作为标记的 � � � � 可分为 � � �� � 系 间分辨功能的荧光计上测定荧光强度
。

光强
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与标 准成祥品中的抗原成反 比
。

方 法川 如 下
�

旅
疑万

之

�
一 。

一
。 ’

准
、�

十

璨一
� �募终知

‘

凶一
‘一

扣飞
�

豁
� �

一
� � � � � � �八 竞争结合法分折原理

�
�

� 将抗地高辛抗血渝加等量饱 和 硫

酸按析出抗沐
,

经离心
、

脱盐后加入过量的

� 了
十

标记试刘
,

柱层析 分 离 � �
�十

标 记 抗

体
,

测定每摩尔 独� 结合 �护
十

的摩尔数
。

�
。

� 按常规方法制备地高辛
一

兔血清白

蛋 自结合物
。

, ,

� 包被
�

取地
‘

翔汗
一

兔血清自蛋白结

合物
,

用包被缓冲液配成 。
�

� 卜� � � �
,

加至

预先处理的微量滴定板孔中
,

每孔 � � � 州
,

室温反应过夜
,

倾去液体
,

蒸馏水洗
,

无水

乙醉脱水 卜燥
,

备用
。

�
�

� 刘 定
�

取标准液或详品 � �州加至

包被了地高辛
一

免血清 白蛋 白的孔 中 � 每孔加

� 护
十

标记抗体工 作 液 �。。浏�含 �� � �。。� �

� 敬�� 反应 � � � 泊
,

倾去反应液
,

洗涤液洗�

次 �
每孔加增强液 � 。。司

,

最后在时间分辨

荧光计上测量荧光强度
。

根据标准山线计算

出样品的地高辛浓度
,

本法最低 检 测 限 为

� 。
�

� 堪�川
,

交叉反应率低于 ���� 法
。

� 公��
� � � ”获� 系统�固相浏定系统 �

玫决肌补� ��东统与 � ��� � 系统不同之处

在于
� � �

标记初是铂鳌合 勿
,

� ��� � ��
, 了

一
�污�� 讨。� 。� � ��� �� � � �珍

一 �
,

�。一� � � 几� 月�� �
�

。 ‘扮�
一 �

,

� 一己�� � � � � � � �� � �蕊� �代替了 � �
“

一

卜 �

�
。

标尼
,

灼链亲合素被用未作探针试�� 
,

并

且与主切索化的抗休作为互补试剂
,

代替了

用 � �
“ 卜

标记的抗体
� � �

荧光复合物直接在

干燥
’

琦固相上测定
。

加伞 大多伦多大 学 � 认 �探哟�抬 乙卒报 道

了用兔抗地高辛抚体灼一价 ��
、
� 片段或鼠单

克隆抗休分析地高辛灼这种方法�� �
。

血清地

高辛 和固相地高辛 �地高辛
�

甲状腺球蛋 白

结合物被吸附在微滴定孔表面 � 竞争结合可

溶性的
、

生物素化的多抗约 �� �片段或生物

素化的单抗
。

洗涤后
,

生物素化的部分结合

到固相�地高辛 �的程度反比于样品中地高辛

浓度
。

定量是根据带有链亲合素的桥反应来

进行的
。

被共价结合了一个大容 量 蛋 白 质

�甲状腺球蛋白� 的链亲合素标 记 了 多 个

� ��� � 残基
,

在过量 � �
� 干

存在下
,

用 自

功时间分辨荧光计测定干燥固相上的荧光复

合物 �图 � �
。

固相法与液相法相比
,

长处在

于避免了后者易受外 源 性 � �
� 十

污 染 的 间

题
。

具体方法如下
�

�
�

� 微量滴定 条的包被 将每 � �含有

� � � 地高辛
� 甲状腺球蛋白结合物的包被缓

冲液
,

每孔加 � �� 尸
,

室温过夜
,

洗涤液冲

洗 � 次
,

加 �� 。醉封闭缓冲液室温封闭 ��
,

洗涤 � 次
,

室温空气干燥过夜
,

置密封塑料

袋中 �℃ 存放
,

至少可稳定 � 个月
。

�
�
� 分析程序 每孔加入 20 闭标准或

血清样品和 100 川生物素化的 F ab 片 段 或

单抗工作液
。

室温温育并振摇 45 m i。
,

洗涤

液洗 4 次
,

加 1。。以示踪工作液 (链 亲 合

素
:
甲状腺球蛋白

: B C P D A : E u
3+
) 37℃

温育 30 m 初后
,

洗涤液洗 4 次
,

空气 流 吹

干
,

在 C y阮: F 卜拍
”

6 巧 免疫分
一

析仪上测表
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图 4 地高辛分沂{困解(s A 二 链亲合素 ;B = 生物素;载体蛋白是甲状腺球蛋自;

一是B C P D 八
;E : 结合物;是固相)

。

第1 次温育
,

样品中的地高辛(D IG )和固相

上的地高辛(地高辛
:
甲球蛋白结合物)竞争结合生物素化的免疫反应物 (抗休或

F ab片断)洗掉未结合部分后
,

加与负载了‘B C P D A 的甲球蛋白共价结合的链亲

含素
,

在 E 。过量存在下
,

定量生物素化部分被结合的程度
。

洗涤并干燥固相后
,

最终荧光复合物(固相
:
甲球蛋白

:
地高辛

:
抗体

:
生物素

:
链亲合素

:
甲球蛋白

:

B 二P D A :E 的被用
J
厄疫分析仪测定

。

图4 地高辛分析图解

而荧光并打印出结果
。

本法的最低检测限为

o 。

2 5
n

g
/

m l

。

T R F I A 仪器和试剂

L K B 公司首先将 T R F IA 技术商品化
,

在研制出 A rc u s 12 30 时问分辨荧光仪 的 同

时
,

陆续推出
一

与之配 套 的 药 盒 并 不 断 完

善[
5〕。 我 国 80 年代后期也开始了从试 剂 到

临床应用的研究
,

并取得了一些成果〔‘“一’”]
。

目前
,

国产仪器正在研制
,

我们期望着今后

5一10 年 T R F IA 将在药物微量免疫分析 中

得到发展 和应用
。
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