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定量检测人甲状腺过氧化物酶抗体

化学发光酶免疫分析法的临床应用

柴锦燕!方佩华!谭建!李宁

!!!摘要"!目的!应用人甲状腺过氧化物酶抗体!F<ẐRK"的化学发光酶免疫分析!6ga_R"试剂

盒$检测正常人及各类甲状腺疾病患者$探讨该试剂盒在临床应用中的价值# 方法!用该试剂盒共测

定 ))) 例样品血清中的F<ẐRK$包括正常人 1)) 名$各类甲状腺疾病患者 &00 例$其中桥本甲状腺炎

!\<"2* 例$:LE@AB病 %$ 例$结节性甲状腺肿 12 例$亚急性甲状腺炎 10 例$单纯性甲状腺肿 2 例#

结果!确立本试剂盒F<ẐRK阳性切限值为)-&& _èJG$F<ẐRK浓度以中位数表示$分别为 \<

(-*$ _èJG$阳性率为21-(03':LE@AB病1-$$ _èJG$阳性率为&2-*03'结节性甲状腺肿1-$) _èJG$

阳性率为10-(03$亚急性甲状腺炎&-(* _èJG$阳性率为&0-003'单纯性甲状腺肿&-&1 _èJG$阳性

率为 0# \<患者血清F<ẐRK阳性率高于其他患者!

!

&

+%.-&&$%0-1)$)(-*2$*2-$2$/均/0-01"#

结论!该定量检测 F<ẐRK的6ga_R试剂盒在\<中有很高的阳性率$可作为\<有效的诊断手段#

!关键词"!碘化物过氧化物酶' 化学发光酶免疫分析技术' 自身抗体' 桥本甲状腺炎
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!!甲状腺过氧化物酶位于甲状腺滤泡上皮顶端细

胞膜上$是甲状腺激素合成过程中的关键酶$具有特

殊的免疫学活性# 自身免疫性甲状腺疾病是临床上

常见的一类器官特异性自身免疫性疾病$主要包括

桥本甲状腺炎&:LE@AB病&产后甲状腺炎等# 人甲状

腺过氧化物酶抗体!F<ẐRK"在自身免疫性甲状腺

疾病的发病中发挥重要的作用-1P).

# 本文利用化学

发光酶免疫分析!6ga_R"技术构建试剂盒$对正常

人及各种甲状腺疾病患者进行临床检测#

@6对象和方法

1-1!对象及分组!选取天津医科大学总医院 &01*

**&* 国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1



年 % 月至 &01* 年 10 月门诊及住院的各类甲状腺疾

病患者 &00 例# 依据病史&临床症状和体征&甲状腺

Y超&病理诊断及实验室检查进行诊断# 其中$桥本

甲状腺炎患者 2* 例$男 1* 例$女 $0 例$年龄11 4$1

岁$平均!)$-1( d1%-10"岁'诊断标准%病程数月至

数十年$多数有甲状腺功能减退症临床表现$甲状腺

肿大$质中&韧或硬$血清甲状腺激素显示低功能状

态$甲状腺过氧化物酶抗体和甲状腺球蛋白抗体阳

性$Y超提示甲状腺回声欠均匀$呈条索样改变'少

数桥本甲状腺炎病例经组织病理学检查确诊#

:LE@AB病患者 %$ 例$男 1* 例$女 (* 例$年龄1& 4.)

岁$平均!*0-)* d1)-1%"岁'诊断标准%均有高代谢

临床表现$甲状腺弥漫性肿大伴或不伴有突眼$血清

甲状腺激素显示高功能状态$促甲状腺素受体抗体

!<#RK"阳性# 结节性甲状腺肿患者 12 例$男 ) 例$

女 1% 例$年龄1( 4%%岁$平均!*1-1* d10-*("岁'诊

断标准%Y超提示有甲状腺结节$血清甲状腺激素显

示正常水平$甲状腺过氧化物酶抗体&甲状腺球蛋白

抗体及<#RK 均为阴性# 亚急性甲状腺炎患者 10

例$男 & 例$女 $ 例$年龄&0 4%*岁$平均!*)-00 d

1&-0("岁'诊断标准%主要表现有低热$颈部疼痛$

Y超提示甲状腺片状低回声区$血清甲状腺激素显

示略高于正常水平$甲状腺过氧化物酶抗体&甲状腺

球蛋白抗体及<#RK均为阴性# 单纯性甲状腺肿患

者 2 例$男 1 例$女 $ 例$年龄 *) 4%& 岁$平均

!(1-20 d%-*$"岁'诊断标准%Y超提示甲状腺肿大$

血清甲状腺激素显示正常水平$甲状腺过氧化物酶

抗体&甲状腺球蛋白抗体及 <#RK 均为阴性# 正常

人组为&0 4)0岁的男性 1)) 例$甲状腺球蛋白抗体&

甲状腺过氧化物酶抗体及 <#RK 均阴性$无甲状腺

疾病个人史和家族史$未触及甲状腺肿$均无心脏&

肾脏&肝脏疾病病史#

本研究经过受检者知情同意$并通过医院伦理

委员会的审批# 受检者早晨空腹抽取静脉血并通过

*m$* 000 L̀J>?!L+( OJ"$离心10 J>?$所得血清

于,$0m冰箱储存#

1-&!试剂和仪器!本室研制的用 2% 孔板定量测定

F<ẐRK的6ga_R试剂盒# ]GS=L=BWE? RBOA?C]g化

学发光分析仪为美国<FALJ=公司生产$辣根过氧化

酶标记的羊抗人抗体_D:购自北京鼎国生物技术有

限公司$其他均为进口或国产优级纯&分析纯试剂$

实验用水为超纯去离子水#

1-)!检测方法

1-)-1!抗原包被!以原核表达系统表达的$经分离

纯化所得的人甲状腺过氧化物酶膜外区抗原决定簇

热点区基因表达的融合蛋白为包被抗原$以中国药

品生物制品检定所的 f\̂ R?C>PF<ẐRK #7 !%%`

)$."为对照品$经协作标定后的标准品为本方法的

参考标准$通过一系列试验条件优化筛选$建立了用

2% 孔板定量测定 F<ẐRK 的 6ga_R技术并组装成

试剂盒# 2% 孔板 *m过夜$漂洗封闭后分别加入待

测样品和标准品$然后加入辣根过氧化酶标记的羊

抗人抗体 _D:$漂洗后加入鲁米诺发光底物$经过

]GS=L=BWE? RBOA?C]g仪器测量其发光强度值$根据

标准曲线即可以计算出样品中 F<ẐRK的浓度#

1-)-&!相关性分析!采用本室研制的 F<ẐRK

6ga_R试剂盒及雅培公司的Rj78X7QBCAJ的R?C>P

F<ẐRK试剂盒$ 从上述 &00 例甲状腺疾病患者血

清中随机抽取 .% 份血清进行 F<ẐRK 检测$并对检

测结果进行相关性分析#

1-* !统计学处理!检测结果经过 A)?&)*)%)DF

!&+%')D检验$非正态分布数据$结果以中位数表示$

采用秩和检验进行比较!两组之间比较采用 E$''F

7>+-'#@I检验$多组间比较采用A%5,T$?F7$??+,B检

验"$率的比较用
!

& 检验# 所用统计软件为 7Z77

1.-0# //0-0(为差异具有统计学意义#

A6结果

&-1!相关性分析!本室研制的 F<ẐRK 6ga_R试

剂盒与雅培公司的R?C>PF<ẐRK试剂盒$这两种检测

方法的结果呈正相关!%+0-$0$//0-01"$见图 1#
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!!注%横坐标为本室研制的 F<ẐRK 6ga_R试剂盒检测的浓

度$纵坐标为雅培公司Rj78X7QBCAJ的 F<ẐRK试剂盒检测的

浓度'F<ẐRK%人甲状腺过氧化物酶抗体

图 @6两种检测试剂盒相关性分析

&-&!精密度!本室研制的 F<ẐRK 6ga_R试剂盒

测定阳性&阴性对照血清的批内变异分别为(-)&3&

1)-1.3'批间变异两个月连续测定 % 次$阳性&阴性

对照血清的批间变异分别为 .-()3&1*-$.3#

*(&*国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1



&-)!F<ẐRK 阳性切限值的建立!以正常人组血

清 F<ẐRK浓度值为代表$结果显示 F<ẐRK 为正

偏态分布!//0-01"$因此$所得结果以百分位数表

示$以其 F<ẐRK浓度高于 2( 百分位即)-&& _èJG

为阳性#

&-*!F<ẐRK 试剂盒检测结果!测定结果以中位

数表示$桥本甲状腺炎为(-*$ _èJG':LE@AB病为

1-$$ _èJG'结节性甲状腺肿为1-$) _èJG'亚急性

甲状 腺 炎 为 &-(* _èJG' 单 纯 性 甲 状 腺 肿 为

&-&1 _èJG# 桥本甲状腺炎患者血清F<ẐRK阳性

率高于其他患者$见表 1#

表 @6各类甲状腺疾病患者血清 F<ẐRK检测结果

病种 例数 阳性率-'!3".

!

& 值E

/值

桥本甲状腺炎 2* $%!21-(0" , ,

:LE@AB病 %$ &0!&2-*0" %.-&& /0-01

结节性甲状腺肿 12 &!10-(0" %0-1) /0-01

亚急性甲状腺炎 10 &!&0-00" )(-*2 /0-01

单纯性甲状腺肿 2 0!0" *2-$2 /0-01

!!注%

E

%桥本甲状腺炎患者 F<ẐRK 阳性率与其他患者分别比较

的值'F<ẐRK%人甲状腺过氧化物酶抗体

B6讨论

我国 F<ẐRK 的测定开始于 &0 世纪 $0 年代$

主要是定性测定$经历了放射免疫分析法测定甲状

腺微粒体抗体!<XRK"$ 该方法本身存在的缺点使

得它逐渐被新的无放射污染的方法所替代$同时由

于该法测定的是 <XRK$并非是纯的 F<ẐRK$因此

<XRK检测技术的特异性低于 F<ẐRK的检测#

近年来$国内临床上检测 F<ẐRK 多引进国外

定量测定试剂盒$其是以提取的高纯度甲状腺过氧

化物酶为抗原$但是由于甲状腺过氧化物酶是一种

膜蛋白$纯化困难$提取时可能会混杂其他甲状腺自

身抗原!如甲状腺球蛋白"的污染$会影响结果的可

靠性# 虽然后来提取工艺得到了改善$与以前粗提

的甲状腺微粒体抗原相比减少了其他混杂的甲状腺

抗原的干扰几率$但是来源仍然有限# 目前国内&外

各个商家生产的 F<ẐRK发光免疫技术的试剂盒测

定仪器昂贵$检测费用较高$在国内进一步推广较

难# 此外$每个商品试剂盒的阳性切限值均为生产

厂家自行确定$尚无统一的标准并且相差很大$范围

在* 4%0 _èJG

-*P(.

#

本研究以人甲状腺过氧化物酶膜外热点区基因

表达产物$并经纯化的融合蛋白:7<P人甲状腺过氧

化物酶为抗原$建立6ga_R方法对常见的甲状腺疾

病进行检测$由于重组甲状腺过氧化物酶来源几乎

不受限制$且又无其他甲状腺抗原污染$特异性好$

所以可以更好地应用于 F<ẐRK 的检测$但至今尚

未见用基因工程产品为抗原的定量检测 F<ẐRK 商

品试剂盒的报道#

本实验室前期的研究已经建立了荧光酶免疫分

析法检测 F<ẐRK

-%.

# 荧光是一种光致发光现象$

必须提供光源去激发分子产生能级跃迁$进而发光#

化学发光是利用化学反应产生的能量促使产生能级

跃迁$从而发光-.P2.

# 使用上述两种方法进行免疫

分析时$其区别很明显$化学发光无需外加光源$背

景干扰小'而荧光则需要外加光源$由于血清样品中

的蛋白质&氨基酸等分子也会产生背景荧光$需要选

择合适的荧光试剂减少非特异性吸附蛋白的影响#

荧光酶免疫分析法对酶催化的荧光底物有着严格的

要求$而且在加入荧光底物后$如果不加任何干预$

酶所催化的反应过程很难达到稳定的状态$测量随

时间延长结果变化较大$所以还得加入终止液

a"<R$1 F之内测定$这样使得测定的时间延长#

本化学发光法与荧光酶免疫分析法检测

F<ẐRK相比$对桥本甲状腺炎检测阳性率更高

!21-(3 D,-$(-.3"$说明本法比荧光酶免疫分析

法更灵敏-%.

# 在 :LE@AB病&结节性甲状腺肿&亚急

性甲状腺炎患者中也有一定的阳性率$与荧光酶免

疫分析法报道一致#

对于一种检测方法来说$阳性切限值的确立非

常重要# 笔者按照美国国家临床生化协会指南推荐

的以年龄低于 )0 岁&血清促甲状腺激素浓度在

0-(4&-0 J_èg&无甲状腺肿大&无个人及家族甲状

腺病史且无其他自身免疫疾病的男性青年为入选标

准$筛选了 1)) 例基本符合上述条件的健康男性的

血清标本作为正常对照组-10.

# )0 岁以下的男性青

年血清抗体滴度最低$因为在该组健康人群中仅有

少数出现 F<ẐRK 大于)-&& _èJG属于阳性$而且

滴度都较低!F<ẐRK 在)-(4*-0 _èJG之间"$所

占比例也不多!阳性率为(-&%3"# 所以以其测定

值来制定阳性切限值$可以提高自身抗体的检出率#

综上所述$本技术用重组的人甲状腺过氧化物

酶膜外区蛋白为抗原建立的 2% 孔板的定量 6ga_R

来检测 F<ẐRK$桥本甲状腺炎组 F<ẐRK水平与其

他几组甲状腺疾病比较$其阳性率显著升高!//

0-01"# 因此$对桥本甲状腺炎的诊断也具有特异

的临床意义-11.

# 由于重组的人甲状腺过氧化物酶

抗原纯&来源稳定&可靠$方法灵敏&特异&简便$便于

推广$可常规用于临床#

*%&* 国际内分泌代谢杂志 &01% 年 1 月第 )% 卷第 1 期!_?Cba?N=OL>?=GXACEK$bE?SELQ&01%$c=G-)%$'=-1
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