
△　通讯作者，电话：１３４５２９３５３７６；Ｅｍａｉｌ：ｗｘｌ１２４６１０＠ｙａｈｏｏ．ｃｎ。

·论　　著·

胶体金免疫层析法检测血清βＨＣＧ的性能评价
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（重庆市肿瘤研究所临床检验中心　４０００３０）

　　摘　要：目的　评价胶体金免疫层析法“早早孕”试纸条检测血清中人绒毛膜促性腺激素β亚单位（βＨＣＧ）的性能。方法　

通过与化学发光法比较，从灵敏度、特异度、重复性、检出限等方面评价杭州艾康生物技术公司生产的“早早孕”人绒毛膜促性腺激

素试纸条（胶体金免疫层析法）。结果　“早早孕”试纸条检测血清βＨＣＧ的最低检出限为２５ｍＩＵ／ｍＬ，以化学发光法为真值，其

灵敏度为８４．６％，特异性为１００％，尤登指数为８４．６％，准确度为９３．３％。试纸条浸入标本的最佳时间为１０ｓ，观察结果最佳时

间为３ｍｉｎ，检测结果在１０ｍｉｎ之内稳定。该方法重复性良好，实验不受溶血、脂血的干扰。结论　杭州艾康生物技术公司生产

的“早早孕”试纸条（胶体金免疫层析法）检测血清βＨＣＧ的特异度高，重复性好，准确度高。
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　　 人绒毛膜促性腺激素 （ｈｕｍａｎｃｈｒｉｏｎｉｃｇｏｎａｄｏｒｔｏｐｉｎ，

ＨＣＧ）作为一种生殖内分泌激素，其检测正在临床实验室展

开，其对于妊娠或急腹症的辅助诊断及随访都有重要作用［１］。

检测血清或尿液中的人绒毛膜促性腺激素β亚单位（βＨＣＧ）

已成为正常早孕、异位妊娠、滋养细胞肿瘤、肝癌等疾病诊断与

鉴别诊断的重要方法［２］。目前检测βＨＣＧ的方法很多，包括

放射免疫分析法、化学发光法、酶联免疫分析法、胶体金免疫层

析法（ＧＩＣＡ）等。化学发光法是较新而优秀的实验室免疫学检

验技术，其以极高的特异性、精确度、稳定性和良好的随机操作

性成为免疫实验室的主要检验手段，但其成本高，成为推广应

用的障碍［３］。而胶体金免疫技术是２０世纪８０年代继三大标

记技术（荧光素、放射性同位素和酶标记）发展起来的固相标记

免疫测定技术，该法因其具有简单快速、价格低廉、可单份测

定［４］、适合基层医疗机构和家庭使用等特点而得到广范的应

用。目前，市面上有多家的人绒毛膜促性腺激素试纸条（ＧＩ

ＣＡ）在使用，这些产品在某些性能指标、操作使用上存在较大

差异。本文通过与化学发光法比较，从灵敏度、特异度、稳定

性、反应条件、检出限、抗干扰能力等方面对杭州艾康生物技术

公司生产的“早早孕”ＧＩＣＡ进行方法学评价，现将结果报道如

下。

１　材料与方法

１．１　标本　６０例标本为本所２００９年４月１８日至２００９年５

月２１日门诊及住院患者血清，均无明显溶血、脂血等，其β

ＨＣＧ的含量已经由化学发光法测出。

１．２　试剂与仪器　“早早孕”人绒毛膜促性腺激素免疫胶体金

定性试纸条（以下简称试纸条）由杭州艾康生物技术公司提供，

批号：２００８０１２５０，有效期至２００９年１２月。化学发光免疫分析

仪为天津德普Ｉｍｍｕｌｉｔｅ１０００，βＨＣＧ检测范围为１．１～５０００

ｍＩＵ／ｍＬ，原装配套试剂。

１．３　方法　（１）方法比较实验：室温下严格按照说明书操作，

将试纸条下端插入样品血清中，其深度不宜超过 ＭＡＸ线，１０ｓ

后取出平放，３ｍｉｎ时观察结果。以化学发光法所测值为真

值，小于或等于５ｍＩＵ／ｍＬ为阴性，大于５ｍＩＵ／ｍＬ为阳性，

将试纸条测定结果和化学发光法测定结果进行比较，评价２种
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方法的相关性及试纸条法的灵敏度、特异性、准确度等。（２）重

复性实验：选取１０个样本，浓度从低到高（＜１、２．２、１２．３、

３２．５、３９８、３２９２、９１５８、１５１７６、３５０７７、５７８９４ｍＩＵ／ｍＬ），按照

说明书操作，每个样本重复测定１０次。（３）最低检出限实验：

将已由化学发光法检测定量的浓度为４０７０ｍＩＵ／ｍＬ的标本

稀释成４０７０、４０７、１００、５０、２５、１２．５、６、３、１．５、０．７ｍＩＵ／ｍＬ共

１０个样本，同时设阴性对照，按照说明书每个标本重复测定３

次。（４）最佳检测条件的选择：将化学发光法测定βＨＣＧ浓度

为５７８９４ｍＩＵ／ｍＬ的标本，以１０倍比例稀释成５７８９、５７９、

５８、５．８ｍＩＵ／ｍＬ及小于１ｍＩＵ／ｍＬ共５个标本，同时设阴性

对照。①最佳浸入时间实验：将试纸条分别浸入标本３、５、１０、

１５、２０、３０ｓ，均在３ｍｉｎ后读取结果。②最佳观察时间实验：将

试纸条分别浸入标本１０ｓ，在１、３、５、１０、１５、２０、３０、６０、１２０ｍｉｎ

时读取结果。（５）干扰实验：准备高、中、低浓度干扰实验（５７

８９４、１７６０７、３２９２ｍＩＵ／ｍＬ）各一组，每组设实验管一个，对照

管一个。①溶血干扰实验：实验管均加入阴性溶血血清０．９

ｍＬ，对照管均加入阴性无溶血血清０．９ｍＬ，向实验管和对照

管依次加入高、中、低浓度样本０．１ｍＬ，混匀后检测。②脂血

干扰实验：实验管均加入阴性脂血血清０．９ｍＬ，对照管均加入

阴性无脂血血清０．９ｍＬ，向实验管和对照管依次加入高、中、

低浓度样本０．１ｍＬ，混匀后检测。

２　结　　果

２．１　方法比较实验　化学发光法检出阳性２６例（大于５

ｍＩＵ／ｍＬ），阴性３４例（小于或等于５ｍＩＵ／ｍＬ）。试纸条检出

阳性２２例，阴性３８例。其中化学发光法４例阳性标本（β

ＨＣＧ浓度分别为１８．７、１０．５、１２．３和６．７ｍＩＵ／ｍＬ）用试纸条

诊断为阴性。以化学发光法为真值，“早早孕”试纸条的灵敏度

为８４．６％，特异度为１００％，尤登指数为８４．６％，准确度为

９３．３％。６０例标本胶体金试纸法和化学发光法检测结果见

表１。

表１　　“早早孕”试纸条与化学发光法检测结果对比

项目 化学发光（＋） 化学发光（－）

试纸条（＋） ２２ ０

试纸条（－） ４ ３４

２．２　重复性实验　βＨＣＧ浓度大于或等于３９８ｍＩＵ／ｍＬ、小

于或等于１２．３ｍＩＵ／ｍＬ时，１０次结果呈色均一，浓度为３２．５

ｍＩＵ／ｍＬ时，１次结果显示阴性，另９次显示为弱阳性。各浓

度１０次重复测定结果见表２。

表２　　重复性实验结果

浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） 测试１ 测试２ 测试３ 测试４ 测试５ 测试６ 测试７ 测试８ 测试９ 测试１０

＜１ － － － － － － － － － －

２．２２ － － － － － － － － － －

１２．３ － － － － － － － － － －

３２．５ － ± ± ± ± ± ± ± ± ±

３９８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３２９２ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

９１５８ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

１５１７６ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

３５０７７ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

５７８９４ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

　　－：表示阴性，±：表示弱阳性，＋：表示阳性，＋＋：表示强阳性。

表３　　最低检出限实验结果

浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） 测试１ 测试２ 测试３

阴性对照 － － －

１．５ － － －

３ － － －

６ － － －

１２．５ － － －

２５ ± ± ±

５０ ± ± ±

１００ ＋ ＋ ＋

４０７ ＋ ＋ ＋

４０７０ ＋＋ ＋＋ ＋＋

２．３　 最低检出限实验 　βＨＣＧ 浓度 小 于 或 等 于１２．５

ｍＩＵ／ｍＬ时，试纸条检测为阴性；βＨＣＧ 浓度大于或等于２５

ｍＩＵ／ｍＬ且小于或等于５０ｍＩＵ／ｍＬ时，试纸条检测为弱阳性；

βＨＣＧ浓度大于或等于１００ｍＩＵ／ｍＬ时，试纸条检测为阳性；

βＨＣＧ浓度大于或等于４０７０ｍＩＵ／ｍＬ时，试纸条检测为强

阳性。试纸条最低检测限为２５ｍＩＵ／ｍＬ，见表３。

２．４　最佳检测条件的选择

２．４．１　最佳浸入时间实验　当试纸条浸入标本时间在３ｓ

时，各组均因为没有出现对照线而无法判读；当试纸条浸入标

本时间在５ｓ时，部分组出现无法判读的现象；当试纸条浸入

标本的时间在１０ｓ及１０ｓ以上时，各组结果均能正常判读，呈

色均一。试纸条浸入标本的最佳时间为１０ｓ。各组实验结果

见表４。

２．４．２　最佳观察时间实验　当在试纸条离开标本１ｍｉｎ后观

察结果，除对照组外其余各浓度组结果均因为尚未出现对照线
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而无法判读；在３～１０ｍｉｎ这段时间，各组均出现对照线，可以

判读结果，且测试线颜色稳定；１０ｍｉｎ之后，测试线有颜色加

深和变黑的趋势，不再适合作为检测结果。综合准确性和实用

性考虑，最佳观察时间为３ｍｉｎ，检测结果在１０ｍｉｎ之内稳定。

各组实验结果见表５。

２．５　干扰实验

２．５．１　溶血干扰实验　溶血组和对照组结果比较，没有任何

差异，溶血造成试纸条测试界面的红色背景也不会影响结果的

判读。两组实验结果见表６。

２．５．２　脂血干扰实验　脂血组和对照组结果比较，没有任何

差异，脂血不会影响βＨＣＧ的检测。两组实验结果见表７。

表４　　最佳浸入时间实验结果

浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） ３ｓ ５ｓ １０ｓ １５ｓ ２０ｓ ３０ｓ

＜１ 无效 无效 － － － －

５．８ 无效 － － － － －

５８ 无效 ± ± ± ± ±

５７９ 无效 无效 ＋ ＋ ＋ ＋

５７８９ 无效 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

表５　　最佳观察时间实验结果

浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） １ｍｉｎ ３ｍｉｎ ５ｍｉｎ １０ｍｉｎ １５ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ １２０ｍｉｎ

＜１ － － － － － － " － －

５．８ 无效 － － ± ± ± ± ± ±

５８ 无效 ± ± ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５７９ 无效 ＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

５７８９ 无效 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

表６　　溶血干扰实验测定结果

组别 浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） 测试１ 测试２

正常阴性血清 ＜１ － －

溶血阴性血清 ＜１ － －

对照组 ３２９．２ ＋ ＋

实验组 ３２９．２ ＋ ＋

对照组 １７６０．７ ＋＋ ＋＋

实验组 １７６０．７ ＋＋ ＋＋

对照组 ５７８９．４ ＋＋ ＋＋

实验组 ５７８９．４ ＋＋ ＋＋

表７　　脂血干扰实验测定结果

组别 浓度（ｍＩＵ／ｍＬ） 测试１ 测试２

正常阴性血清 ＜１ － －

脂血阴性血清 ＜１ － －

对照组 ３２９．２ ＋ ＋

实验组 ３２９．２ ＋ ＋

对照组 １７６０．７ ＋＋ ＋＋

实验组 １７６０．７ ＋＋ ＋＋

对照组 ５７８９．４ ＋＋ ＋＋

实验组 ５７８９．４ ＋＋ ＋＋

３　讨　　论

３．１　胶体金是一种常用的标记技术，１９７１年Ｆａｕｌｋ和Ｔａｙｔｏｒ

将胶体金引入免疫化学，此后免疫胶体金技术作为一种新的免

疫学方法，在生物医学各领域得到了日益广泛的应用。目前，

在检验医学中的应用主要是免疫层析法和快速免疫金渗滤法，

用于检测 ＨＢｓＡｇ、ＨＣＧ和抗双链ＤＮＡ抗体等，具有简单、快

速、准确和无污染等优点［５］。免疫层析法是近年国外兴起的一

种快速诊断技术，其原理是将特异的抗体先固定于硝酸纤维素

膜的某一区带，当该干燥的硝酸纤维素一端浸入样品（尿液或

血清）后，由于毛细管作用，样品将沿着该膜向前移动，当移动

至固定有抗体的区域时，样品中相应的抗原即与该抗体发生特

异性结合，若用免疫胶体金或免疫酶染色可使该区域显示一定

的颜色，从而实现特异性的免疫诊断。

３．２　ＨＣＧ是由滋养层细胞分泌的一种糖蛋白激素，由α和β

亚单位组成，α亚单位的氨基酸排列顺序和黄体生成素（ＬＨ）、

促卵泡成熟激素（ＦＳＨ）、促甲状腺成熟激素（ＴＳＨ）的α亚单位

大体相同，相互间可发生交叉反应。而β亚单位结构特异，不

存在于其他糖蛋白激素中，根据这一特点制备的βＨＣＧ单克

隆抗体，可将上述激素之间的交叉反应降低到最低值［６］。目

前，βＨＣＧ的检测方法主要用免疫学方法，化学发光法是用纯

化的鼠抗人βＨＣＧ单克隆抗体包被的微孔板、酶标记鼠抗人

αＨＣＧ单克隆抗体、发光底物液（鲁米诺）等，采用双抗体夹心

法检测 ＨＣＧ。

３．３　“早早孕”试纸条是把鼠抗人βＨＣＧ单克隆抗体和羊抗

鼠ＩｇＧ多克隆抗体分别固定在硝酸纤维膜上，用胶体金标记鼠

抗人αＨＣＧ单克隆抗体，利用层析法和双抗体夹心法检测

ＨＣＧ。本实验结果显示，与化学发光法相比，试纸条的特异性

为１００％，但是灵敏度为８４．６％。６０例中有４例化学发光检测

阳性而试纸条没能检出，这与方法的固有缺陷有关，试纸条的

最低检出限为２５ｍＩＵ／ｍＬ，远远不如化学发光法的 １．１

ｍＩＵ／ｍＬ。早期妊娠因时间太短，大量饮水、服利尿剂或其他

药物可使 ＨＣＧ含量下降，引起假阴性。异位妊娠时可能因血

βＨＣＧ低于２５ｍＩＵ／ｍＬ，试纸条测定βＨＣＧ呈阴性。在葡萄

胎等妊娠滋养细胞疾病的患者中，其滋养细胞高度增生，产生

大量ＨＣＧ，血、尿中ＨＣＧ均明显增高，其浓度可达正常妊娠的

１００倍。过量 ＨＣＧ 分别与试纸中胶体金标记的鼠抗人β

ＨＣＧ单克隆抗体和羊抗人ＨＣＧ多克隆抗体（下转第２５７５页）
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分别为３５％、６８％、７４％，均明显高于正常结直肠黏膜，与国外

文献一致。同时提示结直肠癌组织的发生与Ｓｈｈ信号通路异

常激活有关。随后研究发现三者表达与患者年龄、肿瘤大小、

分化类型无关，而与Ｄｕｋｅ分期密切相关。Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白表

达与大肠癌Ｄｕｋｅ分期和淋巴结转移密切相关．随着肿瘤增

大、侵袭深度加深、出现淋巴结转移，Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白阳性率升

高，差异有统计学意义。Ｓｈｈ蛋白表达与Ｄｕｋｅ分期密切相关，

而与有、无淋巴结转移无关。可见，Ｓｈｈ蛋白在大肠癌发生过

程中起重要作用，而Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１蛋白与大肠癌增殖、侵袭、转

移有关。而且，可能在大肠癌中还有其它通路调节Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１

蛋白表达。经Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析发现，Ｓｈｈ蛋白与Ｐｔｃｈ１

蛋白表达呈正相关（狉＝０．５００，犘＜０．０５），Ｐｔｃｈ１蛋白与Ｇｌｉ１蛋

白表达呈正相关（狉＝０．６８３，犘＜０．０５），Ｓｈｈ蛋白与 Ｇｌｉ１蛋白

表达呈正相关（狉＝０．４２４，犘＜０．０５）。

本研究结果显示，Ｓｈｈ、Ｐｔｃｈ、Ｇｌｉ１蛋白在大肠癌组织中高

表达，Ｈｈ信号通路呈激活状态，据此认为 Ｈｈ信号通路激活与

大肠癌的发生关系密切。因此，Ｈｈ信号通路与肿瘤的相关研

究有望阐明一部分肿瘤的发生机制，发现一些肿瘤特异性蛋

白，并运用特异性信号通路阻断剂，为临床中大肠癌的早期发

现及针对性治疗开辟新的途径。Ｈｈ信号通路很有可能是对

大肠癌进行早期诊断和治疗的一个理想靶标，值得进行更深入

的研究。
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血清结合，而不再形成金标记的βＨＣＧ抗体ＨＣＧ羊抗人

ＨＣＧ多克隆抗体“夹心复合物”，不再出现阳性结果，此现象称

“ＨＯＯＫ”现象，即钩状效应
［７］。为杜绝钩状效应导致的假阴

性，对于临床疑诊为葡萄胎、绒毛膜癌等滋养细胞疾病的患者，

在检测血 ＨＣＧ时，应将标本连续倍比稀释后测定，以提高试

纸法阳性检出率，同时用化学发光法定量测定血βＨＣＧ的含

量。

试纸条说明书提供了２种操作方法，一种是把试纸条直接

浸入到标本中不拿出来，但必需保证液面不能浸没 ＭＡＸ线，

实际操作中需要弃去一部分标本或把标本转移到另一容器中，

比较繁琐。本文采用另一种方法，即将试纸条下端直接浸入待

测标本液面下。实验结果表明只要浸入１０ｓ后，即可获得满

意的结果。观察结果的最佳时间为３ｍｉｎ。实验重复性好，特

异性高，不受溶血和脂血的干扰。
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