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　　摘　要：目的　应用时间分辨荧光免疫分析法（ＴＲＦＩＡ）建立总免疫球蛋白Ｅ（ＴＩｇＥ）的定量测定方法。方法　采用双抗体夹

心法建立ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ，并对其进行方法学评价。结果　建立的ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ批内、批间变异系数（犆犞）分别为１．５９％～１．６８％

和５．２３％～７．３３％；检测低限为０．２５ＩＵ／ｍＬ；线性范围为１．４７～１５１０．００ＩＵ／ｍＬ；其准确性在允许偏差±１０％内；回收率为

９７．００％～１０６．７５％；交叉反应试验和干扰试验均能满足检测要求；检测ＴＩｇＥ达１５０００ＩＵ／ｍＬ时仍未见 ＨＯＯＫ效应；与欧蒙公

司的ＥＬＩＳＡ法检测４０份临床样本结果相关性良好（狉＝０．９９９２，犘＜０．０１），２种方法间预期偏差在允许范围（±１２．５％）内；检测

健康成人样本ＴＩｇＥ的参考值为１００ＩＵ／ｍＬ。结论　建立的ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ具有精密度好，灵敏度高，线性范围宽，准确度高，特异

性强等优点，能满足临床需要。
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　　免疫球蛋白Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）在血清中含量极

微，仅占血清免疫球蛋白总量的０．００２％，但它却是引起过敏

反应的主要抗体。自１９６６年日本学者Ｉｓｈｉｚａｋａ发现ＩｇＥ以

来，开启了过敏性疾病研究的新时代。总ＩｇＥ（ｔｏｔａｌＩｇＥ，

ＴＩｇＥ）的测定已在临床广泛应用，它已成为过敏性疾病诊断与

鉴别诊断、寄生虫感染性疾病、免疫功能障碍相关性疾病的实

验室评估指标。随着环境的改变，在生活中接触到的食物、药

物、化学物质等越来越多，过敏原也就越来越复杂多样，可达数

千种，而且很隐蔽。虽然目前已有多种国际先进的过敏原检测

系统，但仍难将所有过敏原全部涵盖。ＴＩｇＥ检测对这类无法

确定具体过敏原的过敏症患者仍具有极大的帮助。ＴＩｇＥ的体

外定量检测可为判定机体对过敏原的易感性提供了有价值的

信息［１］，ＴＩｇＥ是特应性体质的客观指标。据文献报道，血清

ＴＩｇＥ水平的高低还与疾病严重程度有关，测定 ＴＩｇＥ含量有

助于对病情严重程度的判定从而对急性发作期临床治疗疗程、

缓解期预防性用药疗程进行指导［２］。ＩｇＥ在过敏性疾病诊断

中的作用已获得公认，但血清中ＩｇＥ的含量较低，特别是新生

儿脐带血中ＩｇＥ含量极低，必须用灵敏的方法才能正确检测。

建立一个高度敏感同时又非常特异的检测系统是开展人ＩｇＥ

抗体免疫调节机理研究的基本前提和难点之一。目前，时间分

辨荧光免疫分析（ｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｏｉｓｎｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＴＲＦＩＡ）

已成为生物医学研究和临床超微量生化检验中一项最有发展

前景的分析手段。因此，笔者基于双抗体夹心法建立了ＴＩｇＥ

ＴＲＦＩＡ法，并对其性能进行了评价，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　按照《全国临床检验操作规程》（第３版）采集静脉

血，样本如其干扰限超过试剂盒说明书给定范围或样本污染等

均应予以剔除。收集用于方法学比对试验预期偏倚评估的随

机样本共４０例，其待测物浓度应覆盖方法学的检测范围，且尽

可能均匀分布；健康成人样本来自健康体检正常者的血清样本

共２０例，用于参考值的转移接收的验证试验；确诊为过敏性疾

病患者的样本８０例，用于评价 ＴＩｇＥ在过敏患者样本中的检
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出率及方法学检测结果间的一致性。

１．２　仪器与试剂　ＴＡＫＥＥＮⅠ型 ＴＲＦＩＡ仪、ＦＷＺⅠ型微

量振荡器、ＤＥＭⅢ型全自动洗板机（广州市丰华生物工程有

限公司）；酶标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；Ｖｉｃ

ｔｏｒＴＭ
２Ｄ１４２０型ＴＲＦＩＡ仪（芬兰 ＷａｌｌａｃＯｙ公司）。羊抗人ＩｇＥ

多克隆抗体（深圳菲鹏生物股份有限公司）；鼠抗人ＩｇＥ单克隆

抗体（美国Ａｄｖａｎｃｅ公司）；人ＩｇＥ纯品（英国Ａｂｃａｍ公司）；牛

血清清蛋白（ＢＳＡ）和 Ｔｗｅｅｎ２０（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ＣＬ６Ｂ凝胶（瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；９６孔微孔板（深圳金灿华

实业有限公司）；铕（Ｅｕ３＋）标记试剂盒（芬兰 ＷａｌｌａｃＯｙ公司）；

带有滤膜的离心管（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；其余试剂为国产分

析纯试剂；自制以β萘甲酰三氟丙酮为主要成分的增强液；自

制含０．４％（Ｖ／Ｖ）的 Ｔｗｅｅｎ２０为主要成分的 ｐＨ７．８２００

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ溶液为浓缩洗涤液；自制含１０％（Ｖ／Ｖ）的小

牛血清和０．０１ｇ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠为主要成分的ｐＨ７．８

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＴｒｉｓＨＣｌ溶液为实验缓冲液；自制含５０ｇ／Ｌ

ＢＳＡ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．８的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液为校准品稀释

液或样本稀释液。３００ｍｇ／ｍＬ的ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ，１６０ｇ／Ｌ的清

蛋白，１０００ＩＵ／ｍＬ的甲胎蛋白，８００ＩＵ／ｍＬ的类风湿因子，

低、中、高３个浓度的质量控制品（广州市丰华生物工程有限公

司）；ＩｇＥ国际标准品（ＷＨＯ２
ｎｄＩＲＰ７５／５０２；５０００ＩＵ／安培）（英

国 ＮＩＢＳＣ）；ＴＩｇＥ检测ＥＬＩＳＡ试剂盒（德国欧蒙医学实验诊断

股份公司）。

１．３　方法

１．３．１　校准品的制备　以 ＷＨＯ２
ｎｄＩＲＰ７５／５０２为对照，人

ＩｇＥ纯品用含５０ｇ／ＬＢＳＡ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．８的ＴｒｉｓＨＣｌ

缓冲液定量稀释成０．０、２．４、１２．０、６０．０、３００．０、１５００．０ＩＵ／

ｍＬ（分别用Ａ～Ｆ表示）。

１．３．２　固相反应板的制备和最适包被浓度的选择　将羊抗人

ＩｇＥ多克隆抗体用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ９．６的碳酸盐缓冲液稀释

成包被液（２．０、３．０、４．０、５．０、６．０μｇ／ｍＬ），在固相微孔板加入

１００μＬ抗体包被液，以上浓度各包被１块，４℃冰箱孵育过夜，

洗涤１次，再每孔中加入含１０ｇ／ＬＢＳＡ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．２

的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）２５０μＬ，３７℃恒温箱孵育２ｈ封闭，甩

干后晾干，真空封膜，４℃冰箱保存备用。采用方阵（棋盘）滴

定法，在２．０～６．０μｇ／ｍＬ预包被的反应板上，检测校准品 Ａ、

校准品Ｆ２个浓度点的荧光值强度（ＣＰｓ）。选取校准品 Ａ本

底荧光值（Ｎ）较低，且校准品Ｆ的检测荧光值（Ｐ）与Ｎ的比值

（Ｐ／Ｎ）最大的包被浓度为最适包被浓度。确定最适包被浓度

后按以上方法制备固相反应板。

１．３．３　铕标记物的制备和最佳稀释度的选择　将１ｍｇ的鼠

抗人ＩｇＥ单克隆抗体加入 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司的带有滤膜的离心管

中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心９～１０ｍｉｎ。再用标记缓冲液（５０ｍｍｏｌ／

Ｌ、ｐＨ９．３的碳酸盐缓冲液）重复洗涤３～５次。将收集到的

２００μＬ鼠抗人ＩｇＥ单克隆抗体和１ｍｇ的铕标记试剂充分混

匀，４℃振荡反应（２４±２）ｈ。反应液经５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．８０

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液平衡的ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱（１ｃｍ×３０ｃｍ）层

析，每管２．０ｍＬ，Ａ２８０监测收集第一洗脱峰。合并峰管，根据

Ｅｕ３＋标记试剂盒说明书所提供的公式计算标记率和回收率。

蛋白相对分子质量为１６００００的单克隆抗体的理想标记Ｅｕ３＋

个数为６～１０个／蛋白分子。将铕标记物用实验缓冲液按体积

比１∶５００、１∶１０００、１∶１５００、１∶２０００稀释，检测校准品Ａ、

校准品Ｆ２个浓度点的ＣＰｓ。选取 Ｎ较低，且Ｐ／Ｎ最大的稀

释度为铕标记物最佳稀释度。

１．３．４　ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ方法学的建立　为了尽量避免 ＨＯＯＫ

效应，选用双抗体夹心二步法。检测方法应适用于普通实验室

条件下，反应宜选择室温２０～２５℃条件。第１步：在固相微孔

反应板中依次加入１０μＬ的校准品或样本或质量控制品，再每

孔中加入１００μＬ样本稀释液，在室温条件下振荡孵育（３０、４５、

６０、７５ｍｉｎ），洗板５次拍干。第２步：在每孔中加入１００μＬ铕

标记物工作液，在室温条件下振荡孵育（３０、４５、６０、７５ｍｉｎ），洗

板５次拍干。然后在每孔中加入１００μＬ增强液，在室温条件

下振荡（１、２、３、４、５、１０、３０、４０ｍｉｎ），将反应板放入ＴＲＦＩＡ仪

内进行荧光计数。选择检测校准品 Ａ～Ｆ荧光值接近平衡的

反应时间作为最适反应时间。

１．３．５　性能评价　参考文献［３４］对剂量反应曲线拟合模型

进行优选。参考ＮＣＣＬＳ的指南及有关文献［５１４］对精密度、

检测低限、线性、准确度（校准品核对试验、回收试验）、特异性

（交叉反应试验、干扰试验）、参考值确认、方法学比对等进行

评价。

１．４　统计学处理　ＴＲＦＩＡ测量所得荧光计数采用ＴＲＦＩＡ仪

上随机配备的分析软件进行数据分析。其他统计数据采用

ＳＰＳＳ１３．０和 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件进行分析。

２　结　　果

２．１　铕标记鼠抗人ＩｇＥ抗体的鉴定　铕标记鼠抗人ＩｇＥ抗体

Ａ２８０监测收集，收集铕标记物峰（５～８管）。铕标记鼠抗人

ＩｇＥ抗体的回收率为９２．５１％，表明分离纯化后的抗体损失较

少。以芬兰 ＷａｌｌａｃＯｙ公司标准Ｅｕ
３＋为参考，铕标记物峰的

铕标记鼠抗人ＩｇＥ抗体中的Ｅｕ
３＋含量为６．０６μｍｏｌ／Ｌ，蛋白含

量为０．７２μｍｏｌ／Ｌ，计算可得平均每个鼠抗人ＩｇＥ抗体上连接

了８．４０个Ｅｕ３＋，达到了理想的标记率。

２．２　方法学的建立

２．２．１　最适包被浓度和铕标记物最佳稀释度　经方阵（棋盘）

滴定法，当以４．０μｇ／ｍＬ包被反应板和铕标记物按１∶１５００

稀释时，本底良好（＜２０００）且校准品Ｆ检测荧光值的Ｓ／Ｎ值

趋于最大，因此最适包被浓度为４．０μｇ／ｍＬ，铕标记物最佳稀

释度为１∶１５００。

２．２．２　反应动力学　当第１、２步的反应时间分别为６０ｍｉｎ

和４５ｍｉｎ，检测校准品Ａ～Ｆ的荧光值趋于“饱和”，曲线斜率

趋于最大，表明反应趋于完全。解离增强振荡５ｍｉｎ时，校准

品Ａ～Ｆ的荧光值已趋于平衡，表明Ｅｕ３＋已从铕标记物螯合

物上充分解离下来，与增强液成分形成了稳定的复合物。

２．２．３　建立剂量反应曲线　按优化的反应条件进行试

验［３４］，剂量反应曲线拟合优选Ｌｏｇ＿ＬｏｇＢ双对数数学模式及

三样条平滑（ＳＰＬＩＮＥ）拟合时曲线平滑，拟合程度高，拟合后的

曲线的狉＞０．９９００，典型的剂量反应曲线，见图１。

图１　　ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ的剂量反应曲线
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２．３　分析性能评价

２．３．１　精密度　参考ＮＣＣＬＳＥＰ５Ａ文件
［５］评价，低、中、高３

个浓度的质量控制品批内和批间检测的实测值分别为（４．０３±

０．０７）ＩＵ／ｍＬ和（４．０３±０．３０）ＩＵ／ｍＬ，（９０．５７±１．４４）ＩＵ／ｍＬ

和（９０．５７±５．０５）ＩＵ／ｍＬ，（３１９．５５±５．３３）ＩＵ／ｍＬ 和

（３１９．５５±１６．７０）ＩＵ／ｍＬ，批内和批间的变异系数（犆犞）分别为

１．６８％和７．３３％，１．５９％和５．５７％，１．６７％和５．２３％。

２．３．２　检测低限　参考文献［６］评价，平行检测校准品 Ａ２０

次的荧光值（狓±狊）为１３０９＋１５６；９５％犆犐（狓±２狊）为１６２０，在

剂量反应曲线上拟合得到的浓度值为０．２５ＩＵ／ｍＬ，优于欧蒙

ＴＩｇＥＥＬＩＳＡ法试剂的检测低限１ＩＵ／ｍＬ。

２．３．３　线性　参考 ＥＰ６Ａ 文件
［７］评价，该方法在１．４７～

１５１０．００ＩＵ／ｍＬ范围内，其线性回归方程为犢＝０．９８８２犡－

０．０６８８，狉＝０．９９９３（狋狉＝８３．１５，狏＝９，犘＜０．０１），见图２。本方

法的线性上限高于欧蒙 ＴＩｇＥＥＬＩＳＡ法试剂的线性上限５００

ＩＵ／ｍＬ。

图２　　ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ的线性

２．３．４　校准品核对试验　参考文献［８９］评价，以国际标准品

的稀释溶液（２．４～１５００．０ＩＵ／ｍＬ）为对照，测定ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ

各校准品，以相对偏倚±１０．００％为可接受范围；ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ

校准品Ａ～Ｆ的实测值与标示值的相对偏倚在－５．５７％～

７．９２％内。

２．３．５　回收试验　将１份２２ＩＵ／ｍＬ的常规检测样本分成３

等份（各１ｍＬ），在其中２份中分别加入４４ＩＵ／ｍＬ和１１０ＩＵ／

ｍＬ的血清样本０．１ｍＬ，制成加入浓度分别为４．０ＩＵ／ｍＬ和

１０．０ＩＵ／ｍＬ的２份待回收分析样本，第３份中加入校准品稀

释液 ０．１ ｍＬ 制成基础样本血清，回收率在 ９０．００％ ～

１１０．００％范围内为可接受。检测基础样本和２份待回收分析

样本的实测浓度分别为１９．４１、２４．２１ＩＵ／ｍＬ和２９．６４ＩＵ／

ｍＬ，２ 份 待 回 收 分 析 样 本 的 回 收 率 分 别 为 ９７．００％ 和

１０６．７５％，平均回收率为１０１．８８％，比例系统误差为１．８８％。

图３　　血红蛋白对样本检测结果的干扰程度

２．３．６　交叉反应　参考文献［９１０］评价，检测３００ｍｇ／ｍＬ的

ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ，１６０ｇ／Ｌ的清蛋白，８００ＩＵ／ｍＬ的类风湿因子，

１０００ＩＵ／ｍＬ的甲胎蛋白，其实测浓度值分别为０．０７５、０．１２０、

０．１２０、０．１０５、０．１２５ＩＵ／ｍＬ和０．０４０ＩＵ／ｍＬ，均未高于检测低限

０．２５ＩＵ／ｍＬ，表明对ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ检测结果无明显交叉反应。

２．３．７　干扰试验　参考ＮＣＣＬＳＥＰ７Ａ２文件
［１１］评价，分别选

用低、中、高浓度的血清加入以下干扰物，干扰物质溶液与血清

分别按体积比１∶９混合，组成系列干扰物浓度，对照血清加入

干扰物相同体积的纯化水，采用干扰率为±１０．００％作为系统

干扰物最高限。样本中含血红蛋白（≤１８．００ｇ／Ｌ），胆红素（≤

８１８．０ｍｏｌ／Ｌ），三酰甘油（≤２１．５４ｍｍｏｌ／Ｌ），乙二胺四乙酸钾

（≤２．２０ｍｇ／ｍＬ），草酸钾（≤２．００ｍｇ／ｍＬ），肝素（≤１５．００Ｕ／

ｍＬ），枸橼酸钠（≤２１．８０ｍｍｏｌ／Ｌ），氟化钠（≤１．００ｍｇ／ｍＬ）对

检测结果干扰率均在±１０．００％以内，见图３～１０。

图４　　胆红素对样本检测结果的干扰程度

图５　　三酰甘油对样本检测结果的干扰程度

图６　　乙二胺四乙酸二钾对样本检测结果的干扰程度

图７　　草酸钾对样本检测结果的干扰程度

２．３．８　ＨＯＯＫ效应　将已知浓度的ＩｇＥ纯品稀释成３．６～

１５０００．０ＩＵ／ｍＬ的系列浓度样品，每稀释浓度重复测定２次

后取平均值。该方法检测ＴＩｇＥ达１５０００．０ＩＵ／ｍＬ时仍未见

ＨＯＯＫ效应。

２．３．９　参考值验证　欧蒙ＥＬＩＳＡ法试剂的参考值为１００ＩＵ／
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ｍＬ（年龄大于１６岁）。参考ＮＣＣＬＳＣ２８Ａ２文件
［１２］及 ＷＳ／Ｔ

４０２２０１２
［１３］，对参考值进行转移接收验证，检测２０例健康成

人样本，仅有１例结果（１１４．９６ＩＵ／ｍＬ）高于１００ＩＵ／ｍＬ，其他

１９例样本在２９．８１～９２．９１ＩＵ／ｍＬ间，检测值在引用参考区间

的参考个体数与总的参考个体数的比率为９５％，可以直接引

用１００ＩＵ／ｍＬ作为ＴＲＦＩＡ检测成人样本ＴＩｇＥ的参考值，但

是健康人群ＴＩｇＥ水平易受环境、种族、遗传、年龄、检测方法

及取样标准等因素的影响，各实验室应建立自己的参考值或参

考值验证。

图８　　肝素对样本检测结果的干扰程度

图９　　枸橼酸钠对样本检测结果的干扰程度

图１０　　氟化钠对样本检测结果的干扰程度

２．３．１０　方法学比对　参考ＮＣＣＬＳＥＰ９Ａ２文件
［１４］进行预期

偏倚评估试验。参考美国ＣＬＩＡ′８８规定的类似项目（ＩｇＧ）的

允许误差（±２５％）的１／２（即±１２．５０％），作为方法学可比性

的临床接受判断标准。ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ与欧蒙ＥＬＩＳＡ平行检测

４０份样本（１４．４３～５１８．８１ＩＵ／ｍＬ）结果的线性回归方程为

犢＝１．００５６犡－０．１５３４，狉＝０．９９９２（狋狉＝１５３．９９，狏＝３８，犘＜

０．０１）。选用欧蒙ＴＩｇＥＥＬＩＳＡ说明书上的各年龄阶段的参考

值作为给定值，ＴＲＦＩＡ与欧蒙ＥＬＩＳＡ的测定结果的相对偏倚

在－１２．２２％～０．４８％内，均在可接受范围（±１２．５０％）之内。

２种方法在 ８０ 例过敏性疾病患者样本中均检出 ６１ 例

（７６．２５％）ＴＩｇＥ高于临界值１００ＩＵ／ｍＬ，２种方法检测结果的

一致性符合率为１００％。

３　讨　　论

目前应用于ＴＩｇＥ检测的方法有免疫比浊法（ＩＴＭ）、放射

免疫法（ＲＩＡ）、ＥＬＩＳＡ法、化学发光法（ＣＬＩＡ）、电化学发光法

（ＥＣＬＩＡ）、荧光免疫分析法（ＦＩＡ）等。ＩＴＭ是一类均相免疫测

定法，但单纯就灵敏度而言，ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ及ＦＩＡ法等均优于

ＩＴＭ法。因ＲＩＡ具有放射性污染的固有缺陷，其市场占有率

逐年下降，Ｇｏｓｌｉｎｇ
［１５］在《ＣｌｉｎｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ》发表的文章统计，

国际上在免疫分析中采用同位素标记所占的比例由１９８０年的

６０％下降为１９８９年的２５％，非同位素标记由１９８０年的不足

４０％上升为１９８９年的７５％，近年来这个比例仍在变化。目

前，临床检测ＴＩｇＥ常用的仍是ＥＬＩＳＡ法，但其灵敏度较低，线

性范围较窄，结果易受操作人员、实验条件等因素的影响。由

于一般ＦＩＡ法中的本底较高等问题，传统的ＦＩＡ用于定量测

定有一定困难。ＣＬＩＡ和ＥＣＬＩＡ是目前的新型超微量免疫分

析技术，但是ＣＬＩＡ发光过程短、样品不能重复检测、本底高及

易受环境物质干扰。ＥＣＬＩＡ尽管有一定优势，但目前仪器和

试剂均依赖进口，且非开放系统，造成试剂价格昂贵，仪器成本

及维护费用高。近年来引进的荧光酶免疫法ＰｈａｒｍａｃｉａＣＡＰ

变应原体外检测系统，试剂价格昂贵，限制了其大量使用。

ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、传统的ＦＩＡ均没有实现人们所期待的高灵

敏度分析，因此科学家们努力寻求一种更可靠的标记物，自

１９７９年Ｓｏｉｎｉ等
［１６］合成了一种可用于标记抗体的“Ｅｕ３＋、β二

酮体和ＥＤＴＡ衍生物”的三元混合物作为荧光探针并提出

ＴＲＦＩＡ理论，他们预言ＴＲＦＩＡ将发展为新一代以镧系元素为

示踪物和时间分辨荧光测量相结合的非放射性微量免疫分析

技术。ＴＲＦＩＡ因镧系元素的荧光寿命可达６０～９００ｓ，甚至更

长，比普通荧光高数个数量级，在每个激发光脉冲过后，通过延

时，门宽选择，并通过滤光，以达到消除来自样品、试剂及其他

的非特异荧光，从而提高灵敏度，又因镧系元素的激发光和发

射光之间有一个较大的ｓｔｏｋｅｓ位移，这有利于排除其他非特

异荧光的干扰，方法的特异性较高。ＴＲＦＩＡ将抗原抗体反应

与荧光物质发光和时间分辨技术三者相结合，其灵敏度可达

１０－１８ｍｏｌ／Ｌ。与现在广泛使用的 ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＦＩＡ、ＣＬＩＡ和

ＥＣＬＩＡ相比，ＴＲＦＩＡ克服了ＲＩＡ放射性污染的不足、酶标记

物的不稳定性和定量范围窄的缺陷、化学发光仅能一次发光、

一般荧光标记受环境干扰的难点和电化学发光的非直接标记

等缺点。

本研究应用Ｅｕ３＋标记建立的ＴＩｇＥ双抗体夹心ＴＲＦＩＡ，

经方法学评价具有以下优点：（１）重复性好；（２）灵敏度高；（３）

线性范围宽；（４）准确度高；（５）特异性强；（６）与欧蒙ＥＬＩＳＡ比

对检测试剂线性范围内的临床样本具有良好的相关性，２种方

法检测结果的一致性符合率为１００．００％；在过敏性疾病患者

中的ＴＩｇＥ的阳性检出率达７６．２５％。表明ＴＩｇＥ的检测在过

敏性疾病筛选试验中是一个重要参考指标，本研究建立的

ＴＩｇＥＴＲＦＩＡ能满足临床的需要。
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称作十八（碳）烯酸。研究表明，肝细胞可摄取在链长为Ｃ１２～

Ｃ１８的长链脂肪酸，将其酯化成中性脂滴后，储存于肝细胞内。

依据此原理Ｙａｓｕｙｕｋｉ等
［７］首次应用ＯＡ诱导 ＨｅｐＧ２细胞２４

ｈ后，成功造成人源性肝细胞株的脂肪变性模型。杨林辉等
［８］

应用低浓度 ＯＡ 诱导 Ｌ０２细胞７２ｈ，建立肝细胞脂肪变性

模型。

本实验选用不同浓度ＯＡ诱导Ｃｈａｎｇｌｉｖｅｒ细胞，在不同的

时间点通过 ＭＴＴ检测和油红Ｏ染色明确建模所需的最佳诱

导浓度和时间，依据 ＭＴＴ检测、油红Ｏ染色和ＴＧ检测验证，

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度ＯＡ作用细胞２４ｈ，细胞脂变明显。随着诱

导时间的延长，超过４８ｈ后，脂滴不再增加反而减少。当

ＯＡ≥０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，脂变虽然有所增加，但细胞受损程度也

逐渐增加，与杨林辉等［８］在制备 ＨｅｐＧ２脂肪肝细胞造模中的

现象相似。提示ＯＡ对细胞有一定的毒性，有研究认为当肝细

胞内不饱和脂肪酸蓄积，可通过细胞色素Ｐ４５０２Ｅ１酶途径引

起脂质过氧化，进一步促进细胞凋亡从而产生细胞毒性［９］。

Ｃｕｉ等
［１０］发现经ＯＡ诱导后的肝细胞中超氧化物酶１（ＳＯＤ１）

含量明显减少，这种自由基清除酶可以在脂质过氧化过程中保

护细胞膜免受自由基的攻击。因此ＯＡ的细胞毒性与脂质过

氧化及细胞的抗氧化能力降低有关。

综上所述，本实验造模方法所需时间较短，且细胞来源方

便，性质稳定，是一种研究ＮＡＦＬＤ的理想方法。
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［１６］ＳｏｉｎｉＥ，ＨｅｍｍｉｌＩ．Ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ：ｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｔｕｓ

ａｎｄｋｅｙｐｒｏｂｌｅｍｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，１９７９，２５（３）：３５３３６１．
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