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　　［摘要］　目的　制备抗人叶酸（ＦＡ）抗血清并应用异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）系统开发新型非均衡竞争技术，建立可常规应用

的定量检测血清ＦＡ的化学发光免疫分析（ＣＬＩＡ）法。方法　ＦＩＴＣＦＡ类似物、ＦＡ抗体ＨＲＰ依次加入包被有抗ＦＩＴＣ抗体的化

学发光板，形成ＦＩＴＣ抗体ＦＩＴＣＦＡ类似物ＦＡ抗体ＨＲＰ的免疫反应复合物；并进行方法学评价，同时与非ＦＩＴＣ检测系统及

罗氏化学发光免疫分析系统检测结果进行比较。结果　成功制备ＦＡ抗血清并建立基于ＦＩＴＣ系统的非均衡竞争ＣＬＩＡ；经方法

学评价，自研法的线性相关系数绝对值大于０．９９００，灵敏度１．２１ｎｍｏｌ／Ｌ，线性范围１．２１～３８．８０ｎｍｏｌ／Ｌ，批内变异系数小于

５％，自研法定量检测性能优于非ＦＩＴＣ系统；与罗氏检测系统结果有较好相关性（犚＝０．９０８１）。结论　建立的非均衡竞争定量

检测血清ＦＡ的ＣＬＩＡ法，具有良好的检测灵敏度与特异性，可应用于常规检测。
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　　叶酸（ｆｏｌｉｃａｃｉｄ，ＦＡ）是人体必需的营养物质，主要促进骨

髓中幼稚细胞成熟［１］。ＦＡ缺乏可引起巨幼红细胞性贫血以

及白细胞减少症［１２］。此外，ＦＡ对孕妇极为重要，ＦＡ缺乏可

导致胎儿神经管发育缺陷，增加裂脑儿发生率［３４］。因此，定量

测定血清ＦＡ水平对预防和判断贫血原因、降低出生缺陷、指

导合理膳食结构，判断疗效及观察病情变化等具有重要的临床

价值［１，５７］。化学发光免疫分析（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓ

ｓａｙ，ＣＬＩＡ）是采用化学发光剂直接标记抗原或抗体的免疫分

析方法，ＣＬＩＡ具有检测灵敏度与特异性高、线性范围宽、无放

射性污染等优势，已逐步作为临床定量检测的首选方法［８９］。

但ＣＬＩＡ检测成本较高，限制了其临床广泛应用。

本研究在前期工作的基础上［１０１１］，拟进一步采用抗异硫

氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）抗体包被发光微

孔板，ＦＩＴＣＦＡ类似物取代ＦＡ作为竞争抗原
［１２］，增加了ＦＡ

校准品或样品与辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记ＦＡ抗体结合能

力；以基于ＦＩＴＣ检测系统为平台，建立非均衡竞争定量检测

血清ＦＡ的ＣＬＩＡ分析方法。

１　材料与方法

１．１　材料　２～３ｋｇ健康雄性新西兰大白兔购自重庆医科大

学实验动物中心；弗氏完全佐剂与弗氏不完全佐剂、ＦＡ类似

物、ＦＡ抗原及ＦＩＴＣ购自Ｓｉｇｍａ公司，ＡｎｔｉＦＩＴＣ抗血清购自

Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ公司，ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ购自 Ａｂｎｏｖａ公司。

ＨｉＴｒａｐ
ＴＭ ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和层析柱购自 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

微孔板发光分析仪（ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅＰＥＴＥＣＫ９６１）、微孔板脱水机

（ＢＩＯＳ４０１）为博奥赛斯（天津）生物有限公司产品。自动酶免

分析仪（ＳＭ３）由Ｔｈｅｒｍｏ公司提供。紫外分光光度计为上海

光谱仪器有限公司产品。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ所需相关试剂均购自

碧云天，聚偏氯乙烯（ＰＶＤＦ）膜购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　免疫原及抗人ＦＡ抗血清的制备与纯化　参考文献

［１３］，采用长程免疫方案。主要步骤如下：将甲酯化ＦＡ和牛

血清清蛋白（ＢＳＡ）、牛γ球蛋白（ＢＧＧ）耦联（碳化二亚胺法）。

另将１ｍｇＦＡＢＳＡ溶于１ｍＬ无菌水后与等体积弗氏完全佐

剂充分混合乳化，于家兔背部、足垫、皮下等多点注射；采用相
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同方法，分别于第１４天与第２８天用弗氏不完全佐剂加强免

疫；第３５天经兔耳缘静脉取血，酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测抗血清效价；第４２

天用１．０ｍｇ纯蛋白注射入兔腹股沟肌肉加强免疫。于末次加

强免疫１周后颈动脉放血，３７℃分离血清；经ＰｒｏｔｅｉｎＡ亲和

层析、超滤管超滤脱盐；Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定ＡｎｔｉＦＡ抗体浓度，十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）鉴定纯化后

抗血清纯度。将纯ＦＡ蛋白（１ｍｇ／ｍＬ）及人血清稀释２０倍后

进行ＳＤＳＰＡＧＥ，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析制备的抗血清识别人

血清中ＦＡ的特异性。制备的ＦＡ抗血清加入适量甘油与叠

氮钠后于－８０℃保存备用。

１．２．２　ＦＡＣＬＩＡ

１．２．２．１　ＦＩＴＣ系统 ＣＬＩＡ检测方法　参考文献并略作改

进［１４１６］，将抗ＦＩＴＣ抗体用包被缓冲液稀释成５μｇ／ｍＬ的溶液

包被化学发光微孔板，每孔加５０μＬＦＩＴＣＦＡ类似物，５０μＬ

样品，５０μＬ过碘酸钠氧化法制备的酶结合抗体；同时设置高

值、中值、低值质控品（Ｂｉｏｒａｄ），震荡混匀，３７℃孵育１ｈ。自

动洗板仪洗板后加入１００μＬ发光底物液，避光反应１０ｍｉｎ后

采用微孔板发光分析仪读取发光值。

１．２．２．２　非ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ检测法　将ＦＡＢＧＧ用包被缓

冲溶液稀释至２．５μｇ／ｍＬ，参考文献制备包被板
［１６］，每孔加入

５０μＬ校准品或样品，５０μＬ酶结合抗体，混匀后３７℃孵育１

ｈ。自动洗板仪洗板，加入１００μＬ发光底物液，避光反应１０

ｍｉｎ后微孔板发光分析仪读取发光值。

１．２．３　检测方法线性范围与灵敏度　用去离子水将高值浓液

的ＦＡ进行对倍稀释后检测，用ｌｏｇｉｔｌｏｇ数学模型进行线性回

归处理分析。测定１０孔零值发光值，并取其平均值，求得标准

差（狊），然后代入标准曲线，所得即为分析灵敏度。

１．２．４　检测方法精密度　取１０孔分析高值和１０孔分析低

值，分别计算出１０孔高值和１０孔低值的浓度平均值、标准差

（狊）、变异系数（犆犞）值，计算犆犞值作为批内精密度；选取不同

专业实验员每天检测１次，３ｄ共３０孔的值求出的犆犞值即为

批间精密度。

１．２．５　检测方法特异性　血清ＦＡ定量分析的主要非特异性

交叉反应因子为氨喋呤、亚叶酸、甲氨喋呤。将上述干扰物质

稀释成相应的浓度梯度（氨喋呤：０．５、１．０ｍｍｏ１／Ｌ；亚叶酸：

１０、１００ｍｇ；甲氨喋呤：０．５、１．０ｍｍｏ１／Ｌ），加入相应的检测血

样中，采用本检测系统定量检测ＦＡ，分析检测方法的交叉反

应性（即检测方法的特异性）。

１．２．６　建立本检测方法的人血清ＦＡ参考区间　符合要求的

健康体检者血清样本（空腹抽取静脉血，无溶血、脂血或黄疸）

１５０例，男７５例，平均年龄４０岁，女７５例，平均年龄４３岁。所

有血样于３０ｍｉｎ内离心（３０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）分离获取血清，

－２０℃分装保存。分析前置冰上复融后混匀，２ｈ内检测完

毕。根据定量检测结果初步确定该检测方法的ＦＡ参考范围。

１．２．７　与罗氏ＣＬＩＡ定量检测系统比较　随机选取１３０份血

样，采用建立的检测方法与罗氏ＣＬＩＡ检测方法对血清样本中

ＦＡ同时进行检测，将所得检测结果进行相关性分析。

１．２．８　检测稳定性　将相同批次试剂分别置３７℃烘箱和４

℃冰箱保存７ｄ，随后取出平衡至室温，同时测定相同的ＦＡ标

准品，建立标准曲线，分析比较二者的检测结果有无差异。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件分析数据，计量资料

采用狓±狊表示，对两组数据进行配对狋检验、以及线性相关和

回归分析；检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ａｎｔｉＦＡ抗血清的制备与纯化　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，

经抗原长程免疫后血清效价为１∶１００００００。采用ＰｒｏｔｅｉｎＡ

亲和层析法纯化血清中抗体；抗体洗脱液经超滤浓缩脱盐，定

量检测浓度为５ｍｇ／ｍＬ；取适量进行ＳＤＳＰＡＧＥ，结果表明抗

体蛋白在约５５×１０３ 与２５×１０３ 处可见预期蛋白带（图１Ａ箭

头所指处），表明制备的抗血清纯度较好；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果证

实，制备的抗血清能特异性识别内源性ＦＡ，可应用于定量检

测（图１Ｂ）。

图１　　ＳＤＳＰＡＧＥ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＡ

抗血清纯度及其识别特异性

２．２　自研法检测线性范围与定量分析灵敏度　应用本定量检

测系统的线性范围为１．２１～３８．８０ｎｇ／ｍＬ，以５个系列校准

品浓度和一个零值校准品点建立标准曲线（图２），线性相关系

数的绝对值│Ｒ│＝０．９９８６，检测灵敏度为１．２０ｎｇ／ｍＬ。而

非ＦＩＴＣ 系统 ＣＬＩＡ 检测试剂的线性相关系数的绝对值

│Ｒ│＝０．９９７４，分析灵敏度为３．５ｎｇ／ｍＬ。检测结果表明，

与非ＦＩＴＣ系统化学发光检测方法相比，ＦＩＴＣ检测系统的定

量分析灵敏度显著提高（犘＜０．０１）。

图２　　ＦＩＴＣ化学发光免疫分析方法测定ＦＡ的标准曲线

２．３　自研法检测系统分析精密度　本实验所建立的基于

ＦＩＴＣＣＬＩＡ分析系统测定血清ＦＡ的精密度优于非ＦＩＴＣ系

统ＣＬＩＡ法（表１），其批内犆犞小于５％；而采用非ＦＩＴＣ系统

ＣＬＩＡ测定的结果批内犆犞 大于１０％（犘＜０．０５）。同时应用

ＦＩＴＣ系统 ＣＬＩＡ 测定 ＦＡ 的 ＱｃＬ、ＱｃＨ 批间 犆犞 分别为

４．２７％、４．６９％，而非ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ测定的批间犆犞 接近

１０．００％。分析精密度结果表明，自研法与非ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ

相比，采用ＦＩＴＣ系统（ＣＬＩＡ）精密度较非ＦＩＴＣ系统（ＣＬＩＡ）

检测精密明显提高（犘＜０．０１）。

２．４　ＦＩＴＣ检测系统分析特异性　已有研究表明，血清ＦＡ定

量检测的干扰因素主要有氨喋岭、亚叶酸、甲氨喋呤等，应用建

立的基于ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ测定的交叉反应结果表明氨喋呤、

亚叶酸、甲氨喋呤的交叉反应性均小于０．０１％，血清中主要的

３种干扰物对建立的自研法均无明显干扰作用（犘＞０．０５）。

２．５　自研法检测系统检测人血清ＦＡ水平参考区间的确定　
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本实验选择了１５０例健康人群体检合格血样，应用建立的

ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ对ＦＡ进行定量检测，初步确定本检测方法

的血清ＦＡ临床参考区间（９５％犆犐）为５．１～１６．６ｎｇ／ｍＬ。

表１　　ＦＩＴＣ与非ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ测定血清ＦＡ的

　　　批内精密度（狓±狊，狀＝１０）

批次
ＦＩＴＣ系统

ＱＣＬ（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）犆犞（％）

非ＦＩＴＣ系统

ＱＣＬ（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）犆犞（％）

第１批 ２７．１５±０．９７ ３．５３ ２６．３２±２．０９ａ １１．００

第２批 ２７．２８±１．３７ ４．０５ ２７．２０±２．６３ａ ９．６８

第３批 ２７．１９±１．４５ ４．３５ ２６．２９±２．７４ａ １０．４４

第１批 １８６．０５±１０．０８ ３．９０ １８１．５３±１６．１４ａ ８．９９

第２批 １８４．３７±８．９６ ３．７６ １７３．９７±１６．９５ａ １０．２６

第３批 １８９．２６±１１．１３ ４．１８ １７８．２３±１８．６２ａ １０．１５

　　ａ：犘＜０．０５，与ＦＩＴＣ系统比较。

２．６　与罗氏ＣＬＩＡ测定结果比较　应用本实验建立的基于

ＦＩＴＣ化学发光检测系统与罗氏Ｅｌｅｃｓｃｙｓ２０１０检测系统同时进

行血清ＦＡ定量测定。方法比较的结果表明两种检测方法的

结果差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　两种血清ＦＡ检测方法测定值比较

组别 ＦＡ（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ） 狋 犘

罗氏ＣＬＩＡ ８０．４０±４２．７５ １．５５８ ０．１２８

ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ ７８．０２±５２．７５

２．７　ＦＩＴＣ系统检测与进口试剂相关性比较　使用罗氏检测

分析系统和自研检测法测定临床血清标本１５０例，以自研法的

ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ测定血清ＦＡ值为纵坐标，以进口试剂罗氏

ＣＬＩＡ测定值为横坐标，进行线性回归分析，并进行统计分析

（图３）。所得方程为犢＝１．１８０８犡－１６．７９，线性回归系数为

１．１８０８，狉＝０．９０１８。经统计分析差异无统计学意义（犘＜

０．０１），表明两种分析方法定量测定的血清ＦＡ测定值符合性

较好。

图３　　ＦＩＴＣ系统检测法（自研法）与进口试剂

测定临床标本ＦＡ的相关性分析

２．８　检测系统测定值不一致的分析　表３显示１５０例样本中

有６例测定值结果不一致，χ
２ 检验差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。对于不符合要求的样本，经进口罗氏ＣＬＩＡ和自研法

的ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ重复性检测，检测值无明显改变。进一步

使用雅培ＦＡ定量检测系统进行分析，测得４例与罗氏ＣＬＩＡ

结果一致，２例与自研法的ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ测结果一致。配

对四格表χ
２ 检验差异无统计学意义（犘＞０．０５）。经统计分析

无规律性的偏差产生，多为临界偏差，产生偏差的原因可能主

要由个体差异、两种方法检测原理不同及检测过程中随机误差

等导致。

２．９　自研法试剂稳定性　将检测试剂分别于４℃及３７℃储

存；１周后对血清ＦＡ标准品进行检测。检测结果见表４，经配

对资料狋检验，差异无统计学意义（狋＝４．１６，犘＞０．０５）。

表３　　自研法的ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ与罗氏ＣＬＩＡ

　　　ＦＡ测定值比较

自研法
罗氏Ｅｌｅｃｓｃｙｓ２０１０

阳性 阴性
合计 χ

２ 犘

阳性 ６１ ２ ６３ ０．１７８ ＞０．０５

阴性 ４ ８３ ８７

合计 ６５ ８５ １５０

表４　　自研试剂稳定性分析

校准品浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
４℃检测值 ３７℃检测值 ３７℃／４℃（７ｄ）

０ ０ ０

４ ４．２８ ４．１８ ０．９８

４０ ３７．０２ ３５．８４ ０．９７

７０ ６９．１３ ７２．６８ １．０５

１４０ １３２．４７ １３３．２１ １．００

３３０ ３６６．１３ ３５７．２７ ０．９７

相关系数 ０．９９５９ ０．９９７１

回归系数 １．１０５６ １．０７９４

３　讨　　论

　　本实验基于非均衡竞争的检测原理，成功建立了检测人血

清ＦＡ的定量分析平台。自研ＦＡ检测法采用棋盘稀释法将

ＦＩＴＣ抗原间接包被微孔板上，依次加入含有ＦＡ的血清样品

和酶结合物，此时的ＦＡ抗原不会与包被在发光板上的抗原反

应，只有当最后加入酶标记抗体时反应才开始，有效避免了因

加样而延迟时间所引起非特异性反应，而对检测结果所造成的

影响。此外，本研究将ＦＡ抗原标记ＦＩＴＣ，间接将ＦＡ类似物

包被在微孔反应板上，与血清ＦＡ相比，ＦＡ类似物亲和力较

高，竞争性结合ＡｎｔｉＦＡＨＲＰ抗体，显著提高了分析特异性与

灵敏度（自研法的ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ分析灵敏度为１．２０ｎｇ／

ｍＬ，而非ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ为３．５０ｎｇ／ｍＬ）。另一方面，自研

法采用包被ＦＩＴＣ抗体，提高包被的浓度，与直接包被抗原相

比，其精密度明显提高（约２．５倍）。采用抗ＦＩＴＣＦＩＴＣ放大

系统在ＣＬＩＡ中应用具有标记效率高、抗原抗体易于结合与分

离，且标记物稳定等优势，从而保证了该检测系统的试剂储存

稳定性及检测可靠性。

自研法血清ＦＡ定量检测系统经方法学评价，结果表明采

用自研法的ＦＩＴＣ系统ＣＬＩＡ检测血清ＦＡ的灵敏度达１．２１

ｎｍｏｌ／Ｌ，线性检测范围达１．２１～３８．８０ｎｍｏｌ／Ｌ，其检测性能符

合常规检测的要求。与非ＦＩＴＣ化学发光方法检测系统比较，

本方法有较好的灵敏度和准确性；整个检测分析过程处于一个

封闭流动的环境，最大程度降低了交叉污染和环境污染；该分

析方法同时具有检测时间短，结果准确，特异性高，达到同类相

关产品的检测水平要求；此外，与进口ＦＡ检测系统相比，建立

的自研法检测费用低廉，易于推广应用。

本研究建立的非均衡竞争ＦＡＣＬＩＡ法在特异性、灵敏度、

测定范围、精密性、稳定性、临床符合度及检测费用等方面有一

定优势，具有良好的应用前景。
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［９］ ＹａｎｇＨ，ＬｏｕＣ，ＸｕＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｆｏｌａｔｅｃｏｎｊｕ

ｇａｔｅｄＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｄｅｌｉｖ

ｅｒｙｔｏｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｔｕｍｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒｎａｌｉ

ｚａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＩｎｔＪＮａｎｏＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１１，６（１５）：

２０２３２０３２．

［１０］ＬｉＰ，ＳｈｉＪ，ＧｕｏＢＱ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｃｈｅｍｉｌｕｍｉ

ｎｅｓｃｅｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｆｏｒｓｅｒｕｍＹＢ１ａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌａｐ

ｐｌｉｃａｔｉｏｎａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋｅｒｆｏｒｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕ

ｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＨｅｐａｔＭｏｎ，２０１３，１３（７）：ｅ８９１８．

［１１］孔海霞，刘洋，田云霞，等．应用ＦＩＴＣ系统建立非均衡竞

争游离三碘甲腺原氨酸（ＦＴ３）化学发光法［Ｊ］．第三军医

大学学报，２０１２，３４（３）：２０１２０５．

［１２］周新，涂值光．临床生物化学和生物化学检测［Ｍ］．３版．

北京：人民卫生出版社，２００６：３８５３８６．

［１３］李朴，史静，成凤，等．Ｙ盒结合蛋白１单克隆抗体的研

制、表位测定及其免疫学应用［Ｊ］．中国生物工程杂志，

２０１２，３２（６）：１３１９．

［１４］曾建明，雷鹏，孔海霞，等．应用ＦＩＴＣ系统建立非均衡竞

争孕酮化学发光法［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１２，３３

（１５）：８１３１８１４．

［１５］蔡文琴，王伯云．实用免疫细胞化学与核酸分子杂交技术

［Ｍ］．成都：四川科技出版社，１９９４：４５６０．

［１６］董雪，钟青萍，黄安诚，等．河豚毒素直接竞争ＥＬＩＳＡ检

测方法的研究［Ｊ］．现代食品科技，２００９，２５（８）：９７７９８１．

（收稿日期：２０１６１０３０　修回日期：２０１６１１２８）

（上接第７９１页）

［９］ 中华耳鼻咽喉头颈外科杂志编辑委员会，中华医学会耳

鼻咽喉头颈外科学分会．突发性聋的诊断和治疗指南

（２００５年，济南）［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈外科杂志，２００６，

４１（８）：５６９．

［１０］ＷｉｌｓｏｎＷＲ，ＢｙｌＦＭ，ＬａｉｒｄＮ．Ｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｓｔｅｒｏｉｄｓｉｎ

ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｕｄｄｅｎｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ．Ａｄｏｕｂｌｅ

ｂｌｉｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ，１９８０，１０６（１２）：

７７２７７６．

［１１］ＳｉｌｖｅｒｓｔｅｉｎＨ，ＣｈｏｏＤ，ＲｏｓｅｎｇｅｒｇＳＩ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃ

ｓｔｅｒｏｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｎｎｅｒｅａｒｄｉｓｅａｓｅａｎｄｔｉｎｎｉｔｕｓ（ｐｒｅ

ｌｉｍｉｎａｒｙｒｅｐｏｒｔ）［Ｊ］．ＥａｒＮｏｓｅＴｈｒｏａｔ，１９９６，７５（８）：４６８

４７１．

［１２］ＰａｒｎｅｓＬＳ，ＳｕｎＡＨ，ＦｒｅｅｍａｎＤＪ．Ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｐｈａｒｍａ

ｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｆｌｕｉｄｓ：ａｎａｎｉｍａｌｓｔｕｄｙｆｏｌｌｏｗｅｄ

ｂｙｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，１９９９，１０９

（７Ｐｔ２）：１１７．

［１３］ＢｉｒｄＰＡ，ＢｅｇｇＥＪ，ＺｈａｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃｖｅｒｓｕｓ

ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅｔｏｃｏｃｈｌｅａｒ

ｐｅｒｉｌｙｍｐｈ［Ｊ］．ＯｔｏｌＮｅｕｒｏｔｏｌ，２００７，２８（８）：１１２４１１３０．

［１４］ＧｕｎｄｏｇａｎＯ，ＰｉｎａｒＥ，ＩｍｒｅＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙ

ｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃｍｅｔｈｙｌｐｒｅｄｎｉｓｏｌｏｎｅ

ａｎｄｏｒａｌｓｔｅｒｏｉｄｆｏｒｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｕｄｄｅｎｄｅａｆｎｅｓｓ［Ｊ］．Ｏｔｏｌａｒ

ｙｎｇｏｌＨｅａｄＮｅｃｋＳｕｒｇ，２０１３，１４９（５）：７５３７５８．

［１５］ＢａｔｔａｇｌｉａＡ，ＢｕｒｃｈｅｔｔｅＲ，ＣｕｅｖａＲ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ

（ｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ＋ ｈｉｇｈｄｏｓｅｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ

ｔａｐｅｒ）ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｕｄｄｅｎｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌ

ｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ［Ｊ］．ＯｔｏｌＮｅｕｒｏｔｏｌ，２００８，２９（４）：４５３４６０．

［１６］ＫｏｌｔｓｉｄｏｐｏｕｌｏｓＰ，ＢｉｂａｓＡ，ＳｉｓｍａｎｉｓＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃ

ａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｓｔｅｒｏｉｄｓｆｏｒｓｕｄｄｅｎｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ［Ｊ］．ＯｔｏｌＮｅｕ

ｒｏｔｏｌ，２０１３，３４（４）：７７１７７６．

［１７］ＣｈａｎｄｒａｓｅｋｈａｒＳＳ．Ｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｆｏｒｓｕｄ

ｄｅｎｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ：ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｔｏｌ，２００１，２２（１）：１８２３．

［１８］ＡｌｅｘａｎｄｅｒＴＨ，ＨａｒｒｉｓＪＰ，ＮｇｕｙｅｎＱＴ，ｅｔａｌ．Ｄｏｓｅｅｆｆｅｃｔ

ｏｆｉｎｔｒａｔｙｍｐａｎｉｃｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｆｏｒｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｕｄｄｅｎ

ｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ：２４ｍｇ／ｍＬｉｓｓｕｐｅｒｉｏｒｔｏ１０

ｍｇ／ｍＬ［Ｊ］．ＯｔｏｌＮｅｕｒｏｔｏｌ，２０１５，３６（８）：１３２１１３２７．

［１９］ＨａｒｇｕｎａｎｉＣＡ，ＫｅｍｐｔｏｎＪＢ，ＤｅＧａｇｎｅＪＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａ

ｔｙｍｐａｎｉｃｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｉｎｎｅｒ

ｅａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｔｏｉｔｓａｃｔｉｖｅｆｏｒｍ［Ｊ］．Ｏｔｏｌ

Ｎｅｕｒｏｔｏｌ，２００６，２７（４）：５６４５６９．

［２０］傅窈窈，张天宇，赵晖．地塞米松鼓室内注射后在大鼠耳

蜗中的分布［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈外科杂志，２００９，４４

（４）：２３７．

［２１］王亚林，汪银凤．不同浓度甲泼尼龙琥珀酸钠鼓室给药后

在豚鼠血浆和外淋巴中的代谢［Ｊ］．中华耳鼻咽喉头颈外

科杂志，２００９，４４（１０）：８５３．

（收稿日期：２０１６１０２２　修回日期：２０１６１１２０）
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