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胃蛋白酶原 工时间分辨荧光 

免疫分析法的建立 

黄飚 肖华龙 张祥瑞 朱岚 蒋叶华 王翌 蒋孟军 王铁生 

【摘要 】 目的 采用时间分辨荧光免疫分析技术建立高灵敏的胃蛋白酶原I的快速全自动检 

测方法。方法 以PGI单克隆抗体 8OO3#包被板，双功能螯合剂异氰酸苄基二乙烯三胺四乙酸络合 

Eu3 及标记 PGI单克隆抗体8016#，发光增强系统为以 二酮体为主的增强液。采用平衡饱和法建 

立PGI时间分辨荧光免疫分析，数据采用 I~-I．asit法函数和四参数 I硒 函数数据处理程序处理。 

结果 方法的批内和批间c、r分别为 1．9％和4．7％，平均回收率为 102．65％，灵敏度为0．05~g／L，可 

测范围为3．5—328gg／L，皿 、 和 分别为 11．34t,g／L．38．73gg／L和 132．3gg／Lo E 标记抗体 

．20~C保存 8个月免疫反应性基本无损失，同批试剂连续8个月应用分析结果稳定，临床结果与免疫 

放射分析法的结果相符。结论 胃蛋白酶原 I时间分辨荧光免疫分析法是目前胃蛋白酶原I检测中 

最灵敏的方法，该分析法稳定性好，具有很好的应用前景。 
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胃蛋白酶原(PG)是胃蛋白酶的前体，由胃黏膜 

组织分泌，有部分进入血液中。PG包括胃蛋白酶原 

I(PGI)和胃蛋白酶原Ⅱ(PGⅡ)，当胃部有病理变 

化时，如胃炎、疾病均会影响 PG进入血液。由幽门 

螺杆菌( )感染到萎缩性胃炎再到胃癌的发展过程 

中，均伴随着胃蛋白酶原的变化，所以该指标与胃 

炎、 感染、胃溃疡、胃出血、胃癌等等有关，它们作 

为胃病的体外检测已越来越受到关注u 】。我国是 
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．免 疫 检 测 ． 

胃癌高发国家之一，一些胃癌高发区胃癌高发率为 

1％，各种胃病患病率达 82％，胃癌是国家重点防治 

的四大肿瘤之一。对人群进行大规模的筛查，早期 

发现胃癌是非常有效的措施，建立灵敏、便捷的PG 

检测方法可利于胃癌的早期诊断以及胃癌的预防干 

预。我们采用时间分辨荧光测量技术，以稀土离子 

为示踪材料，建立了PG I的全自动时间分辨荧光免 

疫分析法(Time-re~lved fluoroh．．mnoassay，TRFIA)， 

该方法具有测量灵敏度高、操作简便、示踪物稳定、 

定量分析量程宽、无放射性污染等优点【3 】，非常有 

利于大规模的普查筛选及患者病程检测。 
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材料和方法 
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材料与试剂：抗 PG I单克隆抗体 8003#和 

8016#、PGI免疫放射试剂盒由北京佳瑞生物技术 

公司提供。Eu3 标记盒(1244-302)EG&G-WaUac产 

品、二乙烯三胺五乙酸酐(哪 A)，Sigma产品。PD．10 

和Sq CL-6B，Phannacia产品。去离子超纯水 

由本室采用Bamstead公司的超纯水器(所033)制备。 

增强液，洗涤液由本室自配，其它试剂均为国产分析 

纯。全 自动 TRFIA检测仪(Auto DELFIA 1235)为 

Fg&G- 产品。 

固相抗体制备：将 8016#单抗用 50mmol／L 

Na2C03．NaHC03 pH9．6缓冲液稀释至 lOmg／L的包被 

液，96孔微孔板各孔加 20O ，4~C放置过夜。弃去 

包被液，冲洗 3次，加 20O 含 3g／L BSA的上述缓冲 

液封闭，4oC放置过夜。弃去封闭液，真空抽干，板条 

密封后置_20oC冷冻保存。 

E ．8OO3Ii}制备：参照 Eu3 标记盒说明书操 

作。取溶解于50mmol／L PBS pH7．0的2g，L 80O3# 

lml，经 PD-10柱转换缓冲条件，洗脱液为含0．155 

mol／LNaCl的 50mmol／L Na2C03．NaHCO3，pH8．5缓冲 

液。收集蛋白峰，经紫外吸收分析定量(1．46A细． 

0．74A~o)，浓缩至 2g／L。取 500 加入含 0．2mg的 

Eu3 ．N2．[p-异氰酸．苄基]．二乙烯三胺四乙酸(Eu3 ． 

DTTA)冻干粉的小瓶中，30℃磁力搅拌反应20 h。反 

应液经用 80mmol／L Tris-HC1 pH7．8缓冲液平衡的 

Se CL-6B柱(1×40~n)层析，A28D监测收集蛋 

白峰，稀释后分装冻干保存。 

PG I标准用抗原的制备：从人胃组织中提取【5】， 

并与北京佳瑞生物技术公司提供PGI参考标准对照。 

测定方法：用含 8nanol／L NaQ、0．1％ BsA、0．2％ 

牛 IgG、50pmol／L DTPA、0．1ml／L Tween-80和 0．1％ 

NaN3的50mmol／L Tris-HC1 pH7．8为反应缓冲液；以 

含 14．5nanol／L NaC1、0．2ml／L Tween-80和 0．2％NaN3 

的上述缓冲液为洗涤液。采用平衡法建立 PG I． 

TRFIA，即在包被有8016#的96孔微孔板上，每孔依 

次加入25 PG I参考标准或待测血清，20O 反应 

缓冲液，25℃振荡孵育1 h后，用洗涤液洗涤2次，再 

加 以反应缓冲液 1：50稀释的 Eu3 ．8003#， 

25℃振荡孵育 1 h后，用洗涤液洗涤6次。再加增强 

液 20O ，25~C振荡反应 5 min，荧光检测。全部过程 

均在Auto DELFIA 1235上自动完成，软件设置由本 

所自编。 

正常参考值测定：选择体检证实无胃痛病史、无 

消化道、肝、肾疾病的健康正常人300例进行血清PG 

检{受!【。 

数据分析：PG I．TRFIA标准曲线由 Auto DEFIA 

1235自带的Log-Logit函数处理。其它均用 t检验。 

结 果 

1． -8OO3Ii}的理化和免疫 学鉴定：Eu3 ． 

8003#经 Se CJ．,6B层析，收集第一洗脱峰。 

以EC,CR~WaUac提供的E 标准为参考，第一洗脱 

峰的 Eu3 含量为 53．3~ol／L，80O3#蛋白含量为6．2 

~mol／L，即平均每个 80O3#IgG上连接了 8．6个 

Eu3’。选择 PG I参考标准高点(300t~／L)，Eu3 ． 

8003# 1：50稀释，进行 TRFIA，Blmx／T为 4．7％，与 

低点(5 L)的发光计数差达2个数量级以上。说明 

Eu3 -8003#的免疫反应性基本无损失，定量分辨率 

较好，被测物和反应发光计数基本成算术级数正比 

关系。 

2．PG I．TRFIA的考核：经 Log-Legit函数数据 

处理程序处理所得的PGI．TRFIA标准曲线见图l。 

l0 l0o 

圈 1 陀 I-TRFIA标准曲线 

1．Standardcurve ef陀 I-TRFIA 

(1)方法的特异性：将 PGⅡ配成 10一 L一 

系列不同浓度，代替标准曲线中的 PGI参考标准。 

在上述浓度范围内，PGIT对PGI-TRFIA无交叉反应。 

(2)精密度和回收率：本方法的批内和批间CV 

分别为 1．9％和4．7％，精密度图显示可测范围为3．5 
— 328~,／L。平均回收率为102．65％。 

(3)灵敏度和稳定性：以零剂量点发光值均值加 

2 8后的发光值在标准曲线上得到的相应值为0．05 

鹇，L。8条不同时间进行的PGI．TRFIA的效点均值 

、 和ED8D分别为11．34±0． L、38．73±0．8 

L和 132．3±2．9~,／L。 

正常参考值为 155 4-42 L，我们以平均值4-2 s 

为正常值参考范围，约在70—240~ L之间(表1)。 

一n口u一訇II|IQv l 篓  
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表 1 300例正常人群II(；I．TRFIA测定值分布频数 

Table 1．Senan PGI．TRFIA el' 删 rs(n≈300) 
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5o例样品同时采用TRFIA即IRMA法检测，两 

者的相关系数为0．926，Y=3．1338X一6．8823，见图 

2。IRMA以血清PG I<20~g／L为萎缩性胃炎和胃 

癌的I临界值，由于标记方法及缓冲体系等的不同，各 

种检测方法所得到的样品值会有所不同，这里 

rIR兀A所得的样品值一般比IRMA的高3倍，我们根 

据TRFIA所得的正常值参考范围为依据，以血清PG 

I<70／．,．g／L、PGI，II≤3为萎缩性胃炎和胃癌的临 

界值，与一些参考文献报道相符u 】。 

圈2 TRFIA．IRMA相关性 

|1g2．c【皿呻触 el'PGI-TRFIA alldIRMA 

讨 论 

由于分布和免疫原性不同，胃蛋白酶原可分为 

PGI、PGⅡ，PG I主要由胃底腺的主细胞和颈黏液 

细胞分泌，PGⅡ是由胃贲门的贲门腺、胃窦的幽门 

腺及近十二指肠的Brenner 8产生。PG在血清中的 

变化可反映胃黏膜的功能变化，如感染、炎症、溃疡、 

出血、萎缩、癌变等。有报道在确诊胃癌患者中有 

1／3的病人几年前的血清 PG值已不正常⋯。PG作 

为非常有效的早期体外诊断技术，相对于胃镜和病 

理活检而言，病人痛苦少，简便易行。在国外，特别 

在日本、芬兰等国，PG的检测已得到普遍的应用，利 

用PG进行大面积的人群普查，使胃癌的早诊率提 

高到90％，所以应用PG进行大面积的人群普查非 

常有意义。当前，国内外主要采用酶联或放免分析， 

我们以前在这方面也做了一些工作【5】。采用放免方 

法进行检测，由于存在如高纯度抗原的来源、保存、 

标记等方面的问题，一直未能使该技术在国内得到 

普及。为此，在此基础上我们建立了夹心法，采用可 

以大量得到的稳定的单克隆抗体进行包被和标记， 

利用新近发展的TRFIA技术，可以大大提高该项检 

测的灵敏度、稳定性及检测范围，而且由于无放射性 

污染和可以全自动操作，更适应于临床检验医学的 

发展，利于临床的普及。目前有关PG I检测灵敏度 

的报道一般只有 0．1—3／．~g／LE ，而 PG I．TRFIA的 

灵敏度非常高，可达0．05p．g／L，这是目前其它方法无 

法达到的。胃癌患者常表现为PG I降低，故提高灵 

敏度有其现实的意义。以往超微量免疫分析技术应 

用的普遍问题是稳定性难以满足临床工作的需要， 

每次分析，即使单样品检测也必须做标准曲线作为 

相对测量的依据。我们建立的全自动PGI．TRFIA， 

同批试剂连续8个月应用分析，发现标准曲线基本 

重合，无明显漂移，可以用同批试剂单次标准曲线为 

今后分析的固定参考，这既可减轻I临床应用的工作 

强度，又可提高药盒的经济价值。我们所建的PG 

I—TRFIA采用两步法，这样有利于减少样品对分析 

系统的干扰。PGI．TRFIA的分析时间仅为2 h，且 

分析系统高度自动化，这样可提高临床检验结果的 

速度，又可大幅度降低人为误差，增加检出结果的可 

靠性。由于 PGI．TRFIA的分析技术国内外还未见 

应用报道，目前我们正采用此方法结合 PGⅡ．TRFIA 

进行临床的考核，已完成了近300O例的检测。受检 

者PG I血清含量超出正常值范围时，我们建议其进 

行胃镜检查，从结果中看到血清PG I浓度的升高与 

胃溃疡、十二指肠溃疡、糜烂性胃炎等密切相关；血 

清 PG I浓度的降低与萎缩性胃炎、胃癌等有关。在 

检查中发现了许多胃病患者，其中还有早期胃癌，其 

血清 PG I浓度有超出正常值范围上限的也有超出 

正常值范围下限的，所以我们认为PG I应是反映胃 

黏膜的功能变化的一种指标。由于促使该变化的特 

异性不是很高，因此一味关注低于正常值范围下限 

的结果并把它作为胃癌的指标是不妥的，也没有充 

分利用其价值。实际上，在需体检的人群中，将胃部 

有疾病的患者筛选出来，再通过胃镜、活检，不只是 

萎缩性胃炎、胃癌而且及早发现胃溃疡、十二指肠溃 

疡、糜烂性胃炎也是非常有意义的，为此我们将做进 
一 步的研究。 ． 

一、H 3《 盈 
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银屑病患者外周血单核细胞衍生的树突状细胞的检测 

朱可建 王建有 茅晓红 劳力民 

研究证明，皮肤中的 DC与外周血 

单核细胞衍生的树突状细胞(M0DC)的 

细胞表型一致，由此认为银屑病皮损中 

数量增加的DC主要由外周血单核细胞 

游走到局部组织并分化而成。我们最近 

的研究发现银屑病患者的外周血单核细 

胞向 DC分化的能力增强。在此，我们 

进一步探讨银屑病患者的MoDC的吞噬 

功能，以正常人为对照评价它们在抗原 

摄取阶段的改变。 

寻常型银屑病患者28例(男 17例， 

女 l1例)，年龄 18—68岁，病程 2周至 

21年。所有患者在半年内未用系统治 

疗，2周内未用局部治疗。对照组为医 

院职工和医学院大学生共 12例(男 6 

例，女6例)，年龄24—51岁。 

单核细胞的获取和DC的培养参见 

作者单位：310009杭州，浙江大学医学院 

附属第二医院皮肤科 

通讯作者：朱可建，lCamil： im@ 

m．d．hz．弓．∞，电话：~71-87783753 

文献(中华皮肤科学杂志 20O2，35：ss)。 

超氧离子产量的测定根据Mmwietz的方 

法(sc哪d Jlama~1988，28：139)，通过 

测定受超氧化物歧化酶抑制韵细胞色素 

C的减少来分析 MoDC产生的超氧离 

子。结果以经过酵母多糖刺激后的细胞 

产生的超氧化物量与自发产生的超氧化 

物量之间的差异来表示。用 EPICS-XL 

流式细胞仪(美国 C~her公司)分析细 

胞表面表达甘露糖受体和FcT受体的水 

平，结果以荧光强度表示，反映每个细胞 

上表达抗原分子的量。统计学分析采用 

两样本均数的 t检验。 

结果发现患者组和对照组的M0DC 

均高表达甘露糖受体，中等强度表达 

FcT受 体 Ⅱ(CD32)和 FcT受 体 Ⅲ 

(CDl6)，不表达FcT受体I( )，患者 

组MoDC表达MR和 FcT受体 Ⅱ的水平 

(分别为210．59±22．83和29．46±4．10) 

显著高于对照组(分别为 144．52±35．24 

和∞．60±6．02)，P<0．01，而 FcT受体 

．免 疫 检 测 ． 

I和FcT受体Ⅲ的表达在两组问差异无 

显著性(P>0．05)。同时，我们用检测 

细胞色素c的方法间接评估银屑病患者 

M0DC的吞噬功能。实验结果表明银屑 

病患者MoDC超氧离子的产生能力(细 

胞色素C减少26．23％±7．33％)强于正 

常对照组(细胞色素 C减少 13．0B％± 

3．55％)，差异有显著性(P<0．01)，银屑 

病患者 嘲)c的吞噬功能有增强的倾 

向。我们先前的研究发现银屑病患者外 

周血单核细胞向 DC分化的能力增强， 

分化而成的Dc具有很强的提呈抗原能 

力。我们的检测结果表明：患者的 DC 

在免疫应答的开始阶段即结合和摄取外 

来抗原的阶段已存在异常，这有利于后 

续的抗原提呈过程。但患者 MoDC吞噬 

功能的改变是否与细胞表面两个与吞噬 

有关的受体 MR和 FcT受体的异常有关 

值得进一步探讨。 
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