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摘要：研制一种操作简易、灵敏度高的荧光免疫层析试纸条，用于定量检测甲状旁腺激素（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ　ｈｏｒｍｏｎｅ， ＰＴＨ）。

采用双抗体夹心法和荧光免疫层析技术，将标记抗体ＬＡ００１与荧光微球结合于聚酯膜结合垫上，检测抗体ＣＡ００１包被在

硝酸纤维素膜上作为检测线（Ｔ），另将质控抗体（羊抗鼠ＩｇＧ）包被在相互平行的硝酸纤维素膜上作为质控线（Ｃ），过量的鼠

源标记的荧光微球在质控线处聚集产生质控荧光信号，待测样中的ＰＴＨ在Ｔ处形成包被抗体－ＰＴＨ抗原－标记抗体的夹心

复合物并产生荧光信号，通过荧光检测仪计算出定量结果。试纸条检测ＰＴＨ灵敏度最低可达０．８ｐｇ／ｍＬ，与促甲状腺激

素（ｔｈｙｒｏｉｄ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　ｈｏｒｍｏｎｅ， ＴＳＨ）无交叉反应，不同批次试剂４　ｏＣ放置６个月稳定性好，批内变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）为５．３２％，批间ＣＶ值为６．７４％。与电化学发光免疫法（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＥＣＬＩＡ）

比较相关性较好，Ｒ２＝０．９９３，差异无统计学意义，甲状旁腺组织结果与非甲状旁腺组织结果则有明显差异（Ｐ ＜０．０１）。

采用该荧光免疫层析试纸条，不仅可以提供较高的灵敏度和特异度，而且操作简单，适合临床工作的需要。
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　　甲状腺癌是头颈部最常见的恶性肿瘤，也是近

年来发病率增长速度最快的恶性肿瘤之一，甲状腺

癌的治疗主要以外科手术为主，行甲状腺全切术后

应尽快确定甲状旁腺功能情况，采取针对性措施防

治甲状旁腺功能减退。手术时如果意外切除了甲状

旁腺，患者的血钙浓度会明显降低［１－２］，引发手足

抽搐，甚至危及生命。甲状旁腺激素（ｐａｒａｔｈｙｒｏｉｄ

ｈｏｒｍｏｎｅ，ＰＴＨ）由甲状旁腺主细胞分泌，具有调

节和保持血清钙在正常水平的作用，ＰＴＨ 能直接

反映甲状旁腺的功能［３－４］。如何在手术过程中有效

避免损伤甲状旁腺是临床手术中的一大难题。本研

究建立一种全新的甲状腺术中快速鉴别甲状旁腺的

纳米时间分辨荧光ＰＯＣＴ（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ）定

量检测方法，通过在甲状腺手术中，细针穿刺可疑

器官组织，行该ＰＯＣＴ定量检测技术，在１５ｍｉｎ
内快速检测穿刺组织液中的ＰＴＨ，通过ＰＴＨ 的

浓度高低来判断甲状旁腺。该法为临床工作提供了

科学有效的依据，本研究在此对该方法学进行性能

评估。

１　材料与方法

１．１　研究对象　４５例标本来自２０１５年至２０１７年
江原医院甲状腺癌手术患者，术前均进行入院常规

检查，血液ＰＴＨ均为正常，取外科甲状腺手术切

下标本中肉眼可鉴别的甲状旁腺、肌肉、淋巴结、胸

腺、甲状腺、脂肪等组织，均用２ｍＬ注射器针头进

行穿刺。所有研究都经医学伦理委员会批准。

１．２　试剂与仪器　ＰＴＨ单抗ＬＡ００１和ＣＡ００１、质

控抗体（羊抗鼠ＩｇＧ）、荧光微球、荧光检测仪、ＰＴＨ
标准品、ＴＳＨ标准品，均来自无锡市江原实业技贸

公司；ＰＴＨ质控品，为瑞士Ｒｏｃｈｅ公司产品；硝

酸纤维素膜，为美国Ｍｅｒｃｋ－Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；样

品垫、聚酯膜、底板、吸水纸，均采购于上海杰一公

司；ＥＣＬＩＡ检测试剂盒，为瑞士Ｒｏｃｈｅ公司产品。

ＨＧ－９８免疫荧光检测仪，为上海互帼公司产品。

其他试剂为国产分析纯。

１．３　制备方法

１．３．１　抗体标记荧光微球　使用ｐＨ７．２～７．６的

ＭＥＳ活化缓冲液洗涤荧光微球，加入碳二亚胺
（ＥＤＣ）和Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ），室温反应３０
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ｍｉｎ，洗涤荧光微球，用０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．２～７．６
的磷酸盐缓冲液复溶后加入标记抗体ＬＡ００１，室

温反应２ｈ，加入含有１０％ ＢＳＡ 的０．０５ｍｏｌ／Ｌ

ｐＨ７．２～７．６的磷酸盐缓冲液，室温反应３０ｍｉｎ，

洗涤荧光微球，用含有１％ＢＳＡ、０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０、

０．０５ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ７．２～７．６的磷酸盐缓冲液复溶至原

体积，定量喷涂于聚酯膜上，避光３５℃～３８℃烘

干１ｈ，加入干燥剂室温封存备用。

１．３．２　荧光免疫层析试纸条组装部件处理 　（ａ）

样品垫的处理：使用含１％ ＢＳＡ、０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ－１００
的０．０２ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液浸泡样品烘

干。（ｂ）包被膜的制备：使用含１％蔗糖的０．０２

ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液，分别将检测抗体

ＣＡ００１和质控抗体稀释至１ｍｇ／ｍＬ，将两者以

０．５ｃｍ的间隔喷于硝酸纤维素膜上，烘干后加入

干燥剂室温封存备用。

１．３．３　荧光免疫层析试纸条的组装　在湿度小于

３５％、２０℃～２５℃的环境下，在ＰＶＣ底板上粘

贴上包被膜、结合了荧光微球标记的结合垫、样品垫

和吸水纸，形成微滤体系，并切割成０．３ｃｍ宽，

装入卡壳中即制成试纸条（图１）。

１．４　检测方法

１．４．１　样品预处理　将含待测物穿刺针直接加入

２００μＬ 样品上样缓冲液溶液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ、８ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、质量分数０．１％ ＢＳＡ、５０

μｍｏｌ／Ｌ　ＤＴＰＡ、０．１ｍＬ／Ｌ　Ｔｗｅｅｎ－８０， 质量分数

０．１％ ＮａＮ３、ｐＨ值７．８）管中，充分洗涤混匀。

１．４．２　加样　取６０μＬ上述混合样品加入测试卡

加样孔中，加样孔朝外放入孵育器中，膜层析反应

１０ｍｉｎ。

１．４．３　荧光检测　将测试卡插入荧光检测设备的

插卡口，运行仪器，仪器通过相应的分析软件自动

计算出待测样本中的ＰＴＨ浓度。

１．４．４　标准曲线的绘制　将ＰＴＨ 标准品制成６
个不同的浓度，分别为０ｐｇ／ｍＬ、１０ｐｇ／ｍＬ、５０

ｐｇ／ｍＬ、１００ｐｇ／ｍＬ、２００ｐｇ／ｍＬ、５００ｐｇ／ｍＬ，每个

浓度做５个平行样。膜层析反应１０ｍｉｎ后，仪器

读取Ｔ、Ｃ线信号。

１．５　荧光免疫层析试纸条性能测试　（１）灵敏度：

测定１０个空白样，取平均值（ｘ）和标准差（ｓ），计

算ｘ±２ｓ，以此数值在标准曲线上查出相对应的剂

量。（２）试纸条在４℃，避光条件下保存６个月后

分别抽取同一批次和不同批次的ＰＴＨ荧光免疫层

析试纸条，用已知浓度的Ｒｏｃｈｅ　ＰＴＨ标准品进行

测试，计算批内和批间变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ　ｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）。（３）将ＴＳＨ 标准品制成与ＰＴＨ
标准曲线中相对应的６个浓度，进行特异度检测。

１．６　电化学发光免疫法（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＥＣＬＩＡ）检测试剂盒比较　严格按照

ＥＣＬＩＡ检测试剂盒说明书操作要求，与ＰＴＨ免疫

荧光层析检测试纸分别同时对４５例患者的穿刺洗

脱液标本进行平行检测。

１．７　统计学处理　用ＳＰＳＳ　１９．０软件进行数据分

析，并对服从正态分布的定量资料采用ｔ检验进行

组间比较，以ｘ±ｓ表示；对不服从正态分布的定

量资料采用秩和检验进行组间比较；定性资料组间

比较采用χ
２ 检验；相关性分析采用线性相关分析。

Ｐ ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果与分析

２．１　检测结果判读　检测时，由于层析作用液体

向前移动，若试样中ＰＴＨ的含量过少，试样中的

ＰＴＨ与结合垫上标记抗体ＬＰ００１结合的荧光微球

结合形成复合物Ｃ１则相应较少，结合垫中的标记

抗体ＬＰ００１与 Ｃ线上的质控抗体 ＱＰ００１大量结

合，因此Ｔ线将比Ｃ线荧光浅很多或完全检测不

到荧光，结果为阴性；若试样中ＰＴＨ 的浓度较

大，则复合物Ｃ１相应较多，与Ｔ线处的检测抗体

ＣＰ００１结合并大量形成抗体－抗原－抗体复合物

Ｃ２，而且试样中ＰＴＨ 越高， Ｔ线显色越深，结

果为阳性。无论是阳性还是阴性结果，因鼠源性抗

体标记的荧光微球过量包被，因而总有未结合检测

抗体 ＣＰ００１的部分荧光微球与 Ｃ线处的羊抗鼠

ＩｇＧ结合，在Ｃ线处出现荧光微球的聚集。如果Ｃ
线没有荧光条带，无论 Ｔ线有无荧光条带，结果

均无效（图１）。

２．２　标准曲线绘制　按照统计学方法，以检测样

品荧光值信号为纵坐标，ＰＴＨ标准品浓度为横坐

标，建立方程并拟合成标准曲线（图２）。该标准曲

线的Ｒ２＝０．９９３（图３）。

·２３· 《现代免疫学》２０１８年第３８卷第１期



图１　ＰＴＨ荧光免疫层析检测试纸结构图

图２　ＰＴＨ荧光免疫层析试纸条标准曲线

图３　荧光免疫检测试纸条－ＥＣＬＩＡ试剂盒相关性

２．３　ＰＴＨ免疫层析荧光试纸条性能评价　（１）灵
敏度：零剂量点均值读数为１４．６６，在标准曲线上
折算为０．８ｐｇ／ｍＬ。（２）稳定性和精密度：免疫层
析荧光试纸条法检测ＰＴＨ 高、低两个浓度质控品
的批内和批间ＣＶ（ｎ＝１０，表１）。结果显示，平均
批内ＣＶ为５．３２％，平均批间ＣＶ为６．７４％，均低
于１０％，表明免疫层析荧光试纸条法检测ＰＴＨ精
密度良好。两份不同浓度的质控样品添加标准品后
所测得的回收率见表２，同一批试剂４　ｏＣ放置６个
月后， 参考 标 准 荧 光 计 数 无 明 显 变 化 （Ｐ ＜
０．０５），说明该方法稳定性较好。（３）特异度：将配
制好的ＴＳＨ 标准品与对应的ＰＴＨ 标准品同时用

试纸条进行检测，各浓度点交叉反应率ＣＲ％＝测
定值／测定值ＰＴＨ×１００％，在上述浓度范围内，
与ＴＳＨ的交叉反应率均小于０．１％，说明两者无
交叉反应，方法特异度比较好。

表１　ＰＴＨ免疫层析荧光法的ＣＶ值

质控样品 浓度

（ｐｇ／ｍＬ）

ＣＶ， ％ （ｎ＝１０）

批内 批间

Ａ　 ４９．１　 ５．７４　 ７．２１

Ｂ　 １７７　 ４．９１　 ６．２６

表２　ＰＴＨ免疫层析荧光法的回收率

质控

样品

添加标准

品浓度

（ｐｇ／ｍＬ）

理论值

（ｔ，ｐｇ／ｍＬ）

检测值

（ｐ，ｐｇ／ｍＬ）

回收率

（ｐ／ｔ，％）

Ａ １０　 ５９．１　 ５７．３　 ９６．９５

１００　 １４９．１　 １４２．９　 ９５．８４

５００　 ５４９．１　 ５５６．５　 １０１．３５

Ｂ　 １０　 １８７　 １８０．６　 ９６．５８

１００　 ２７７　 ２８５．６　 １０３．１

５００　 ６７７　 ６９１．３　 １０２．１１

２．４　与ＥＣＬＩＡ方法的比较　对４５例患者穿刺甲
状旁腺腺体、淋巴结、肌肉组织、脂肪组织、甲状腺
腺体，稀释液分别用ＥＣＬＩＡ试剂盒与荧光免疫层析
试纸条进行检测，取血清ＰＴＨ值上限６５ｐｇ／ｍＬ为
本试剂盒的ｃｕｔ　ｏｆｆ值，并对数据进行分析。结果
表明，免疫层析试纸条与ＥＣＬＩＡ试剂盒的相关系
数为０．９９６　２（图３），可见两者的相关性较好。结
果显示甲状旁腺组织和非甲状旁腺组织的ＰＴＨ浓
度有显著性差异（Ｐ ＜０．０１，表３），相关性具有统
计学意义。
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表３　４５例患者不同组织洗脱液ＰＴＨ检测结果（ｐｇ／ｍＬ）

方法学 ｎ 甲状旁腺 甲状腺 淋巴组织 脂肪组织 肌肉组织

ＥＣＬＩＡ　 ４５　 １　６６８．９±１　０９３．４　 ２５．２±８．７　 ２６．８±８．８　 ２５．９±７．２　 ２５．７±７．６

荧光免疫层析法 ４５　 １　７２７．４±１　１５８．０　 ２５．６±７．８　 ２５．７±７．９　 ２６．５±７．７　 ２８．４±８．４

每组的ＥＣＬＩＡ与荧光免疫层析法ＰＴＨ 相比较高度相关（Ｒ＝０．９９６　２），而甲状旁腺组织和非甲状旁腺组织的ＰＴＨ 浓度相比较（Ｐ ＜

０．０１），有显著性差异

３　讨论

对于甲状腺恶性肿瘤，最有效的治疗方法是外
科手术，但术中因损伤、误切或影响血供而导致的
甲状旁腺功能减退是甲状腺术后最常见的并发

症［５］。甲状旁腺术中保护技术包括甲状旁腺的识
别、精细化甲状旁腺保护操作技术、补救性甲状旁腺
自体移植技术三方面［６－７］。甲状旁腺的识别是外科
手术中甲状旁腺保护最关键的一步。由于甲状旁腺
体积小，其周围有甲状腺、脂肪、淋巴结、肌肉等组
织，在术中只能凭经验鉴别，有一定的意外切除
率［８］。目前冰冻病理仍是鉴别甲状旁腺的金标准，
但这需要切除部分甲状旁腺组织，术中等待时间
长、费用高。细针穿刺组织洗脱液的ＰＴＨ 检测，
用于术前和术中鉴别甲状旁腺的方法，已有文献报
道［９－１０］，但国内外目前均未有报道纳米荧光快速检
测细针穿刺洗脱液ＰＴＨ的方法。本研究结果表明
甲状旁腺穿刺组织洗脱液的ＰＴＨ值明显高于非甲
状旁腺组织 。
通过本ＰＯＣＴ方法学的建立，为外科医生提

供了一种快速、准确，并且在手术室就能实现的科
学的甲状旁腺鉴别方法，以便于术中更好地保护甲
状旁腺，降低患者术后甲状旁腺功能减退的发生
率［１１－１２］。目前ＰＴＨ 的检测一般是通过ＥＣＬＩＡ进
行的，需大型的检测设备，检测时间加上运送标本
时间至少需３０ｍｉｎ以上，推广应用在临床上有难
度。ＥＣＬＩＡ法精确度和灵敏度都比较高，但对仪
器设备及操作人员有一定要求。课题组研制的荧光
免疫层析试纸条具有较高的灵敏度和特异度，４　ｏＣ
放置６个月稳定性好， 平均批内、批间 ＣＶ 为

５．３２％、６．７４％，与 ＥＣＬＩＡ 法检测结果高度相
关，完全符合临床应用要求，而且操作简单、体积
小、便于携带、易于保存［１３］。采用该荧光免疫层析
试纸条可实现快速、单人份定量检测，更适合临床
的需求，同时可实现检测仪器和试剂的产业化，达
到较好的社会效益和经济效益，值得临床推广
应用。
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