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尘螨过敏原 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 特异性 ＩｇＥ 化学
发光免疫检测方法的建立及其性能评估
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【摘要】　 目的　 采用纳米磁微粒化学发光免疫技术建立尘螨过敏原第 １、２组分（Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２）特
异性免疫球蛋白 Ｅ（ｓＩｇＥ）的定量检测方法。 方法　 通过优化试剂组份和反应模式，评估纳米磁微粒

化学发光免疫技术检测 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 的各项性能指标。 同时检测 ５０ 例疑似尘螨过敏患者血

清 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 水平，与 Ｐｈａｄｉａ 系统测定结果为标准进行比较，其一致性的比较采用 Ｋａｐｐａ
检验。 结果　 最佳实验体系为：磁微粒用量 ２５ μｇ，反应缓冲液（ｐＨ 值 ７．４）含 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、质
量分数 ０．２５％酪蛋白，包被液含 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液（ＰＢ）、质量分数 １％牛血清白蛋白（ＢＳＡ），发
光增强液含体积分数 ０􀆰 ０５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００，采用两步法免疫反应，样本量为 ２０ μｌ，反应温度为 ３７ ℃。 检

测体系最低检出限小于 ０．０１ ｋＵ／ Ｌ，线性范围 ０．２～１００．０ ｋＵ／ Ｌ，批内、批间精密度分别小于 ５％、７％，Ｄｅｒ ｐ １
和 Ｄｅｒ ｐ ２ 交叉污染率分别为 ０．１９％、０．２１％。 与 Ｐｈａｄｉａ 系统测定结果比较，Ｄｅｒ ｐ １ 阳性、阴性符合率

分别为 ７８􀆰 ０％（３２ ／ ４１）、９ ／ ９，一致性较好（Ｋａｐｐａ ＝ ０．６５，Ｐ ＝ ０．００８）；Ｄｅｒ ｐ ２ 阳性、阴性符合率分别为

９３􀆰 ３％（２８ ／ ３０）、８５．０％（１７ ／ ２０），一致性也较好（Ｋａｐｐａ＝ ０．７９，Ｐ ＝ ０．００３）。 结论　 成功建立了尘螨过

敏原 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 纳米磁微粒化学发光免疫检测方法，其各项性能指标良好，与 Ｐｈａｄｉａ 系统

有较好的一致性。
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　 　 尘螨是重要和常见的室内吸入性过敏原之一，
对人体的致敏阳性率高达 ７０％ ～ ８０％［１⁃２］。 每种螨

体均含许多种蛋白质，但患者病因可能只与其中的

某种或某些致敏成份有关，这些成份叫做“组分”。
在已命名的尘螨过敏原众多组分中，第 １、２ 组分

（Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２）可诱导 ８０％过敏性疾病患者产生

辅助性 Ｔ 细胞 ２ （Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｃｅｌｌ ２， Ｔｈ２）型细胞因子，
并诱导机体产生高浓度的免疫球蛋白（ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ⁃
ｕｌｉｎ， Ｉｇ） Ｅ 抗体［３］。 迄今应用于临床检测的诊断试

剂均采用单种螨提取物，该提取物为过敏原多种组

分的混合物，且不同螨种之间也存在交叉反应，使用

这种粗提物会引起临床误诊及不良反应。 本研究计

划获得 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 的重组过敏原制品，利用组

分制品优化并建立特异性 ＩｇＥ（ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ， ｓＩｇＥ）抗
体化学发光免疫检测方法，在分子水平明确引起过

敏性疾病的致敏成份，实现组分分辨诊断，为尘螨过

敏性疾病的精准医学检验奠定基础。

材料和方法

１．主要仪器与试剂。 从无锡人民医院儿科实验

室培养的尘螨提取 ＲＮＡ，制备 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 重组

蛋白，并通过十二烷基硫酸钠（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌ⁃
ｆａｔｅ， ＳＤＳ）⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＰＡＧＥ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定［４⁃５］。
Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ， ＮＨＳ）、
磁微粒均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；甘
氨酸、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）、
磷酸缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ， ＰＢ）、碳酸盐缓冲液

（ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ， ＣＢ）、酪蛋白均购自美国 Ｇｅｎｔｅｘ
公司。 ＮＲＭ４１１ 全自动化学发光定量检测平台购自

南京诺尔曼生物技术有限公司； Ｐｈａｄｉａ １０００ 过敏原

分析仪及其配套Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 检测试剂盒（免
疫荧光法）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。

２．样本来源。 筛选 ２０１９ 年 ６ 月至 ２０１９ 年 １２ 月

在无锡人民医院就诊的 ５０ 例疑似尘螨过敏［过敏

性鼻炎和（或）哮喘］门诊患者及 ３０ 名健康体检者

（经临床检查排除呼吸系统疾病，无哮喘及其他过

敏性疾病史），采集受试者空腹外周静脉全血 ５ ｍｌ，
室温 ３ ０００ 转 ／ ｍｉｎ（离心半径 １５ ｃｍ）离心 １０ ｍｉｎ，编
号后留取上层血清－ ２０℃ 冷冻保存。 本研究符合

《赫尔辛基宣言》的原则。
３．反应体系建立。 （１）磁微粒用量。 Ｄｅｒ ｐ １、

Ｄｅｒ ｐ ２ 重组蛋白与 ＮＨＳ 活化的长链生物素混合、
标记后，以甘氨酸封闭，然后透析，用磁微粒储存液

保存已标记的生物素化抗原。 取不同量的链霉亲和

素化磁微粒，使用相同量的生物素化抗原包被，在同

一反应缓冲液中测试高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）血清样本的发

光信号强度（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｌｕｍｉｎｏｕｓ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ， ＲＬＵ）值。
（２）包被液成分和浓度的选择。 配制含 ３ 种不

同 ＢＳＡ 浓度（质量分数 ０．５％、１％、２％）、３ 种不同

ＰＢ 浓度（１０、２０ 和 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的包被液分别包被

相同的生物素化尘螨过敏原，在同一反应缓冲液中

测试高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）、低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）血清样本的

ＲＬＵ 值，计算两者比值。
（３）发光增强液浓度选择。 采用 １０ μｌ 含不同

浓度（体积分数 ０％、０．０２５％、０．０５％、０．１％、０．２％）的
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 增强液进行测试并比较 ＲＬＵ 值。

（４）发光增强液的灵敏度及稳定性。 选取浓度

值接近检测下限的血清样本（０． ４０、０． ３０、０． ２０ 和

０􀆰 １５ ｋＵ ／ Ｌ）测试其 ＲＬＵ 值，计算 ＣＶ，ＣＶ≤１０％认为

结果可靠。 将配制好的发光增强液同时置于 ４ ℃和

３７ ℃的环境中储存，分别于第 ０、１、３、５、７、１０、１４、
２１、２８ 天选取 １０ μｌ 测试其 ＲＬＵ 值，计算各时间点

３７ ℃较 ４ ℃的 ＲＬＵ 值相对降幅。
（５）缓冲液成分及 ｐＨ 值的选择。 配制 ６ 种不同组

份浓度（分别为０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、质量分数０􀆰 ２５％酪蛋

白； ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、质量分数 １％ ＢＳＡ；２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢ、 质量分数 ０．２５％酪蛋白；２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ、质量分

数 １％ ＢＳＡ；２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣＢ、质量分数 ０．２５％酪蛋白；
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２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣＢ、质量分数 １％ ＢＳＡ）含吖啶酯鼠抗人

ＩｇＥ 单克隆抗体的标记反应缓冲液测试高值（５０ ｋＵ／ Ｌ）、
低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）血清 ＲＬＵ 值，计算两者比值；依次

配制 ｐＨ 值分别为 ６．５、７．４ 和 ９．５ 的标记反应缓冲

液，测试高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）血清 ＲＬＵ 值。
（６）免疫反应条件。 一步法（直接法）为磁微

粒、样本、反应缓冲液混合温育后清洗；两步法（间
接法）为磁微粒、样本混合清洗后，再加反应缓冲液

温育清洗。 两种方法分别测试高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）、低
值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）血清 ＲＬＵ 值，计算两者比值。 分别采

用 ２０、５０、１００ μｌ 样本加样量，其余条件不变的情况

下测试高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）、低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）血清 ＲＬＵ
值，计算两者比值。 测试 ２５ ℃、３０ ℃、３７ ℃和 ４０ ℃
反应温度下高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）、低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）血清

ＲＬＵ 值，计算两者比值。
４．性能指标评价［６］。 （１）最低检出限（ ｌｉｍｉｔ ｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ＬＯＤ）：用样本稀释液作为样本进行 ２０ 次

重复测定，计算测定浓度 􀭰ｘ 和 ｓ，得出 􀭰ｘ＋２ｓ，代入标

准曲线计算得到的浓度值即为 ＬＯＤ。 （２）稀释线

性：将测定值为 １００ ｋＵ ／ Ｌ 的血清样本用稀释液进行

倍比稀释，最终稀释浓度≤０．３５ ｋＵ ／ Ｌ，每个稀释样

本重复测定 ３ 次后计算浓度值，将测定的平均浓度

与理论浓度以最小二乘法线性拟合，剔除离群值后

回归拟合，并对回归方程进行线性检验。 （３）精密

度：选择高（５０ ｋＵ ／ Ｌ）、中（２０ ｋＵ ／ Ｌ）、低（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）
３ 个不同浓度值的血清样本各重复检测 ８ 次，计算

批内精密度；选择高、中、低 ３ 个不同浓度值的血清

样本连续测定 １０ ｄ，计算批间精密度。 （４）交叉污染

率：取混匀后的高浓度（５０ ｋＵ／ Ｌ）样本连测 ３ 次，测定

值为 Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３，再取低浓度（２．５ ｋＵ ／ Ｌ）样本连测

３ 次，测定值为 Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３，交叉污染率 ＝ （Ｌ１－Ｌ３） ／
（Ｈ３－Ｌ３）×１００％。

５．方法学比对。 利用建立的纳米磁微粒化学发光

免疫分析法检测 ５０ 例疑似尘螨过敏患者血清，并以

Ｐｈａｄｉａ 系统测试结果为标准进行比较。 依据 Ｐｈａｄｉａ
系统将 ０．３５ ｋＵ ／ Ｌ 作为界值进行判定，＜０．３５ ｋＵ ／ Ｌ
为阴性，≥０．３５ ｋＵ ／ Ｌ 为阳性。 阳性符合率 ＝ Ｐｈａｄｉａ
阳性样本中化学发光法阳性例数 ／ Ｐｈａｄｉａ 阳性样本

数×１００％；阴性符合率 ＝ Ｐｈａｄｉａ 阴性样本中化学发

光法阴性例数 ／ Ｐｈａｄｉａ 阴性样本数×１００％。
６．统计学处理。 采用 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件进行数据

分析，符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示，计数资

料以频数（百分比）表示。 一步法和两步法检测的

ＲＬＵ 比值的比较采用两独立样本 ｔ 检验；与 Ｐｈａｄｉａ 系

统检测结果的一致性分析采用 Ｋａｐｐａ 检验（Ｋａｐｐａ≥
０􀆰 ６０ 表示一致性较好）。 Ｐ＜０．０５ 为差异或一致性

有统计学意义。

结　 　 果

１．反应体系建立。 （１）磁微粒用量。 在同一反应

缓冲液中，１０、１５、２０、２５ 和 ３０ μｇ 链霉亲和素化磁微

粒的 ＲＬＵ 值分别为 ８６ ０５２±９ １０３、１４１ ７５７±１１ ３４６、
１７２ ５６６±１５ ８４０、２０１ ５９０±２０ ３４１、２０１ ４３１±１９ ３８９，
结果示 ２５ μｇ 为最佳磁微粒量。

（２） 包被液成分及浓度选择。 含质量分数

０􀆰 ５％、１％、２％ＢＳＡ 的包被液的高、低值样本 ＲＬＵ 比

值分别为 ２１．４９±１．７２、２２．１０±１．６４、１８．３０±１．９３，含
１０、２０ 和 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ 的包被液的高、低值样本

ＲＬＵ 比值分别为 １９．３１±１．５１、２４．７９±２．０１、１３．５７±
１􀆰 ４３，结果示含质量分数 １％ ＢＳＡ、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ 的

包被液是最合适的浓度组合。
（３）发光增强液的浓度选择。 １０ μｌ 含不同浓度

（体积分数 ０％、０．０２５％、０．０５％、０．１％、０．２％）的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００ 增强液的 ＲＬＵ 值分别为 ３４７±２６、１４９ ３４４±１０ ３０５、
３５６ ９０７±１８ ４１５、３３０ １８８±１４ ９３２、３３７ ０２６±１１ ８２１，
结果示含体积分数 ０．０５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的增强液发

光效率最高。
（４）发光增强液的灵敏度及稳定性。 ０． ４０、

０􀆰 ３０、０．２０ 和 ０．１５ ｋＵ ／ Ｌ 浓度下血清样本 ＲＬＵ 值的

ＣＶ 分别为 ２．６％、４．０％、９．６％和 １０．１％，提示最适检

测下限为 ０．２０ ｋＵ ／ Ｌ。 发光增强液在第 ０、１、３、５、７、
１０、１４、２１ 和 ２８ 天的 ３７ ℃较 ４ ℃的 ＲＬＵ 值相对降

幅分别为 ３％、６％、－７％、０％、－９％、－６％、－１％、０％
和－２％，表明发光增强液于 ３７ ℃至少可保存 ２８ ｄ，
稳定性较好。

（５）缓冲液成份及 ｐＨ 值的选择。 ６ 种不同组份

浓度的反应缓冲液高、低值样本的 ＲＬＵ 比值分别为

１９．３６±１．２７、１３．７５±１．１９、１７．７３±１．３８、１２．１３±１．２１、１７．５５±
１􀆰 ４３、１１．８８±０．９７，ｐＨ 值为 ６．５、７􀆰 ４ 和 ９．５ 的反应缓冲

液的 ＲＬＵ 值分别为 １９６ ８７９±１１ ７６０、２９８ ５６６±１５ ９７４
和 ８９ １３５±６ ６８２，结果示含 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、质量

分数 ０．２５％酪蛋白、ｐＨ 值为 ７．４ 为最适反应缓冲液。
（６）免疫反应条件。 一步法、两步法检测高、低

值样本的 ＲＬＵ 比值分别为 １．１２±０．１０、３３．４０±３．７８，
两步法明显优于一步法（ ｔ ＝ ２０．９１，Ｐ ＝ ０．００１）。 ２０、
５０ 和 １００ μｌ 样本加样量的高、低值样本 ＲＬＵ 比值

分别为 １８．１２±１．２１、１６．７３±１．１５ 和 １２．２１±０．７４；反应

温度为２５ ℃ 、３０ ℃ 、３７ ℃和４０ ℃的高、低值样本
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表 １　 精密度检测结果（ＣＶ，％）

过敏原
批内精密度

低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ） 中值（２０ ｋＵ ／ Ｌ） 高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）

批间精密度

低值（２．５ ｋＵ ／ Ｌ） 中值（２０ ｋＵ ／ Ｌ） 高值（５０ ｋＵ ／ Ｌ）

Ｄｅｒ ｐ １ ３．８４ ２．９７ ３．０３ ６．２１ ６．３４ ５．７７
Ｄｅｒ ｐ ２ ４．０２ ２．８２ ２．９３ ６．１６ ５．５３ ６．２５

　 　 注：批内测定 ８ 次，批间测定 １０ 次；Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 分别为尘螨过敏原第 １、２ 组分

ＲＬＵ 比值分别为 ２５．６４±１．２０、２５．８６±１．０７、２６．３２±１．１３
和 ２２．７０±１．２１。 结果表明，最适反应条件为 ２０ μｌ 样
本量、３７ ℃反应温度。

２．性能指标评价。 （１）ＬＯＤ 测定。 重复测定样

本稀释液 ２０ 次，计算得到 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 的 ＬＯＤ
均小于 ０．０１ ｋＵ ／ Ｌ。 （２）稀释线性试验。 Ｄｅｒ ｐ １ 线

性回归方程为：ｙ＝ １．０６２ ３ｘ＋０．１９５ ３（ ｒ ＝ ０．９９９），Ｄｅｒ
ｐ ２ 线性回归方程为： ｙ ＝ １． ０９３ ５ｘ ＋ ０． ０２１ ９ （ ｒ ＝
０􀆰 ９９９），Ｄｅｒ ｐ １ 和 Ｄｅｒ ｐ ２ 在 ０．２ ～ １００．０ ｋＵ ／ Ｌ 均呈

现较好的线性关系。 （３）精密度分析。 使用高、中、低
３ 个不同浓度测定批内精密度均小于 ５％，批间精密

度均小于 ７％（表 １）。 （４）交叉污染率。 Ｄｅｒ ｐ １ 和

Ｄｅｒ ｐ ２ 的交叉污染率分别为 ０．１９％和 ０．２１％。
３．方法学比对。 尘螨过敏原 Ｄｅｒ ｐ １ 阳性符合

率为 ７８．０％ （３２ ／ ４１），阴性符合率为 ９ ／ ９，与 Ｐｈａｄｉａ
系统检测结果的一致性较好 （Ｋａｐｐａ ＝ ０． ６５， Ｐ ＝
０􀆰 ００８）；尘螨过敏原 Ｄｅｒ ｐ ２ 的阳性符合率为 ９３．３％
（２８／ ３０），阴性符合率为 ８５．０％（１７／ ２０），与 Ｐｈａｄｉａ 系统

检测结果的一致性也较好（Ｋａｐｐａ＝ ０．７９，Ｐ＝ ０．００３）。

讨　 　 论

目前全球过敏性疾病患者总发病率达 １５％ ～
３０％，而我国现有患病人数约 ２ 亿人口，且发病率有

逐年上升的趋势；该疾病是危害人类健康的重要公

共卫生问题之一，严重者甚至有生命危险［７］。 临床

工作中很多患者因无法确定过敏原，给疾病的预防

和治疗带来了很大困难。 过敏性疾病不仅影响患者

生活质量，还会给个人、社会造成严重的经济负担。
尘螨作为全球分布的优势螨种是最常见的过敏原来

源物质之一，其致敏的过敏性疾病患者占全球 １０％
以上的人口总数［７］。 体外试验已证实尘螨粗提浸

液中有 ３０ 多种成份可与过敏性疾病患者血清 ＩｇＥ
发生结合，按其发现顺序先后依次命名为第 １ 组分、
第 ２ 组分等。 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ 作为尘螨重要的致敏

蛋白组分与过敏性哮喘、过敏性鼻炎、特应性皮炎等

过敏性疾病密切相关，且二者之间无交叉反应

性［８］。 而尘螨非致敏原蛋白［肽基脯氨酸顺 ／反异

构酶（ｐｅｐｔｉｄｙｌ⁃ｐｒｏｌｙｌ ｃｉｓ⁃ｔｒａｎｓ⁃ｉｓｏｍｅｒａｓｅ， Ｐｐｌａｓｅ）］在

过敏性疾病发病中也可起到加重过敏反应和炎性反

应的协同作用［９］。 有报道显示，单纯 Ｐｐｌａｓｅ 存在状

态下，实验小鼠不表现出哮喘症状和血清学变化，但
与 Ｄｅｒ ｐ １ 联合作用时，则可加重气道高反应性和肺

组织病理变化，血清中 ｓＩｇＥ 和白细胞介素⁃４ 显著升

高，进一步促进 Ｔｈ２ 细胞极化［９⁃１０］。
过敏原检测方法主要基于体内、体外 ２ 种方法。

体内试验是直接将过敏原作用于人体，通过直接观

察人体的过敏性反应而作出结果评价，以皮肤点刺

试验、斑贴试验、激发试验多见，这些方法不仅可能

引起严重的不良反应，还易受实验者操作手法、年
龄、药物、个体差异等影响［１１］。 针对某种过敏原的

ｓＩｇＥ 抗体是介导过敏性疾病反应的一类重要效应分

子，通过酶联免疫吸附实验、放射性变应原吸附实

验、荧光酶联免疫、蛋白质印迹等体外实验，检测患

者血清 ｓＩｇＥ 抗体成为过敏性疾病的主要诊断方法，
且研究表明患者血清中的 ｓＩｇＥ 浓度与过敏性疾病

的严重程度呈一定正相关［１２］，对该病预防、明确病

因及诊疗具有重要意义。 但无论是体内还是体外诊

断过敏性疾病的方法，均采用质量欠佳的单一过敏

原粗提浸液混合物，这种粗提物可以鉴定出患者因

某种致敏原过敏，但无法明确因何种过敏原单组分

致敏。 目前免疫荧光法的 Ｐｈａｄｉａ 系统（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）是体外检测单一致敏原的国

际“金标准” ［１３］，但因进口试剂昂贵而难以普及推

广，且不同国家地区同一过敏原组分存在多态性差

异，同一组分在不同批次产品中含量也不均一，难以

实现产品的标准化，影响临床实验诊断的特异性和

疗效，导致临床应用价值下降。
化学发光免疫学方法是将特异性抗原抗体反应

与灵敏的化学发光相结合而建立的一种免疫学诊断

检测方法， 具有低成本、灵敏度高、简便快速、安全

无污染等特点，还可一次性检测 ２０ 余种常见的吸

入、食物性过敏原［１４］。 本研究将纳米磁微粒化学发

光免疫法整合了磁微粒固相载体包被技术和化学发

光检测系统，采用间接法体外定量检测患者血清中

尘螨过敏原主要单组分 ｓＩｇＥ 抗体，即待检患者血清

中的 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 可与生物素化的尘螨过敏
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原、链霉亲和素包被的磁微粒发生免疫发应，在洗去

非特异性 ＩｇＥ 后加入吖啶酯标记的抗人 ＩｇＥ 单克隆

二抗，形成抗原抗体复合物，经温育洗去未结合物

后，继续与发光底物增强液进行温育，终止反应后测

定 ＲＬＵ 值，用于评价分析待测患者血清中尘螨过敏

原 Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 的浓度水平。 本研究建立的

Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 检测方法其 ＬＯＤ、线性范围、批内

及批间精密度、交叉污染率等性能指标均基本满足临

床要求。 此外，初步实验结果表明，当乳糜＜１０ ｍｇ ／ Ｌ、
胆红素＜１６６ μｍｏｌ ／ Ｌ、血红蛋白＜７．５ ｇ ／ Ｌ 时对 Ｄｅｒ ｐ １、
Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 的测定无显著性干扰（数据暂未发表）。

综上所述，Ｄｅｒ ｐ １、Ｄｅｒ ｐ ２ ｓＩｇＥ 纳米磁微粒化

学发光免疫检测方法灵敏度高、特异性强、检测范围

宽、稳定性好及可高通量检测，为相关试剂研发和尘

螨过敏性疾病精准防治提供科学依据。
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１０．１００２ ／ ｉｕｂ．１５４０．

［１１］ 曾万杰，樊一笋，耿春松，等．纳米磁微粒化学发光免疫分析法

检测过敏原特异性免疫球蛋白 Ｅ 性能评估［ Ｊ］ ．第二军医大学
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·４６１· 中华核医学与分子影像杂志 ２０２２ 年 ３ 月第 ４２ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｎｕｃｌ Ｍｅｄ Ｍｏｌ Ｉｍａｇｉｎｇ， Ｍａｒ． ２０２２， Ｖｏｌ． ４２， Ｎｏ． ３


