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放射免疫分析的方法学研究现状

同济医科大学核医学研究室 戈武汉
,

4 3 0 0 3的 叶维新绘述

摘 要
:

对近年来在放射免疫分析的方法学研究现状进行了回顾
,

并就放射性核素及其标记

技术
、

抗原及抗体制备技术
、

分离试剂及分离技术
、

方法学设计的演变
、

数据处理及质量控制 放射

免疫分析面临的挑战与前景等六个方面的现状作了介绍和分析
。

关键词
:

放射免疫测定 方法学研究

自从 Y a lo w 及 eB sr on 创立放射免疫分

析技术以来
,

经历了三十多年的发展
,

它不仅

成 为核医学的重要领域之一
,

而且在生物医

学范 围
,

在生物活性物质的超微量检测技术

中
,

发挥 日益重要的作用
。

现仅将九十年代在

方法学研究的现状加以综述与分析
。

1 放射性核素及其标记技术

在放射免疫分析 中
,

对抗原或抗体进行

放射性核素标记
,

其基本目的在于提高分析

方法的灵敏度
,

而不影响其原有的性能
。

研究

集中在核素的选择及标记方法 的改进 上
,

这

是因为标记抗原或抗 体质量的好坏
,

对检测

方法的质量具有重要的影响
。

1
.

1 放射性核素的选择

总的趋势是进 一步 向
` 25 1集 中

,

采用
’
H

者日趋减少
。

乐于采用
` 2 5

1的理 由
,

看来主要

是
:

①物理半衰期比较适中
,

商品试剂盒的使

用期约 1 ~ 2 个月
,

能满足大多数用户的要

求
;② y 射线的测量技术远较

’
H 的低能 俘射

线测量技术简单
; ③ 了射 线的 能量较

, 3 `
I 为

低
,

有较高的计数效率
;④生物样品的制备技

术也较简单
;⑤碘标记技术较为成熟而有效

,

既可由厂家提供标记品
,

也可 自行标记
。

由上

可见
,

在无更好的放射性核素取代
`

szI 以前
,

应用
” “

I 的趋势将会继续下去
。

.1 2 标记技术

在放射免疫分析中
,

对碘标记物 的质量

有严格的要求
,

要求既能满足检测灵敏 度的

比活度
,

又不能因标记技术而影响其免疫活

性
。

还有其他一些要求
。

而现用的一些标记

技术
,

在不同程度上难以全面满足上述要求
,

虽然氯胺
一 `

r 法仍被沿用
,

但采用其他方法者

日益增多
,

例如
:

氯甘脉 ( I o d o g e n) 法
、

乳过氧

化物酶 ( L P O )法
、

联结标记法 ( B o l t o n 一

H u n t e r

法 )等
。

它们虽有类似的标记原理
,

但又各具

特点
,

了解其共性与特性
,

有助于标 记方法的

选择及标记物质量的控制
。

越
.

标记原理看
,

氯胺
一

r 法
、

氯甘脉法与

联结标记法具有类似 的基础
,

氯胺
一 `

r 法 及其

类似物作为一类温和的氧化剂
,

先将 I 氧化

成 I:
,

然后再 与蛋 白质或肤分子上的酪氨酸

残基发生取代反应而完成碘标记
。

不同之处

在于氯胺
一 `

r 法为液相标记而氯甘脉法 为固

相标记且更为温和
,

而联结标记法则是先将

碘标记到醋分子上
,

然后再联结到蛋白质或

多肤分子上
。

至于乳过氧化物酶法
,

则是在微

量过氧化氢的催化下以产生温和的氧化环境

来完成碘的氧化
,

进而达到碘标记
。

这四类方

法都可获得高比活度的标记物
。

从标记过程看
,

氯胺
一

T 法的反应过程较

快
,

要求严格控制反应条件
;氯甘腮法的标记

过程较易控制
,

氧化反应更为温和
;
联结标记

法需分两步进行
,

较前者稍繁
;
乳过氧化物酶

法的氧化环境既可通过加入适量过氧化氢达

到
,

也可通过加入葡萄塘氧化酶 ( G O )对葡萄
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糖的氧化作用而连续提供微量的 H
:
O

: ,

供乳

过氧化物酶利用
,

反应过 程较易控制
。

从标记物质量看
,

标记损伤是个严重问

题
,

活性的丧失或改变
,

可导致分析的失败
。

在标记过程中导致标记损伤的因素很多
,

例

如
:

碘原子的置换
,

可在不同程度上改变标记

物的分子结构
;
碘原子置换的数目

,

对标记物

的活性具有重要影响
,

采用单碘标记是合理

的选择
;
碘原子的置换位置如果位于功能基

团附近
,

也会对活性造成影响
;
标记过程的化

学环境
,

特别是氧化环境
,

有可能对蛋 白质或

多肤的分子结构
,

如二硫键等造成损伤
,

进而

影响标记物的活性
;
在标记完成后

,

标记物分

子上的放射性碘原子在其衰变过程 中
,

既可

对标记物分子本身
,

也可通过对介质水分子

产生 自由基间接对标记物产生损伤
,

特别在

比活度很高时
,

这种效应更为明显
。

因此
,

最

大限度地减轻标记损伤
,

也是近年来不断改

进标记技术所追求的 目标之一
。

采用更为温

和 的氧化剂
、

在能满足分析的灵敏度前提下

不追求过高的比活度
、

标记完成后选择适当

的保存环境等
,

都能有效地减轻标记损伤
。

善单克隆抗体的质量
,

这是 目前正在努力的

领域之一
。

这包括对 I步 的酶切片段
。

利用

基因工程技术对单克隆抗体作进一步的结构

改造
,

使之与待检抗原具有更好的结合性能
,

这可能是扩展放射免疫分析的检测领域
、

提

高特异性的有效途径之一
。

2 抗原及抗体制备技术

在放免分析中
,

抗原与抗体的质量对分

析结果有关键性影响
。

采用传统免疫方法所

获得的抗体
,

本质上是多克隆抗体
,

由于抗原

制备技术不同
,

纯化程度及免疫方法各异
,

所

得抗体很不一致
,

难以标准化
,

这对放射免疫

分析带来难以解决的困难
。

自杂交瘤技术创

立后
,

单克隆抗体的制备并引入放射免疫分

析系统作 为特 异性结合剂使用
,

明显地改善

了分析的质量
,

主要表现在
:

特异性进一步提

高
、

可提供标准化的特异性结合试剂
、

改善 了

方法学设 计等
,

因而采 用单克隆抗体作为特

异性结合试剂者 日益增多
。

可以预见
,

这种趋

势今后将继续 存在
,

它将与多克隆抗体达到

合理的分工及占有
。

获得更好 的特异性结合试剂
,

进一步改

3 分离试剂与分离技术

在放射免疫分析中
,

对分离的基本要求

是
:

①有效分离 ;②经济实用
。

所谓有效分离
,

是指对游离和结合部分能达到尽可能的完全

分离
,

以免造成对定量测量的干扰
。

所谓经济

实用
,

是指在满足有效分离的前提下
,

能在时

间
、

费用
、

物质条件及分离步骤等方面
,

获得

最优的组合
,

以保证实验结果的重复性好
。

然

而
,

这种简单而明确的基本要求
,

在不同的反

应体系中却难以达到
。

例如
,

从有效分离角度

看
,

不同的生物活性物质
,

在不同的方法设计

中所处的状态不尽相同
,

因此
,

用某一种分离

技术难以适合所有分离的需要
;
从经济实用

角度看
,

特别是常规使用时
,

简便实用是重要

的
。

为此
,

近些年来
,

人们仍在不懈追求更好

的分离技术
。

传统的分离技术是液相分离
,

它

需要使用合理的离心条件
,

以保证分离结果

的稳定
。

为了便于 自动化操作
,

不同类型的固

相分离技术有了较快的发展
,

它涉及到固相

材料的选择
、

抗体的包被技术和分离方法的

选择等方面
。

从固相材料的选择看
,

已报道的

有
:

聚氯乙烯
、

聚苯乙烯
、

纤维素
、

尼龙
、

多孔

玻璃微球
、

凝胶颗粒
、

磁性微球等
;
从材料的

形状看
,

有连续表面 (如试管
、

微盘等 )和分散

表面 (如球状体
、

微球体等 )之分
。

选择固相材

料的基本要求是①应能有效而牢固地吸附抗

体分子而又不影响抗体原有 的活性
;②非特

异性结合低 ;③固相材料的理化性能稳定
、

批

间变异小
、

价廉易得
。

从现有资料来看
,

固相

材料 已有不少改进
,

但仍欠满意
,

如材料性能

欠稳定
、

单位面积结合抗体的量较少
、

活性经

常受影响
、

非特异性结合偏高等
。
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应用固相分离技术的重要环节之一是抗

体包被技术
。

Cu ae s〔`〕提出
,

将马来酸醉与苯

乙烯先形成共聚体
,

然后涂管
,

可提高结合抗

体浓度约 4 00 倍
。

汪寅章闭在此基础上加以

改进
,

用以固化第二抗体
,

形成通用的分离技

术
, 它既可以先将第一抗体结合到固相二抗

上
,

然后在固相一抗进行反应
,

也可在固相二

抗的试管内进行液相免疫反应
,

再采用固相

分离
。

李振甲等闭推荐
,

采用 p H .4 8 柠檬酸

缓冲液包被 独G 较 p H .7 8 的磷酸缓冲液及

p H 9
.

6 的碳酸缓冲液更好
。

他们闭还推荐使

用琼脂糖交联可磁化碳颗粒
。

李建华等 sj[ 则

介绍先制备可磁化纤维素
,

经澳化氰 活化后

与第二抗体偶联
,

最后制成可磁化固相二抗

颗粒用于分离
.

它既具有双抗法的通用性
,

又

具有分离简便的优点
。

随着固相制备技术的

不断完善
,

目前已有多种商品试剂盒 采用磁

化固相分离技术
。

近几年来发展较快的另一类分离系统是

生物素
一

亲和素分离系统
,

自 1 9 8 6 年 O de ll[
6〕

提 出后不少作者闭作了改进
。

生物素与亲和

素间有很高的亲和力
,

较抗原与抗体 间的亲

和力更高
,

一旦结合便极为稳定
。

此外
,

通过

生物素
一

亲和素系统的引入
,

尚可形成一个有

效的放大系统
,

从而明显地提高了分析方法

的灵敏度
。

4 分析方法的演变

在放射免疫分析中
,

待测抗原
、

标记抗原

与特异性抗体三者间的合理组合是获得 良好

结果的必要条件
,

不少作者做过大量研究
。

4
.

1 按竞争原理与非竞争原理设计的比较

按竞争原理设计的典型方法是放射免疫

分析
。

它采用标记抗原与待测抗原共同与有

限量的特异抗体产生竞争性免疫结合反应
,

在达到动态平衡状态时进行有效分离
,

藉助

放射测定进行定量
,

进而对待测抗原物质得

到超微量定量
。

这类设计方案在仅能获得多

克隆抗体时是可行的
,

但有明显不足
,

通过杂

交瘤技术能获得单克隆抗体后
,

人们相继改

用非竞争原理设计
,

代表性 的方案是双位点

夹心固相分离的免疫放射分析法
,

其优点有
:

①标记抗体时的标记损伤较轻
,

标记物较稳

定 ;②免疫反应动力学不如放射免疫分析 那

么复杂
,

反应过程较快
;③单克隆抗体的特异

性更好
;④非竞争原理设计方案可获得较好

的灵 敏度和较宽的可测范围
; ⑤由于使用单

克隆抗体
,

能得到恒定的特异结合剂
,

具有较

好的可比性
。

可 以预见
,

以上两类抗体及两类设计将

会起到相互补充的作用
。

4
.

2 生物素
一

亲和素系统引入分析设计

基于生物素与亲和素间所具有的特殊性

能
,

它的引入能进一步改善分析方法的质量
,

例如
,

先将生物素化抗体及 ” 5
1标记抗体与待

测抗原发生免疫反应
,

形成
“
生物素化抗体

·

抗原
· ` 25 1

一

抗体
”
三联复合物

,

然后再与固相

链亲和素进行第二步反应
,

借助生物素与链

亲和素间的高亲和力
,

进一步形成
“

固相链亲

和素
·

生物素化抗体
·

抗原
· ’ 2 5 1

一

抗体
”

复

合物
,

及多余的
`

szI
一

抗体
,

通过 移去后者
,

即

可得 到复合物 的生成量
,

它与待测抗原量呈

正比关系
。

在这一系统中
,

由于有效地利用 了

生物素
一

亲和素系统的高亲和力及放大效应
,

不仅具有更好 的分离效果
,

而且有更好的灵

敏度
「7 :

。

5 数据处理与质量控制

放射免疫分析是一类极为灵敏的超微定

量分析技术
,

极易受影响而使检测结果失真
。

对数据处理及质 量控制的重要性
,

经历了一

个认识过程
。

八十年代中期
,

世界卫生组织对

放射免疫分析的质量控制提 出了指导性建

议
,

推动了我国放射免疫分析质量控制体系

的建立和发展
。

199 1 年全国第四次放射 免疫

分析学术 会议的主题思想就是 抓好质量拄

制
,

反映了我国核 医学界对这一问题的关 注

和重视川
。

对于极为灵敏的超微量分析技术
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来说
,

如果缺乏严格的质量控制体系
,

将难 以

确 定其失真程序
,

从而其结果不仅是 无价值

的
,

甚至是有害的
。

因此
,

提高对质量控制的

认识是重要的前提
。

一个完整 的质量控制体系应该包括生产

及使用两个主要环节
。

作为生产厂家
,

应建立

严格的质量检测程序
,

以保证进入市场 的产

品都符合质量要求
,

这是首要的环节
;
作为用

户
,

则应建立严格的质量控制体系
,

以保证从

收集样品开始到发出报告为止的全过程中能

及时发现检测过程中出现的各种随机误差及

系统误差
,

分析产 生的原 因
,

找 出纠正的办

法
,

以保证检测的质量达到认可的标准图
。

因此
,

一个合理的质量控制体系
,

应能满

足不同类型的放射免疫分析方法 ;应能满足

不同性质的检测项 目
;
应能达到临床及科研

所需要的质量要求
;
应能与国际上通用的质

控体系
“

接轨
” ,

便于比较与交流
;
应能适应我

国国情并为用户所认可
。

显然
,

要做到这些不

容易
,

但 又须努力做到
。

质量控制体系 的基本内容
,

经过多年的

实践与摸索
,

已经逐步完善起来
。

由世界卫生

组 织推荐的方案
,

比较集中地反映了这一领

域的研究成果
,

大 体分为
:

①标准 曲线 的拟

合
; ②质量控制血清样 品的使用 ; ③质量管

理
。

5
·

1 标准曲线的拟合

标准曲线是用以度量样品中待测物质浓

度 的客观尺度
,

是质量控制体 系中用以处理

其他数据的基础
。

鉴于免疫反应体系中反应

动力学的多样性及复杂性
,

制备标准 曲线的

主要 目标是
:

既 能最大限度地和如实地反 映

在免疫反应动力学中的量效之间的关 系
,

又

能有效地识别和排除在实验误差时所引入的

误差对标准曲线的影响
。

在过去
,

曾提出过多

种拟合方案
,

基本上都是从数学 的角度来处

理这群数据
,

实践证明不尽合理
,

其关键在于

未能反映免疫反应动力学 中的量效关系
。

随

着认识的深入和计算机技术的引用
,

一些较

好的拟合模型相继诞生
。

按照经典的放射免疫分析方法学设计

时
,

目前仍在使用的拟合模型有以下几种
。

.5 1
·

1 L o
gl t

一

109 转换并线性拟合

它先将结合率经 L o
gl t 转换

,

剂量 (标准

品 )对数经 109 转换
,

绘制在 L o g it
一

109 坐标纸

上
,

然后将这组数据经过最小二乘法进行 回

归处理
,

得到线性方程
。

这是一种以数学为基

础的经验式
,

主要优点是拟合模型简单易行
,

如果实验误差不大
,

且选用拟合曲线 的中间

区段
,

对于大多数放射免疫分析项 目来说
,

所

得结果能满足质量的基本要求
。

本法的不足

处在于
:

它是通过数学转换方法将剂量效应

曲线改换成 为一条貌似直线 的曲线
,

以致造

成标准曲线的两端 出现较大的偏离现象
,

而

且
,

对坏点的鉴别能力也较差
。

鉴于许多仪器

中已配置这种拟合模式
,

可作为一种基本的

拟合模型加以利用
。

5
.

2
.

2 四
、

五参数 L o g is t ie 模型

它是在 L og it
一

10 9 模型的基础上针对其

缺点作出的改进方法
,

并为国际放射免疫分

析专家所推荐
.

其主要改进有
:

对于对称性曲

线
,

它采用四个参数 ;而对于非对称性曲线
,

采用五个参数
。

这种拟合模型的适应性更强
,

可适于绝大多数项 目使用
,

是目前使用广泛

的一类拟合模型
。

.5 1
·

3 单位点四参数质量作用模型

它是根据免疫反应动力学理论推导出来

的模型
,

能较好地反映放射免疫分析的剂量
-

效应关系
,

对非特异性结合 的数据处理更 为

合理
,

对于非对称性曲线也能适用
,

是一类通

用性强的模型
.

但是
,

当采用一般方法拟合

时
,

其拟合的收敛性较差
,

参数的稳定性也较

差
,

从而影响其广泛采用
。

冯国平等 l[ “〕采用

稳健回归方 法加 以改进
,

消除了原方法的不

足
,

对坏点的影响也有较好的耐受性
。

按照通用的免疫放射分析设计方案时
,

虽然其本质仍属免疫反应
,

也遵循质量作用

定律
,

但是山于系非竞争原理设计
,

且采用单
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克隆抗体
,

其免疫反应动力学规律及剂量效

应关 系与放射免疫分析有所不同
,

采用放射

免疫分析拟合模式仍欠满意
。

胡镇球等 [” 〕根

据质量作用定律导出一个符合单位点免疫放

射分析的三参数模型
,

它符合免疫放射分析

时的量效关系
,

在无坏点存在时
,

可以得到梭

盖整个剂量范围的标准曲线
,

而且对坏点有

较高的识别能力
。

这一模型还可用于按非竟

争原理设计的免疫分析及非平衡性免疫分析

系统
,

具有较好的通用性能
。

在计算机的参与下
,

标准 曲线拟合模型

将会逐步变得更合理和更方便
,

它为祥品浓

度的反查提供了可靠的基础
。

然而
,

应当指出

的是
,

再好的拟合模型亦不能改善实验数据

低劣所带来的影响
。

5
.

2 质量控制血清样品

在放射免疫分析 中
,

对质量控制血清样

品的重要性经历了一个认识过程
。

在缺乏真

值传递系统的情况下
,

目前试剂盒中所配置

的质控血清样品
,

实质上是相对标准
。

虽然如

此
,

由于质控血清样品与标准 品所使用的溶

液系统截然不同
,

两者在免疫反应中所处的

环境也不同
,

而质控血清样品与待检血样具

有更多的类似性
,

因此
,

采用质控血清样品作

为质控指标的重要性是显而易见的
。

作为商

品
,

应该配备合格的质控血清样品供用户使

用 ;作为用户
,

应当采取具体技术措施
,

利用

质控血清样品监测分析的质量
。

.5 3 质量管理及质量评价

放射免疫分析的实验误差通常由系统误

差与随机误差所组成
,

两类误差的成因不同
,

定量方法各异
。

许多作者匡
, ”〕先后推荐过多

种质量管理体系及质量评价建议
,

对完善管

理体系及合理评价结果起了积极作用
。

吴德

福 lz[ 〕利用多批复管计数的历 史资料建立了

样品计数误差与计数间的理论估算关系
,

并

以此作为分析随机误差的起点
,

求出反应误

差关系
,

进而推算出其他质量指标
。

值得关注的是
:

自九十年代以来
,

在正式

刊物上发表有创见性的质量控制论文不多
,

而且在涉及放射免疫分析的学术论文中引用

严格的质量控制的资料较少
。

为了促进放射

免疫分析技术的发展
,

抓好质量控制是重要

的基础性环节之一
,

应当予以必要的重视
。

6 面临的挑战及其前景

自放射免疫分析技术建立 以来的三十多

年间
,

仅从方法学角度看
,

业 已取得 了巨大的

进展
,

成为核医学及许多相关学科的重要技

术手段之一
,

促进 了医学进步
。

与此同时
,

非

放射性免疫技术也有长足进步
,

共同构成 了

在体外分析技术中的
“

百花齐放
”
局面

,

各种

体外分析技术都面临着严峻的挑战
。

近些年

来
,

酶免疫分析技术致力于改善抗原抗体系

统
、

抗原包被技术
、

降低非特异性结合等方

面
,

已使其灵敏度逐步逼近放射免疫分析技

术
,

由于它没有放射性物质的参与
,

方法又简

便易行
,

可以预见
,

它在免疫分析领域内将继

续扮演重要角色
。

化学发光免疫分析具有较

好的灵敏度
,

也不用放射性物质
,

一度认为它

具有 良好的发展前景
,

但是
,

方法学上的重现

性差
、

稳定性不好的缺点
,

在相当程度上制约

了它的发展
。

目前发展很快的是时间分辨荧

光免疫分析技术
,

这类技术的方法灵敏度与

放射免疫分析不相上下
,

特异性也强
,

标记物

稳定
,

实验周期短
,

应用范围广
,

是有发展前

途的一类新技术
,

目前制约发展的因素在于

所用的测量仪器尚需依赖进 口
,

价格很贵
,

在

国内同类仪器未 能大量供应前
,

推广 尚有暂

时困难
。

作 为放射免疫分析技术本身
,

三十多年

来
,

也在不断演变和发展
,

如同其他分析技术

一样
,

也在 吸取各方面的技术成果 用以不断

提高自身的质量与水平
,

单克隆抗体的引入
、

基因工程抗体的发展
、

生物素
一

亲和素系统的

利用
、

方法学设计的改进
、

数据处理能力的增

强
、

标记技术及放射测量技术的进步等
,

都从

不同方面给放射免疫分析技术带来生机和活
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力
。

作为自然科学技术的一般规律
,

我相信
,

在面对挑战与竞争中
,

放射免疫分析技术将

会进步得更快
、

发展得更好
,

为繁荣体外分析

技术作 出应有的贡献
。
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R IA 误差分析的理论估算系统

吴德福综述

摘 要
:

概述了 R IA 随机误差分析理论估算系统的实践
、

理论基础和有关数理统计学原理的

应用
,

以及 R IA 各项质量指标的定义
、

检测评价方法
,

同时还推导出一些重要参数的函数表达式
。

这将为 R认 质量的规范化管理提供一个必要的前提
。

关键词
:

随机误差 反应误差关系 精密度 置信限

传统的 R IA 误差分析和质量评价
,

原则

上都建立在样品实测值的基础上
。

这里包含

样品计数和浓度的实测值
。

这种评价方法的

明显缺陷是
:
R IA 常规检测样本含量小

,

复

管数一般镇 2
,

所以靠实测值统计计算得到的

误差数据极不稳定
; 另外

,

由于误差没有通用

的表达式
,

无法进入理论分析
、

函数计算
、

图

像描述等这些深层次的领域
,

从而极大地妨

碍了它在理论和实践方面的提高
。

从七十年代 中叶以来
,

专家门就致力于

创建 R I A 误差分析的理论估算系统
,

迄今这

一系统的总体结构 已经完成
。

虽然在某些特

定场合
、

某些细节上还有这样或那样的问题

须待解决
,

但从 总体上看
,

R I A 的误差分析
、

质量评价 已完全可转到理论 估算系统上 来

了
。

这标志着 R I A 方法 已逐步走上成熟的阶

段
。

建立反应误差关系函数

用多批复管计数的历史资料构成大样本

( 如含复管 2 00 对以上 )
,

统计建立样品计数

误差 S
。

与其计数
u 之间的函数关系

,

称为反

应误差关系 ( R E R )
。

它是理论估算系统的基

础和 出发点
,

全部 R IA 误差分析就在这个基

础上展开
。

国际免疫分析专家们推荐 R E R 的回归

函数模型为下述表达式 lj[
:

S三= a · : `夕 ( l )

式中
, : ` 为样品计数

,

函数的自变量
;义 为计

数方差的期望值
,

函数的应变量
, a 、

夕为回归

常数
。

当然
,

式 ( 1) 也 可转换 为计数误差 的形

式
,

即
:

S
二

= ( a
· : `夕)

’ / , ( 2 )


