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管式磁性微粒子化学发光免疫分析法测定人尿液中的雌三醇
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摘 要 待测尿液中的雌三醇、辣根过氧化物酶标记的雌三醇与异硫氰酸荧光素( FITC) 标记的兔抗雌三

醇抗体在均相体系中发生竞争性免疫反应，再加入用羊抗 FITC 抗体包被的磁微粒，反应生成物结合在磁微粒

上，在磁场中经分离、洗涤后加发光底物，检测发光强度( RLU) ，测定尿液中雌三醇的含量。通过对检测条件

的优化，建立了磁性微粒子化学发光免疫分析法测定人尿液中雌三醇的方法，并对正常男性、女性和孕妇的尿

液中雌三醇含量进行了测定。结果表明，本方法的线性范围为 1 ～ 100 !g /L，检出限为 0． 25 !g /L，具有很高

的灵敏度; 批内相对标准偏差 ＜ 14% ; 批间相对标准偏差 ＜ 7%，具有良好的稳定性和重现性。
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1 引 言

雌三醇( Estriol，E3) 是重要的内源性雌性激素之一。人体内存在游离雌三醇和结合雌三醇，男性

及未孕女性体内的雌三醇含量很低。正常孕龄女性体内雌三醇的主要来源是雌二醇和雌酮的代谢产

物; 孕妇体内雌三醇的主要来源是婴儿和胎盘，且含量一般较高。通过检测孕妇血清或尿液中雌三醇的

含量，可以判断胎儿的发育状况。因此，快速、准确地检测血清或尿液中雌三醇的含量对于科研和临床

应用都具有重要意义。目前，检测游离雌三醇或总雌三醇的常用方法有高效液相色谱法( HPLC) ［1，2］、
液相色谱-质谱( LC-MS) 法［3］、酶联免疫分析法( ELISA) ［4］、放射免疫法( RIA) ［5 ～ 7］、时间分辨荧光免疫

分析法( TRFIA) ［8］和化学发光免疫分析法( CLIA) ［9 ～ 11］等。本实验应用化学发光免疫分析法( CLIA) 高

灵敏度和高特异性的特点，利用磁性微粒子的分离特性，快速、准确地对人体尿液中的雌三醇含量进行

了化学发光免疫检测。
雌三醇( E3) 是一种半抗原小分子，有免疫反应性。实验中采用竞争法对尿液中的雌三醇进行分

析，使待测雌三醇、辣根过氧化物酶标记的雌三醇( E3-HRP) 在均相体系中与异硫氰酸荧光素( FITC) 标

记的兔抗雌三醇抗体( FITC-E3 抗体) 发生竞争性免疫反应。再加入用羊抗 FITC 抗体包被的磁微粒，反

应生成物结合在磁微粒上，在磁场中经分离、洗涤后加发光底物，用冷光分析仪检测发光强度( RLU) ，

测定尿液中雌三醇的含量。检测原理如图 1 所示。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

Flash'n glow LB955 30 管全自动进样冷光分析仪( Berthold 公司) ; 高速离心机( Beckman 公司) ，实

验中分离温度为 4 和 25 ℃，转速 13000 r /min; 磁性分离器( 北京科美东雅生物技术有限公司定制，磁场

强度 2800 Gs) ; XW80 旋涡混合器( 上海精科实业有限公司) ; 试管 12 × 60 mm( 浙江拱东医用塑料厂) ;

磁性微粒子( 磁性分离剂，Adaltis 公司) 。
雌三醇标准品( Sigma 公司) ; 兔抗 E3 抗血清、羊抗 FITC 抗体包被的磁性微粒子( 5 g /L) 、FITC 标

记的兔抗雌三醇抗体、HRP 标记的 E3 抗原、发光底物及 PBST 洗涤液，均由北京科美东雅生物技术有限

公司提供; 其它试剂均为分析纯。标准品稀释液为 50 mmol /L PBS 缓冲溶液( pH = 7． 4，含 2． 0% BSA
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及 0. 5%水解明胶，0． 1% Proclin) 。

图 1 尿液中雌三醇的检测原理

Fig． 1 Principle of determination of estriol in human urine

2． 2 实验步骤

2． 2． 1 PBS-BSA 缓冲液、E3 标准溶液、E3-HRP 溶液、FITC-E3 抗体溶液的配制 PBS-BSA 缓冲液的

配制: 用 50 mmol /L KH2PO4-Na2HPO4 配制 PBS-BSA 缓冲溶液( pH =7． 4，含 2． 0% BSA 及 0． 5% 水解明

胶，0． 1%的 Proclin) 。E3 标准溶液的配制: 称取 E3 标准品 0． 0042 g，加 420 !L 无水乙醇溶解得 10 g /L
的 E3 溶液，取该 E3 溶液 100 mL，加 4． 9 mL 无水乙醇、5 mL 蒸馏水，配成 0． 1 g /L 的 E3 标准溶液。取

此 E3 标准液，用 PBS-BSA 缓冲液梯度稀释，配制 100，30，10，3 和 1 !g /L 的 E3 标准溶液，4 ℃保存。
E3-HRP 溶液的配制: 取 E3-HRP 溶液，以 PBS-BSA 缓冲液为梯度稀释，配制 1∶ 100，1∶ 200，1∶ 500，1
∶ 800 和 1∶ 1000(V /V ) 的 E3-HRP 溶液，4 ℃保存。FITC-E3 抗体溶液的配制: 取 FITC-E3 抗体，以 PBS-
BSA 缓冲液梯度稀释，配制1∶ 100，1∶ 200 和 1∶ 500(V /V ) 的 FITC-E3 抗体溶液，4 ℃保存。
2． 2． 2 尿样的采集和处理 采集 3 份男性尿样，3 份女性尿样，1 份 13 周孕妇尿样、1 份 17 周孕妇尿

样。处理方法: 分别取原尿 0． 5 mL 于 10 mL 具塞离心管中，加 2． 0 mL 蒸馏水，2． 5 mL 2． 0 mol /L HCl，
置沸水浴中，使结合态 E3 完全水解为游离 E3，加热 30 min 后取出，冷却至室温，用 2 mol /L Na2CO3 溶

液调至 pH≈7． 4。再用蒸馏水将溶液稀释到 7． 5 mL。原尿液被稀释了 15 倍，4 ℃保存备用。使用时与

PBS-BSA 缓冲液等体积混和。
2． 2． 3 尿液中 E3 含量的分析过程 ( 1) 取试管 28 支，分成 14 组，每组 2 支，各加入 E3-HRP 50 !L，第

一组加 PBS-BSA 缓冲液 50 !L，2 ～ 6 组加 1，3，10，30 和 100 !g /L 的 E3 标准溶液 50 !L，7 ～ 14 组加 1
～ 8 号尿样 50 !L，混匀后于每支试管中加入 FITC-E3 抗体溶液 50 !L，37 ℃水浴中加热 15 min; ( 2) 在

每支试管中加入羊抗 FITC 包被的磁微粒( 5 g /L) 50 !L ，37 ℃水浴加热 10 min; ( 3) 试管置于磁性分离

器上，磁微粒沉于试管底部，倾去溶液，试管脱离磁分离器，振摇试管，每管中加入 600 !L PBST 洗涤液，

试管再次置于磁性分离器上，磁微粒沉于试管底部，倾去溶液，如此洗涤 5 次，每次需将试管静置在磁分

离器上 3 min，使磁微粒沉降完全; ( 4) 在每支试管中加入 300 !L 发光底物( 发光底物 A 和 B 需等体积

混合) ，37 ℃水浴加热 20 min; ( 5) 擦干试管外壁的水，置于冷光分析仪中，测定 RLU，经线性拟合，进行

定量分析( 包括灵敏度、线性范围和检出限等) 。

3 结果与讨论

3． 1 分析条件的优化

3． 1． 1 E3-HRP 和 FITC-E3 抗体稀释浓度的优化 通过棋盘实验对 E3-HRP 和 FITC-E3 抗体稀释浓

度进行选择，在其它条件不变的情况下，B0 为加入 PBS-BSA 缓冲液时的 RLU，B1 和 B5 分别为加入 1 和

100 !g /L E3 标准溶液时的 RLU，实验结果见表 1。在标准品抗原存在下，B /B0 值可反映酶标抗原与抗体
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的结合率。由于本实验采用了竞争法，酶标抗原与标准品抗原竞争抗体，标准品抗原浓度越大，结合到抗

体上的酶标抗原越少，RLU 越小，B /B0 值越小; 反之则越大。为确保标准曲线上每个浓度点的结合率之间

有足够的落差，保证检测的灵敏度和准确度，曲线上最小剂量点的 B1 /B0 ＞ 80%和最大剂量点的 B5 /B0 ＜
20%，较为适宜。从结果分析，选择 FITC-E3 抗体( 1∶ 100) 和 E3-HRP( 1∶ 500) 较为合适。

表 1 棋盘滴定实验
Table 1 Chessboard titration

FITC-E3 抗体稀释度
Dilution of FITC-anti-estriol

antibody

E3-HRP 稀释度
Dilution of horsradish

peroxidase ( HRP) -estriol

发光强度 Luminescence intensity ( RLU)

B0 B1 B5
B1 /B0
( % )

B5 /B0
( % )

1∶ 100
1∶ 100 961864 899407 469723 94 49
1∶ 200 797578 817439 235616 102 29
1∶ 500 630539 535050 103891 85 16

1∶ 200
1∶ 100 297176 290196 157834 97 53
1∶ 200 229916 194253 93931 85 40
1∶ 500 134032 114406 45268 85 34

1∶ 500
1∶ 100 133132 110077 98056 83 74
1∶ 200 81305 76874 49765 95 61
1∶ 500 53352 45352 16007 85 30

B0 : RLU of PBS-BSA; B1 : RLU of 1 !g /L E3 ; B5 : RLU of 100 !g /L E3 ．

3． 1． 2 磁微粒加入量的优化 50 !L FITC-E3 抗体( 1∶ 100) 和 50 !L E3-HRP( 1∶ 500) 发生免疫反应

图 2 磁微粒的量对发光强度的影响

Fig． 2 Effect of amount of magnetic particles on lumines-
cence intensity

后，加入不同量的磁微粒时，B0 值不同，加入量与

RLU 的关系见图 2，E3 测定实验中加入量为 50 !L。
3． 1． 3 温育时间的优化 温育温度为 37 ℃ 时，

FITC-E3 抗体与 E3-HRP 在发生免疫反应时，由于反

应在均 相 体 系 中 进 行，反 应 很 快 达 到 平 衡。温 育

15 min 后，RLU 接近最大值，温育时间与 RLU 的关

系见图 3a，E3 测定实验中温育时间选择为 15 min。
羊抗 FITC 抗体包被的磁微粒与 FITC-E3 抗体抗原

结合物发生免疫反应时，由于反应在近于均相的体

系中进行，反应很快达平衡。温育时间与 RLU 的关

系见图 3b。E3 测定实验中温育时间为 10 min 即可。
加入发光底物后，平台期维持时间很长，温育时间与

RLU 的关系见图 3c，E3 测定实验中温育时间为 20 min。

图 3 温育反应时间对发光强度的影响

Fig． 3 Effect of reaction time on luminescence intensity
Incubation on addition: ( a) FITC-E3 antibody; ( b) goat anti-FITC antibody coated magnetic micropartide; ( c) luminescence

substrate．

3． 1． 4 影响发光强度和测定结果的其它因素 免疫反应、化学发光反应的温度对 RLU 有影响，37 ℃
温浴能缩短反应达平衡的时间。洗涤磁微粒时，洗涤次数、洗涤剂用量和磁微粒沉降时间对测定结果有
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影响，洗涤 5 次，洗涤剂用量 600 !L，磁微粒沉降时间 3 min。空白实验表明，空白值低，测定值的精密度

好。
3． 2 方法的分析特性

3． 2． 1 标准曲线 在最佳反应条件下，E3 标准品浓度分别为 0，1，3，10，30 和 100 !g /L，以 logY 对

logX 作图，线 性 回 归 方 程 为 logY = 1． 5029logX － 1． 6849，线 性 相 关 系 数 r = 0． 9975，线 性 范 围 为

1 ～ 100 !g /L，可用于准确定量分析。实验中用了与仪器相配的软件计算。该线性方程采用的是 logY －
logX 的线性回归数学模型，其线性方程表达式为: logY = a + b logX。其中，X 为标准品( 或待测样品) 浓

度，logit( Y) = ln( Y'
1 － Y' ) ，Y' = B － NSB

B0 － NSB ，式中，B 为标准品( 或待测样品) 的 RLU，B0 为不加标准品

( 或待测样品) 的 RLU，NSB 为不加抗体时的 RLU，很低，可忽略，Y' ≈ B /B0 。
3． 2． 2 检出限 E3 标准品浓度为 0 !g /L 时，平行测定 10 管的 RLU，计算平均值及其标准偏差( SD) ，

发光平均值减去两倍标准偏差后的值代入线性方程，所得浓度即为方法的检出限，本方法的检出限为

0. 25 !g /L。
3． 2． 3 回收率 在测定样品中加入已知量的被测物质，测定其含量，并与已知量相比较，其结果用回收

率表示。分别向稀释 60 倍的 13 周孕妇尿样中加入 E3，使样品中增加的 E3 浓度为5． 0，25． 0 和50 !g /L，

然后用本方法对加标样品和稀释 60 倍的 13 周孕妇尿样中的 E3 含量进行测定。重复实验 3 次，计算得

到

表 2 化学发光检测 E3 的精密度
Table 2 Precision of estriol determination by chemiluminescence immu-
noassay

样品
Urine sample

批内 Inter-assay
1 2

批间 Intra-assay
1 2

平行管数
Times of replicate determination

( n)
10 10 30 30

测得 E3 浓度
Found of estriol concentration

( !g /L)
18． 08 30． 02 18． 52 29． 84

相对标准偏差
RSD ( % ) 14 12 5． 9 6． 7

平均回收率分别为 98%，103%和 105%。
3． 2． 4 精密度 对稀释 60 倍的 13 周孕

妇尿样和稀释 240 倍的 18 周孕妇尿样进

行分析，每次每个样品做 10 管平行，连续

测定 3 次，分别计算批内变异和批间变

异。如表 2 所示，批内相对标准偏差小于

14%，批间相对标准偏差均 ＜ 7%。
3． 3 尿液中 E3 的测定

用 PBS-BSA 缓冲液倍比稀释经处理

的 13 周孕妇尿样，得到稀释度 分 别 为

1 /2，

1 /4 和 1 /8 的样品。用本方法测定 E3 含量，稀释度作为 X 轴，样品 E3 含量测值为 Y 轴，作图。得到拟

合直线方程: Y = 92． 3428X + 0. 3300; 线性相关系数: r = 0． 9993。
对随机选取的 3 份男性尿样，3 份女性尿样和 2 份孕期在 13 ～ 18 周的孕妇尿样进行了测定，测定

结果列于表 3。孕妇尿样的 E3 含量高于非孕女性和男性，孕期 18 周的孕妇尿样的 E3 含量高于孕期

13 周，说明本方法具有很好的临床应用前景。

表 3 尿液中 E3 测量结果
Table 3 Measured results of estriol in urine

来源
Urine sample

检测值
Found

( !g /L)

稀释倍数( 倍)
Dilution time

浓度
Concentration

( !g /L)

来源
Urine sample

检测值
Found

( !g /L)

稀释倍数( 倍)
Dilution time

浓度
Concentration

( !g /L)

女性 Women 3． 93 30 117． 9 男性 Men 3． 66 30 110
女性 Women 4． 48 30 134． 4 男性 Men 3． 71 30 111

女性 Women 4． 08 30 122． 4 孕尿 Pregnancy
( 13 weeks) 18． 54 60 1112

男性 Men 3． 58 30 107． 4 孕尿 Pregnancy
( 18 weeks) 29． 09 240 6982
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Magnetic Microparticle Chemiluminescence Immunoassay
Method for Determination of Estriol in Human Urine
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Abstract A magnetic microparticle chemiluminescence immunoassay method was developed for the determi-
nation of estriol in human urine． The sample of estriol and horseradish peroxidase ( HRP) labeled estriol with
fluorescein isothiocyanate ( FITC) labeled rabbit anti-estriol antibodies were mixed in homogeneous system．
The reaction product in homogeneous system can be combined onto the goat anti-FITC antibody-coated magnet-
ic particles． After the magnetic field separation of bond and free，the light-emitting substrate was added to
magnetic particles． Under the optimization conditions，this methods can be used to detect estriol in a linear
range of 1 － 100 !g /L，detection limit of 0． 25 !g /L，relative standard deviation less than 14% and between-
relative standard deviation less than 7% ． The method has been applied for the determination of estriol in real
samples，and the results are satisfactory．
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