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摘　要　结合基础酶联免疫吸附技术( EL ISA ) , 用分光光度法检测人血清中的巨噬细胞抑制因子 1

( M IC-1)的浓度。通过免疫反应将待测物质衍生化,生成可见光区可检测的复合物。在 450nm 波长处用分

光光度法测定该复合物的吸光度, 绘制 MIC-1 浓度-吸光度校准曲线, 方程式为 y = 2. 375- 2. 378/ ( 1+

0. 001x ) 0. 938 ( r = 0. 999)。根据样本的吸光度推算血清 MIC-1 的浓度。方法的线性范围为 15. 625—

500. 000pg/ m L。回收率为 98. 2%—101. 6% ,相对标准偏差为 1. 89%—5. 10%。
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1　引言
巨噬细胞抑制因子 1( Macrophage Inhibitory Factor -1, M IC-1) ,是转化生长因子 �超家族中的

一个分支成员
[ 1]
。在炎症、肿瘤、损伤等病理状态下, M IC-1作为一种应激反应蛋白,由脂多糖、前炎

症因子等激活巨噬细胞产生, 参与调控机体内多种细胞功能和生物过程, 发挥广泛的保护调节作

用,如: 抗器官功能损害,抗炎性反应,促进肿瘤细胞凋亡,抑制肿瘤细胞生长,营养神经元等 [ 2]。

现已发现 MIC-1与人体多种恶性肿瘤,如前列腺癌、结肠癌、直肠癌、胰腺癌、胃癌等密切相

关
[ 3— 5]

,它可作为一种独立于传统标志物的恶性肿瘤新指标,用于恶性肿瘤的防治及预后评估。此

外,相关研究还证实M IC-1也与心血管疾病相关。作为一种重要的心脏应激保护因子,它是妇女患

动脉粥样硬化等心血管事件的独立危险因素[ 6]。最新研究报道,脂肪细胞也能分泌 M IC-1, 并通过

作用于下丘脑中枢抑制食欲,减轻体重,参与人体能量平衡的调节[ 7] ,它可能还与肥胖等代谢性疾

病相关。因此,准确地检测人血清 MIC-1浓度对于恶性肿瘤、心血管疾病、代谢性疾病等的防治及

预后具有重要的临床和科研价值。

目前, 国际上检测血清 M IC-1浓度的方法主要有基础酶联免疫吸附法( ELISA)双抗体夹心

法[ 3]和放射免疫法( RIA)
[ 8]。由于RIA 法需要特殊仪器, 且存在放射危害、试剂的污染和有效期等

问题, 逐步被ELISA 法取代。而至今尚无ELISA 定量检测人血清M IC-1浓度的方法报道。本研究

将分光光度法运用于 ELISA 中,建立了准确、可靠且稳定的定量检测血清 M IC-1浓度的方法。并

将该方法运用于临床研究, 了解 2型糖尿病患者体内血清 M IC-1的水平特征。



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Mult iskan MK3酶联免疫检测仪(美国热电公司) ; Wellw ash4 MK2全自动洗板机(美国热电公

司) ; DW-50W156低温保存箱(中国海尔) ; MIR162孵育箱(日本三洋公司)。96孔( 12×8)高吸附

ELISA空白板(中国晶美试剂公司)。

PBS 缓冲液(磷酸盐缓冲液) : 由 NaCl、KCl、Na2HPO4 和 KH2PO 4按常规方法配制而成( pH7.

2—7. 4) ,并用滤孔孔径为 0. 2mm 的滤膜过滤; Buffer 洗液:取 0. 05% T ween 20与 PBS溶液配制,

调节pH至7. 2—7. 4;重组人 M IC-1粉末(标准品) ,大鼠抗 MIC-1抗体粉末(捕获抗体) ,生物素化

的羊抗 MIC-1抗体粉末(探测抗体) , Streptavidin-HRP(辣根过氧化物酶标记链霉亲和素)溶液(反

应酶, 每次使用前用稀释液按 1+ 200倍稀释) : 以上试剂均购于美国安迪公司;稀释液: 1%牛血清

白蛋白与 PBS 溶液配制(中国晶美生物试剂公司) ; 显色剂(即底物) : H2O 2与四甲基丙胺按 1+ 1

等体积配制(中国晶美生物试剂公司) ;终止液: 1mol H2SO 4溶液。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　标准品、捕获抗体和探测抗体溶液的配制

标准品溶液:取 0. 5mL 稀释液加入标准品粉末中配制成初始浓度为 100ng/ mL 标准品溶液

0. 5mL,分装后放入- 70℃冰箱中冻存。每次实验时取出分装的标准品, 待其完全冻融后,用稀释液

将其进行 2倍稀释, 配成以下 7 种不同浓度的标准品溶液用于制作校准曲线: 7. 813pg / mL、

15. 625、31. 250、62. 500、125. 000、250. 000、500. 000pg/ mL。

捕获抗体溶液: 取 1. 0mL PBS 将捕获抗体粉末配制成浓度为 360�g/ mL 的溶液,分装后放入
- 70℃冰箱中冻存。每次实验时取出分装的溶液,待其完全冻融后,用 PBS将其稀释至使用浓度为

2. 0�g / mL 的捕获抗体溶液。
探测抗体溶液:取 1. 0 mL 稀释液将探测抗体粉末配制成初始浓度为 9�g/ mL 的溶液, 分装后

放入- 70℃冰箱中冻存。每次实验时取出分装的溶液,待其完全冻融后,用稀释液将其稀释至使用

浓度为 50ng/ mL 的探测抗体溶液。

2. 2. 2　样品的采集、分离及稀释

使用真空采血管采集静脉血,经离心后分离出血清。检测前, 须用稀释液将其稀释 5倍。

2. 2. 3　固相抗体的制作

吸取捕获抗体溶液,按 100�L/孔加至 ELISA 板孔中。用封板胶将板孔密封,并放入 25℃的温

育箱中孵育 15h。取出包被后的ELISA 板,吸净溶液。用全自动洗板机将 Buffer 洗液注入孔中,连

续重复洗板 3次。洗板结束后,轻轻扣拍ELISA 板,以保证板孔中无余液残留。在每个板孔中分别

加入稀释液 300�L 封闭板孔,放入 25℃的温育箱, 1h后取出, 洗板 3次。

2. 2. 4　衍生化反应

将稀释后的血清样本及 7种不同浓度的标准品溶液分别加入板孔中, 100�L/孔。每块 ELISA

板设空白孔一个, 其中加入稀释液作为参比液。放入 25℃的温箱中孵育 2h取出,洗板3次。将探测

抗体加入,每孔 100�L,放入 25℃的温箱中孵育 2h取出, 洗板 3次。将稀释的Streptav idin-HRP 加

入每孔,放至25℃的温育箱中孵育 20min取出,洗板3次。将显色剂(即底物)加入孔中, 100�L/孔,
放入 25℃温育箱中孵育 20m in。最后, 每孔加入终止液 50�L 终止酶反应。

每次孵育检测样本时须用封板胶密封板孔防止液体蒸发。
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2. 2. 5　吸光度测定

将酶标仪波长调至 450nm,检测各孔的吸光度。以空白孔的吸光度校零。每孔均测定 2次,取

其平均值乘以血清稀释倍数即为血清样本中 MIC-1的浓度。

3　结果与讨论

图 1　M IC-1 的校准曲线

3. 1　校准曲线的绘制

用 7种不同浓度的标准品溶液(浓度分别为:

7. 813、15. 625、31. 250、62. 500、125. 000、250. 000、

500. 000pg/ mL)绘制校准曲线。标准品经衍生化反

应后在 450nm 波长下测定吸光度。取标准品 MIC-

1浓度为横坐标( x 轴) ,吸光度为纵坐标( y 轴) ,用

酶标仪的四参数 logist ic拟合程序绘制出校准曲线

(如图 1所示) ,并算出拟合方程式为: y= 2. 375-

2. 378/ ( 1+ 0. 001x )
0. 938
, 相关系数 r= 0. 999。从图

可见,该方法检测血清 MIC-1浓度的最佳浓度范围

为: 15. 625—500. 000pg / mL。

3. 2　实验条件

3. 2. 1　样本稀释倍数的选择

用稀释液将血清样本分别按照 2、3、4、5、6和7倍进行稀释, 检测其M IC-1浓度。当血清按照 5

倍稀释时,其浓度均在 15. 625—500. 000pg/ mL 范围内。

3. 2. 2　终止反应后测吸光度的时间选择

分别于终止反应后5、10、15、20、25、30min测样本吸光度一次。15min内所测吸光度值较稳定。

15m in 后所测吸光度开始明显上升(≥10% )。故终止反应后,应在 15min 内完成测定。

3. 2. 3　环境温度的控制

将一块 96孔的 ELISA 板分为两组,分别加入等量的浓度为125pg / mL 的标准品, 分别在 20℃

和 25℃室温下进行检测。样本所测值无统计学差异。

3. 2. 4　孵育设备的选择

将一块 96孔的 ELISA 板分为两组,分别加入等量的浓度为 125pg/ mL 的标准品溶液, 分别用

水浴箱和全自动电脑恒温孵育箱进行等时孵育,同时用温控器制作这两种孵育设备的升温曲线图。

结果提示两种设备孵育效果无统计学差异。

3. 3　样品测定结果

采用本方法定量检测 60名正常人、60名 2型糖尿病患者的血清 M IC-1浓度。其中, 正常人血

清 M IC-1浓度范围为 184. 45—742. 18pg / mL,中间值为 241. 33pg / mL; 2型糖尿病患者血清 M IC-

1浓度范围为 188. 90—1365. 25pg / mL,中间值为588. 05pg/ mL。统计学分析表明: 2型糖尿病患者

血清M IC-1浓度高于正常人,且具有显著的统计学意义。

3. 4　加标回收率

准确加入不同浓度的 MIC-1标准品溶液,按照上述方法进行测定,根据加入量与测定值计算

回收率,结果见表 1。
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表 1　回收率

样品序号 原有量( pg/ mL) 加入量( pg/ mL) 测定总量( pg/ mL) 测定值( pg/ mL) 回收率( % )

1 47. 051 31. 250 77. 723 30. 672 98. 2

2 87. 042 62. 500 150. 572 63. 530 101. 6

3 117. 141 125. 000 242. 613 125. 472 100. 4

4 39. 186 250. 000 286. 995 247. 809 99. 1

5 0. 000 500. 000 500. 849 500. 849 100. 2

3. 5　精密度试验

取 5个不同浓度的样品,在相同条件下重复检测 5次,计算其相对标准偏差, 结果见表 2。
表 2　方法精密度试验结果

样品序号 测定平均值(pg/ mL) RSD( n= 5, % )

1号血清 47. 05 5. 10

2号血清 61. 79 4. 27

3号血清 87. 04 2. 58

4号血清 111. 97 2. 81

5号血清 138. 85 1. 89

4　结论
建立了运用分光光度法结合 ELISA 双抗体夹心法定量检测人血清 MIC-1浓度的方法。方法

的最佳测量范围为 15. 625—500. 000pg/ mL, 回收率为 98. 0%—101. 6% , 相对标准偏差为

1. 89%—5. 10%。该方法准确可靠,稳定性好,灵敏度高。可广泛用于恶性肿瘤(如:前列腺癌、胃癌、

直肠癌、结肠癌、胰腺癌、乳腺癌等)、冠心病、糖尿病等常见病的临床筛查、治疗和预后评估,以及肿

瘤学、免疫学、心血管学、内分泌学、血液学等多学科的基础研究。

致　谢　重庆医科大学附属第一医院血液科为本课题提供了技术指导, 在此深表感谢!
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Determination of Human Serum Macrophage Inhibitory Factor-1

by Spectrophotometry

CHEN Dan　L I Qi-Fu　CHENG Qing-Feng　ZHONG Li　L IU Zhou-Jun
( Department of E nd ocrinology, the First A f f iliated H osp ital of Chong Qing M edical Univ ersit y, Chongqing 400016, P . R. China)

Abstract　Combined w ith a sandw ich enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ) , the
spectrophotometry method was applied to determine the serum concentrat ion of human serum
macrophage inhibitory factor-1 ( MIC-1) . Af ter derivatization, the compounds w hich could be

determined in visible region w ere generated. And the absorbance of them were measured by
spectrophotometry at 450nm . T hen a standard curve w as constructed, w ith a four parameter logistic

equat ion of y= 2. 375- 2. 378/ ( 1+ 0. 001x )
0. 93 8

obtained( r= 0. 999) . U lt imately, the concentration
of human serum M IC-1 were calculated by the standard curve. The best range for determinat ion w as
15. 625—500. 000pg/ mL, w ith average recovery of 98. 2%—101. 6% and RSD of 1. 89%—5. 10%.

Key words　 Sandw ich Enzyme-Linked Immunosorbentassay , Serum Macrophage Inhibitory
Factor-1, Spect rophotometry .
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