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人 C-反应蛋白磁微粒化学发光酶免疫测定法
的建立
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摘 要:人 C-反应蛋白(C-reactive protein, CRP)是炎症以及各种相关疾病如病毒感染、心血管疾病等诊断、治
疗和预后的临床检测指标。为了建立一种快速、准确的 CRP定量免疫测定方法,将表达纯化的重组 CRP作为
抗原免疫小鼠,获得了 5株稳定分泌抗体的单克隆抗体细胞株,采用双抗体夹心酶联免疫吸附测定法(double
antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay, DAS-ELISA)初步鉴定筛选的抗人 CRP单克隆抗体,并
分别选择 mAb 9D6和 mAb 9G4作为捕获抗体与检测抗体,建立用于人 CRP检测的化学发光酶免疫测定法
(chemiluminescence enzyme immunoassay, CLEIA), 最后通过测定分析临床血清 CRP 样本, 评价 CLEIA 的性
能。结果显示,基于 9D6/9G4-AP单克隆抗体对的 CLEIA测定范围为 0.176 7~500 滋g/L (可扩展至 100 mg/L);
所建立的 CLEIA与医院采用的免疫散射比浊法(R2: 0.949 6, P<0.000 1)表现出良好的相关性,且 Bland-Altman
分析中 96.36% (106/110)的点在 95%一致性界限范围内显示两种检测方法具有较好的一致性。结果初步表明,
建立的分析方法在临床诊断中具有较好的应用前景。
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Abstract: Human C-reactive protein (CRP) is an excellent clinical biomarker for the diagnosis, treatment and
prognosis of inflammation and various related diseases such as viral infections and cardiovascular diseases.
Herein, the expressed recombinant CRP as an antigen was used to immunize mice for establishing a rapid
and accurate quantitative immunoassay for CRP. Five hybridoma cell lines for stable monoclonal antibody
production were obtained. The developed monoclonal antibodies (mAbs) screened against human CRP were
initially identified by a double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA), and
then mAb 9D6 and mAb 9G4 were selected as the capture and detection antibodies, respectively, to estab-
lish the magnetic particle-based chemiluminescence enzyme immunoassay (CLEIA) for detection of CRP. Fi-
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炎症是机体防御机制的一部分, 是机体对不
同有害刺激物(如病原体、刺激性物质或坏死组织
等)的非特异性免疫反应, 可分为感染性炎症和非
感染性炎症。炎症的诊断、治疗和预后与生物标志

物的检测密切有关[1]。C-反应蛋白(C-reactive pro-
tein, CRP)一直被广泛研究并作为炎症筛查及各
种相关疾病(如病毒感染、心血管疾病、败血症等)
的早期临床诊断指标[2-3]。近期研究也表明, CRP
是与 2019 冠状病毒病(coronavirus disease 2019,
COVID-19)发展相关的关键生物标志物[4]。CRP是
由 5个相同的单体亚基组成的血浆蛋白, 主要以
五聚体(23 kD)形式存在于血液循环中[5-6]。目前,
相关研究已在特定炎症微环境中观察到五聚体

CRP向单体 CRP的转化[7-8], 并描述了五聚体和单
体 CRP的促炎亚型[9]。炎症刺激下 CRP主要在肝
脏中合成[10], 通过血流到达炎症反应区域后, CRP
分解成在炎症反应中起直接作用的单体。

正常人血浆中的 CRP水平低于 10 mg/L, 病
毒感染时在 10~40 mg/L之间, 活动性炎症和细菌
感染时在 40~200 mg/L, 在创伤等严重组织损伤
的 24~72 h内, CRP血浆水平会升高到 500 mg/L
以上, 然而, 当机体未处于应急状态后, CRP值在
18~20 h内可迅速下降, 接近 CRP的半衰期[10]。低
于 5 mg/L的慢性低水平 CRP (超敏 CRP)也被证
明在冠心病、急性心肌梗死和缺血性中风的发展

中起着重要作用, 血清 CRP浓度升高是心脑血管
疾病的危险信号[11-12]。在胰腺炎、脑膜炎、阑尾炎
和肺炎等感染性疾病中, CRP也可以作为病情严
重程度和疾病预后判断的预测因子[13]。此外, 对于
COVID-19患者, CRP水平可以提供有关COVID-
19感染的严重程度或关键趋势信息, 并有助于及
时预测疾病恶化的风险, 对患者进行分流。相关
研究显示, CRP水平较高(逸26.9 mg/L)的 COVID-

19感染者发展为重症的风险显著升高[14-16]。因不
同疾病对应的 CRP检测范围不同, 各病情严重程
度和疾病预后判断也有相应的区别, 所以开发快
速、灵敏度高及线性检测范围广的 CRP检测方法
具有很高的临床应用价值。

目前, 临床免疫化学实验室常规 CRP检测技
术主要有酶联免疫吸附测定(enzyme-linked immu-
nosorbent assay, ELISA)、免疫比浊法和免疫荧光法
等 [17-19], 但它们存在操作复杂、成本高、耗时长等
问题, 因此需要开发更加完善的方法对 CRP进行
定量检测。本研究旨在开发具有自主知识产权的

抗 CRP的高特异性、高亲和性单克隆抗体, 并建
立快速、低成本的磁微粒化学发光酶免疫测定法

(chemiluminescence enzyme immunoassay, CLEIA)。
将 CLEIA测定的血清 CRP值与医院临床免疫散
射比浊法的检测值进行比较, 结果显示两种方法
具有较好的相关性和一致性, 表明本研究建立的
CLEIA在临床诊断中具有良好的应用前景。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物和细胞株

BALB/c小鼠购自湖南斯莱克景达实验动物
有限公司; E. coli Top 10F’、Rosetta-gami B (DE3)
菌株、SP2/0骨髓瘤细胞系由本实验室保存。
1.1.2 血清样本和伦理审批

血清样本取自湖南省人民医院(湖南师范大学
第一附属医院), 冷冻保存备用。所有动物实验均
获得湖南师范大学伦理委员会批准。

1.1.3 主要试剂

天然 CRP 和辣根过氧化物酶 (horseradish
peroxidase, HRP)-羊抗鼠二抗由厦门大学夏宁邵
教授惠赠; CRP-pMD 18T质粒(Cat: HG11250-M)

nally, the analytical performance of the established CLEIA was evaluated by measuring CRP in clinical serum
samples. The results showed that CLEIA based on the monoclonal antibody pair of 9D6/9G4-AP was charac-
terized by the measurement interval from 0.176 7 滋g/L to 500 滋g/L (extended to 100 mg/L), and had an excel-
lent correlation with the immune scattering turbidimetry commonly used in hospitals (R2: 0.949 6, P<0.000 1).
In the Bland-Altman analysis, 96.36% (106/110) of the points were within the consistency limit of 95%, in-
dicating that the two detection methods had good consistency. These results preliminarily showed that the
developed analytical method may have a good application prospect in clinical diagnosis.
Key words: C-reactive protein (CRP); monoclonal antibody (mAb); double antibody sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (DAS-ELISA); chemiluminescence enzyme immunoassay (CLEIA)

（Life Science Research，2024，28（2）：135-142）
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购自北京义翘神州科技股份有限公司; 质粒pCold
(SUMO)由本实验室保存; 限制性内切酶 BamH玉
和 Xho玉源自日本 Takara公司; RPMI 1640培养
基和 DMEM基础培养基购自美国 Gibco公司; 次
黄嘌呤-氨基蝶呤-胸苷培养基(hypoxanthine-ami-
nopterin-thymidine medium, HAT)、次黄嘌呤和胸
苷培养基(hypoxanthine-thymidine medium, HT)、完
全和不完全弗氏佐剂、聚乙二醇(PEG 1500)购自
美国 Sigma公司; Protein A/G亲和色谱柱、抗 His-
tag 鼠单克隆抗体、BCA蛋白质检测试剂盒、Ni-
TED亲和层析柱购自生工生物工程(上海)股份有
限公司; 分子生物级或更高级别的化学用品购自
生工生物工程(上海)股份有限公司。
1.2 CRP的原核表达及蛋白质纯化
以购买的重组质粒 CRP-pMD 18T 为模板 ,

PCR扩增 CRP编码序列。构建重组表达质粒 CRP-
pCold(SUMO), 并转至大肠杆菌 Rosetta-gami B
(DE3)进行 CRP的重组表达。CRP目的基因引物
为: Fp, 5忆-CGGGATCCATGGAGAAGCTGTTGTG-
TTTCTTGG-3忆 ; Rp, 5忆-CCGCTCGAGAGGGCCA-
CAGCTGGGG-3忆。
将经异丙基硫代-茁-D-半乳糖苷(isopropy原

lthio-茁-D-galactoside, IPTG)诱导表达重组蛋白后
的菌液超声裂解, 用包涵体洗涤液(300 mmol/L
NaCl、20 mmol/L Tris-HCl、13 mmol/L EDTA, pH
8.0) 进行蛋白质包涵体纯化, 在变性条件下采用
Ni-TED 亲和层析柱纯化重组蛋白(25 mmol/L、
50 mmol/L、75 mmol/L、100 mmol/L、200 mmol/L咪
唑梯度洗脱)。用 PBS缓冲液(pH 7.4)透析以去除
咪唑, 随后收集样品进行十二烷基硫酸钠-聚丙
烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecylsulfate-polyacryla-
mide gel electrophoresis, SDS-PAGE)鉴定。
1.3 免疫印迹分析

将纯化的重组 CRP或天然 CRP 进行 SDS-
PAGE后电转移到聚偏氟乙烯[poly(vinylidene fluo-
ride), PVDF]膜上(200 mA, 1 h), 用含 5%脱脂奶的
TN缓冲液(150 mmol/L NaCl、50 mmol/L Tris-HCl,
pH 7.5)室温封闭 2 h; 用 TBST缓冲液(150 mmol/L
NaCl、10 mmol/L Tris-HCl、20% Tween 20, pH 7.5)
洗膜 3次, 每次 10 min, 随后加入一抗抗 His-tag
鼠单克隆抗体(1︰2 000), 室温孵育 2 h; 洗膜, 加
入二抗 HRP-羊抗鼠(1︰5 000), 室温反应 2 h; 再
次洗膜, 并用 3,3忆-二氨基联苯胺(3,3忆-diamino-
benzidine, DAB)底物显色液进行显色。

1.4 抗 CRP单克隆抗体的制备和鉴定
将纯化后的重组 CRP与弗氏佐剂充分乳化

后, 采用皮下多点注射的方法取 4只 4~6 周龄
BALB/c雌鼠进行免疫, 每两周进行 1次免疫, 共
免疫 4次, 剂量为 150 滋g/只。对达到免疫效价的
小鼠, 在细胞融合前 3 d对脾脏进行加强免疫, 剂
量为 50 滋g/只。将 RPMI 1640培养基中培养的生
长状态良好的 SP2/0骨髓瘤细胞与免疫小鼠的脾
脏细胞用 DMEM培养基混匀, 以 PEG 1500进行
融合后在 HAT/HT-DMEM培养基中培养, 用有限
稀释法进行 4次亚克隆后, 得到能稳定分泌特异
性抗 CRP单克隆抗体的细胞株。
在接种杂交瘤细胞 1~2周前,取 6周龄以上的

BALB/c小鼠用 0.5 mL石蜡进行腹腔注射, 诱导
小鼠产生无菌性腹膜炎后, 接种密度为 1伊106 L-1

的杂交瘤细胞。7~12 d后, 消毒腹部皮肤并用注
射器抽取腹水, 离心取腹水上清, 采用辛酸-硫酸
铵法和 Protein A/G亲和层析纯化单克隆抗体。以
天然 CRP (1 mg/L)为抗原, 通过蛋白质免疫印迹
法对筛选的单克隆抗体的特异性进行鉴定。

1.5 ELISA法检测单克隆抗体的性能
将纯化后的重组 CRP用 1伊 CB缓冲液稀释

至 1 mg/L, 包被 ELISA板, 4 益孵育过夜。洗板后
加入 ED (0.25% casein)封闭液, 37 益放置 2 h。洗
板 5次,加入 5株纯化的单克隆抗体为一抗, 37 益
孵育 30 min。洗板 5次, 加入 1︰5 000 稀释的
HRP-羊抗鼠二抗, 37 益孵育 30 min。洗板 5次,
加入 3,3忆,5,5忆-四甲基联苯(3,3忆,5,5忆-tetramethyl原
biphenyl, TMB)底物显色液, 37 益反应 10 min后
加终止液, 450 nm/630 nm 双波长处检测吸光度
值(OD值)。
1.6 单克隆抗体的辣根过氧化物酶标记

将纯化的单克隆抗体 4 益搅拌透析 6 h。将冻
存的 HRP平衡至室温; 取 HRP和 NaIO4 分别加
水溶解, 再将 NaIO4 溶液缓慢加入 HRP溶液中,
溶液由棕色转变成绿色, 而后置于 4 益避光活化
30 min;加入乙二醇,室温避光终止 30 min,至溶液
由绿色变为棕色。将活化的 HRP加入透析的抗体
中, 4 益避光透析 2 h。配制 20 g/L的 NaBH4溶液,
取 1/10体积的 NaBH4溶液加至 HRP与抗体的混
合液中, 4 益放置 2 h,每隔 30 min混匀 1次。用等
体积的饱和硫酸铵沉淀 HRP标记抗体, 离心后沥
干。沉淀蛋白质经 50%甘油溶解后保存于-20 益。
用间接 ELISA法检测 HRP标记抗体的活性。
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1.7 双抗体夹心 ELISA法检测单克隆抗体的配对
以 10 mg/L的捕获抗体进行包被, 37 益孵育

2 h或 4 益过夜。洗板 5次后加 ED封闭液, 37 益
放置 2 h。洗板 5次, 加入重组 CRP, 于 37 益放置
2 h。洗板 5次后, 用 ED封闭液按 1︰5 000稀释
HRP标记抗 CRP单克隆抗体, 37 益孵育 30 min。
洗板后加入 TMB 底物显色液 , 37 益避光显色
10 min, 随后用终止液终止反应, 并在酶标仪上于
450 nm/630 nm双波长处, 检测各孔 OD值。
1.8 磁珠包被抗体和碱性磷酸酶标记抗体

取 1 mL磁珠悬浮液至 EP管中, 置于磁力架
上 2~3 min, 小心取出上清液; 加入 900 滋L的结
合缓冲液(0.1 mol/L硼酸盐缓冲液, pH 9.5)并涡旋
混匀; 加入 100 滋g的抗体, 涡旋混匀; 加入 50 滋L
的催化溶液(3.0 mol/L硫酸铵、0.1 mol/L硼酸盐缓
冲液, pH 9.8), 37 益旋转反应 18 h。在 10 益以下
加入 10 滋L的封闭液(10%牛血清白蛋白), 37 益反
应 6 h, 在磁力架上放置 2~3 min后, 小心吸去上
清; 加入适量的 TBST洗涤缓冲液并涡旋磁珠, 重
复洗涤 3次; 用 PBS缓冲液(pH 7.2)悬浮磁珠, 储
存于 2~8 益。
用 PBS缓冲液(pH 7.4)溶解碱性磷酸酶(alka-

line phosphatase, AP), 离心去除不溶性沉淀, 加入
1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(EDC)和 N-
羟基磺基琥珀酰亚胺(Sulfo-NHS)溶液(均用 MES
缓冲液配置, pH 4.5), 活化 1 h; 加入抗体(PBS缓
冲液配置, pH 4.5), 离心两次, 再加入 PBS缓冲液
(pH 7.4), 活化 3 h; 加入 1%牛血清白蛋白(PBS缓
冲液配置, pH 7.4), 用 PBS缓冲液(pH 7.4)洗涤两
次后离心取沉淀; 最后用 PBS缓冲液(pH 7.4)悬浮
沉淀, 并加入等体积的甘油, -20 益保存。
1.9 配对抗体对 9D6/9G4-AP的 CLEIA法的建
立

基于 HRP标记的双抗体夹心 ELISA法检测
结果, 用磁珠标记单克隆抗体 9D6, 同时用 AP标
记单克隆抗体 9G4, 建立人 CRP CLEIA法, 并对
磁微粒抗体 (100 mg/L 和 200 mg/L)和 AP 抗体
(1︰1 000和 1︰2 000稀释)的工作浓度进行优化。
将 MY-C反应蛋白(德国西门子公司)检测试剂盒
(免疫散射比浊法; REF OQIY21, Lot No. 167501)中
的标准品用作校准物, 并用稀释缓冲液稀释至 3
个梯度质量浓度(S1: 0, S2: 62.5 滋g/L, S3: 125 滋g/L),
标准品的浓度由试剂盒指定。然后, 在 RangeCL-
1200i化学发光免疫分析仪(湖南远璟生物技术有

限公司)上进行校准。将 30 滋L样品、50 滋L磁珠包
被抗体加入反应管中, 孵育 5 min后进行洗涤; 再
加入 50 滋L AP标记的抗体,孵育 5 min后洗涤;最
后加入 200 滋L化学发光底物溶液(Lot No. 20210615,
湖南远璟生物技术有限公司), 并在 10 s内读取总
相对发光单位(relative light unit, RLU)。Logistic四
参数拟合由免疫分析仪自带软件根据 CRP标准
品的浓度和获得的 RLU读数的相应平均值实施。
1.10 临床血清样本 CRP的测定

采用 9D6/9G4-AP 抗体对检测于 2022 年 5
月至 2023年 2月收集的 110例门诊和住院患者
临床血清样本的 CRP, 其中正常人血清 10例, 年
龄为 18~65岁。以 MY-C反应蛋白(德国西门子公
司)检测试剂盒提供的标准品绘制标准曲线, 计算
检测值, 再与湖南省人民医院免疫散射比浊法检
测的临床值进行比较, 评价配对抗体的实际应用
价值。向反应管中加入标准品、临床血清样本以及

浓度为 100 mg/L的 9D6磁珠包被抗体,孵育 5 min
后进行清洗;加入 50 滋L的 1︰1 000稀释的9G4-
AP抗体, 孵育 5 min后洗涤; 加入化学发光底物,
读取 10 s内的 RLU, 对检测值与医院临床值的相
关性进行分析。

1.11 统计学分析

应用 SPSS 22.0软件进行统计分析。两种检
测方法测量结果的一致性界限采用 Bland-Altman
进行分析, 用两种方法测定结果的差值的均数 d
估计偏倚, d的变异情况则用差值的标准差 sd 来
描述。如果绝大多数差值位于 95%的一致性界限
内, 则可以认为这两种方法具有较好的一致性。
采用线性回归分析两种检测方法之间的相关性。

2 结果与分析

2.1 CRP重组蛋白的表达纯化与鉴定
将构建成功的重组质粒 CRP-pCold(SUMO)

转化至 Rosetta-gami B (DE3)表达菌株中进行重
组表达。重组蛋白约为 45 kD, 分子质量大小与预
期相符(图 1), 其主要表达在包涵体。经包涵体洗
涤、Ni-TED亲和层析纯化后, SDS-PAGE (图 1A)
和 Western-blot (图 1B)的鉴定结果显示: 纯化后
的重组 CRP有较好的免疫反应性, 且纯度满足下
一步实验的要求。

2.2 抗 CRP单克隆抗体的制备及鉴定
将纯化的重组 CRP免疫 BALB/c小鼠, 通过

细胞融合、ELISA检测和 4次亚克隆化, 最终筛选
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图 1 重组 CRP的原核表达、纯化与鉴定
(A) 重组 CRP的纯化。M: 蛋白质分子量标准, 1: 溶解于 8
mol/L尿素缓冲液的重组蛋白, 2~6: Ni-TED亲和层析纯化
蛋白质; (B) 重组 CRP的免疫反应性鉴定。M: 蛋白质分子
量标准, 1: Ni-TED亲和层析纯化的蛋白质。
Fig.1 Prokaryotic expression, purification and identifi原
cation of recombinant CRP
(A) Purification of recombinant CRP. M: Protein molecular
weight marker. 1: Recombinant protein dissolved in 8 mol/L
urea buffer. 2~6: Protein purified with Ni-TED affinity chro-
matography; (B) The immunoreactivity identification of recom-
binant CRP. M: Protein molecular weight marker. 1: Protein
purified with Ni-TED affinity chromatography.
获得 5株稳定分泌抗 CRP单克隆抗体的杂交瘤
细胞株。收集注射杂交瘤细胞的小鼠腹水, 采用
辛酸-饱和硫酸铵沉淀和 Protein A/G亲和层析对
其进行纯化。以天然 CRP为抗原、纯化后的单克
隆抗体为一抗(1︰2 000), 采用Western-blot鉴定
抗体特异性, 结果显示: 5株单克隆抗体在 23 kD
附近均有特异性条带(图 2), 说明它们均能特异性
地识别天然 CRP。
用间接 ELISA法检测单克隆抗体的性能。首

先, 以 5株纯化的单克隆抗体(1 滋g/L)为一抗, 抗
IgG1、IgG2a、IgG2b、IgG3、IgM 的抗体为二抗 , 鉴
定筛选的单克隆抗体的亚型。结果如图 3A所示,
2C6、9D6、9G4 和 1F11 这 4 株单克隆抗体均为

IgG1亚型, 单克隆抗体 9B6为 IgG2a亚型。然后,
以纯化的 5株单克隆抗体(1 滋g/L)为一抗, 从 1︰
80开始进行倍比稀释, 稀释 5个梯度, 以 PBS缓
冲液(pH 7.4)为空白对照, 对单克隆抗体结合抗原
的灵敏度进行测定, 当抗原抗体特异结合达到饱
和时, 对应的 50% OD值表示灵敏度。如图 3B所
示, 5株单克隆抗体均对重组 CRP检测具有良好
的敏感性, 且 5株单克隆抗体的抗原结合灵敏度
为 9G4>2C6>1F11>9B6>9D6。
2.3 单克隆抗体配对

采用双抗体夹心 ELISA法对单克隆抗体进
行配对筛选。未标记的抗体为捕获抗体, HRP标
记的抗体为酶标二抗。结果如图 4A所示, 筛选得
到 2 对灵敏度较好的抗体对 , 分别为 9D6 与
1F11-HRP、9D6与 9G4-HRP。对 2对抗体对的灵
敏度进行比较, 用 PBS缓冲液(pH 7.4)将 CRP重
组蛋白稀释至 1.95 滋g/L、7.81 滋g/L、31.25 滋g/L、
125 滋g/L、500 滋g/L 5个质量浓度, 以 PBS作为空
白对照。结果显示, 9D6/9G4-HRP的检测灵敏度
优于 9D6/1F11-HRP (图 4B)。这些结果也表明, 所
开发的抗 CRP单克隆抗体在检测 CRP时具有良
好的敏感性和特异性,具有检测血清 CRP的潜力。
2.4 配对抗体对 9D6/9G4-AP CLEIA法的建立
从图 5A可知, 当磁微粒抗体 9D6的质量浓

度为 100 mg/L、9G4-AP抗体的稀释度为 1︰1 000
时, 建立的人 CRP CLEIA 法具有可接受的灵敏
度, 可用于进一步的性能评估。
用检测限(limit of detection, LoD)评价检测方

法的灵敏度, 将 LoD定义为平均 RLU加 3个标
准差(standard deviation, SD) (n=20)换算的浓度。
如图 5B所示, 本研究建立的 CLEIA法的 LoD为

图 2 单克隆抗体的免疫反应性鉴定
M: 蛋白质分子量标准。
Fig.2 Immunoreactivity identification of monoclonal antibodies
M: Protein molecular weight marker.
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图 4 双抗体夹心 ELISA法筛选单克隆抗体对(n=3)
(A) 5株单克隆抗体的配对; (B) 2对单克隆抗体对重组 CRP检测效果的比较。
Fig.4 Screening of monoclonal antibody pairs using DAS-ELISA (n=3)
(A) Pairing of five monoclonal antibodies; (B) Comparison of the effectiveness of recombinant CRP detection with two monoclonal
antibody pairs.

图 3 抗 CRP单克隆抗体的评价(n=3)
(A) 间接 ELISA法检测抗体亚型; (B) 间接 ELISA法测定制备的单克隆抗体结合抗原的灵敏度。
Fig.3 Evaluation of the prepared anti-CRP monoclonal antibodies (n=3)
(A) Determination of the antibody subtypes by indirect ELISA; (B) Determination of the sensitivity of the prepared monoclonal
antibodies binding to the antigen by indirect ELISA.

0.176 7 滋g/L。
将 100 mg/L的 CRP标准品稀释到 1~500 滋g/L

的 6个梯度质量浓度, 并用 CLEIA法进行检测。
如图 5C所示, 所建立的测定方法在检测中表现

出良好的检测线性(R2=0.997 7)。
根据变异系数(coefficient of variation, CV)评估

CLEIA法的精密度。对 1 滋g/L、10 滋g/L、25 滋g/L 3
个质量浓度的 CRP标准品进行检测, 每个质量浓

图 5 单克隆抗体对在 CLEIA法中的检测性能(n=3)
(A) 9D6/9G4-AP对 CRP标准品的检测效果; (B) 20次空白试验检测的 RLU; (C) 建立的 CLEIA法的线性分析, CRP标准
品的梯度稀释质量浓度分别为 1 滋g/L、10 滋g/L、25 滋g/L、50 滋g/L、125 滋g/L和 500 滋g/L。
Fig.5 Detection performances of monoclonal antibody pairs in CLEIA (n=3)
(A) The effectiveness of CRP calibrator detection with 9D6/9G4-AP; (B) The RLUs obtained in 20 blank tests; (C) Linearity ana-
lysis of the proposed CLEIA. The CRP calibrator was diluted at concentrations of 1 滋g/L, 10 滋g/L, 25 滋g/L, 50 滋g/L, 125 滋g/L
and 500 滋g/L, respectively.
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度每天测量 3次,持续 3 d。如图 6所示, CRP测量
的精密度 CV低于 10%,说明本研究建立的CLEIA
分析方法对线性范围内 CRP的检测精密度较高,
重复性较好。

2.5 CLEIA法对临床血清样本CRP的测定
将本研究中建立的 CLEIA法的检测值与湖

南省人民医院免疫散射比浊法检测的临床值进行

比较, 结果如图 7A所示: 两种方法在 0~100 mg/L
范围内测定血清 CRP的相关性显著(R2=0.949 6,
P<0.000 1), 表明该检测方法在临床诊断中具有良
好的应用前景。

从 Bland-Altman图(图 7B)中可以看出, 110
例配对数据差值的均数 d=-0.189 3 mg, 差值的
标准差 sd=4.121 0 mg, 说明 95%一致性界限为
(-0.189 3依1.960 0伊4.121 0) mg, 即(-8.266 5 mg,
7.887 9 mg)。分析结果显示: 3.64% (4/110)的点在
95%一致性界限以外, 96.36% (106/110)的点在一
致性界限范围内, 界限外的点对应的 4个样本值
均在 40 mg以上。此外, 本研究提出的 CLEIA法
与医院免疫散射比浊法相比, 差值的绝对值最大
为 21.47 mg, 即两种方法测量结果最多相差
21.47 mg (图 7B中最下面的点)。因此, 本研究建
立的 CLEIA 法与医院免疫散射比浊法具有较好
的一致性(应用于炎症和相关疾病诊断的 CRP临

床参考值为 3 mg/L)。
3 讨论

CRP作为最著名的急性期蛋白质, 是炎症过
程可靠的标志物之一, 并且伴随着任何类型的炎
症显著增加[20]。CRP被认为是许多疾病(包括心血
管疾病)的通用生物标志物, 是感染或炎症状况的
早期指标[21],也是相关癌症的独立预后指标以及精
神疾病的生物标志物[22-23]。CRP可以弥补病情观
察时白细胞计数和中性粒细胞计数的不足,因此可
作为细菌感染或病毒感染的鉴别诊断指标之一,
也可作为抗菌治疗效果和术后感染控制的监测指

标[24]。现阶段, 国内 CRP检测的主要技术和关键
原材料基本完全依赖进口。建立具有自主知识产权

的抗 CRP单克隆抗体生产技术和 CRP快速定量
检测技术是目前我国炎症诊断试剂的发展方向。

单克隆抗体的质量对建立高灵敏度、高特异

性的检测方法至关重要。本研究表达的重组 CRP
具有良好的抗原性和免疫反应性。经过多轮免疫

筛选, 获得具有自主知识产权的抗 CRP单克隆抗
体。本实验室筛选的 5株优秀抗 CRP单克隆抗体
为研制诊断试剂盒提供了关键原料。此外, 本研
究筛选出的两对抗体对———9D6 与 1F11-HRP、
9D6与 9G4-HRP (9D6为捕获抗体, HRP酶标单

图 6 CLEIA法的精密度分析(n=3)
(A~C) 用建立的 CLEIA法测量 3种质量浓度的 CRP标准品(1 滋g/L、10 滋g/L和 25 滋g/L); (D) 根据每个样本每天的 RLU读
数计算变异系数。

Fig.6 Precision analysis of the proposed CLEIA (n=3)
(A~C) Measurement of the CRP calibrator at three concentrations (1 滋g/L, 10 滋g/L and 25 滋g/L) by the proposed CLEIA; (D) Cal-
culation of CV based on daily RLU reads of each sample.
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图 7 两种分析方法所测血清 CRP值的相关性分析
(A) 线性回归分析, CRP的质量浓度范围为 0~100 mg/L; (B) Bland-Altman分析, 两种方法检测的平均值在 0~80 mg/L。110
份血清样本采用免疫散射比浊法和本研究建立的基于 9D6/9G4-AP单克隆抗体对的 CLEIA法进行检测。
Fig.7 Correlation analysis of serum CRP values obtained by two methods
(A) Linear regression analysis showing that CRP mass concentration range was from 0 to 100 mg/L; (B) The Bland-Altman anal原
ysis showing that the average detection values for both methods ranged from 0 to 80 mg/L. In these analyses, 110 serum samples
were measured with both the immune scattering turbidimetry and the proposed CLEIA based on the monoclonal antibody pair of
9D6/9G4-HRP.
克隆抗体 9G4和 1F11为检测抗体), 在双抗体夹
心 ELISA法中对重组 CRP表现出较好的敏感性
和特异性。

基于所开发单克隆抗体在双抗体夹心 ELISA
法中的性能, 本研究初步建立了检测人 CRP 的
CLEIA法, 初步评估的检测结果较好, 检测限和
线性范围均能满足临床检测要求。建立的 CLEIA
法的校准标准与目前医院临床检测人 CRP采用
的免疫散射比浊法[MY-C反应蛋白(德国西门子
公司)检测试剂盒]相同。依据临床诊断 CRP的参
考值 3 mg/L, 将两种方法用于检测临床血清 CRP,
结果显示出良好的相关性和一致性, 表明本研究
建立的 CLEIA法具有较好的临床检测潜力。在本
研究中,我们提出的 CLEIA检测限为 0.176 7 滋g/L,
测定范围为 0.176 7~500 滋g/L (可扩展至 100 mg/L),
表明该方法在超灵敏检测慢性低水平 CRP (超敏
CRP)时具有更宽的动态范围,可作为预测冠心病、
缺血性中风和急性心肌梗死发展的重要指标, 也
能很好地补充 Beckman-Coulter公司的速率散射
比浊法在低水平 CRP的测定范围(1~80 mg/L)[25-26]。
需要指出的是, 在检测值与临床值相关性分析中,
有 3.64% (4/110)的样本表现出不一致性, 这可能
是 CLEIA法的检测灵敏度较高以及检测中样本
的稀释等原因所致。后续还需进行大量血清样本

检测, 以得出更可信的结论。同时, 我们将进一步
优化 CLEIA法的临床应用反应条件。此外, 我们
还计划利用这些新开发的单克隆抗体建立其他更

敏感的免疫分析方法, 以用于即时诊断。

4 结论

本研究建立的用于 CRP检测的 CLEIA法具有
良好的检测性能,能降低检测费用、提高检测效率,
在炎症和感染监测中具有较好的临床应用前景,
为国内研发拥有自主知识产权的抗 CRP单克隆抗
体诊断试剂盒提供了较好的原材料和研究基础。
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