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摘要  建立了一种定量人血清中三碘甲状腺原氨酸(T3)的化学发光免疫分析方法, 使用辣

根过氧化物酶(HRP)标记 T3 抗原, HRP 催化鲁米诺-过氧化氢化学发光为检测体系. 对几种

影响因素, 如包被抗体、酶标物的滴度进行选择, 对温育及检测时间等进行优化. 进行了方

法学评价: 灵敏度为0.07 ng/mL; 批内和批间变异均小于10%; 回收率在80%~90%之间; 与
结构相似物 T4 及 rT3 均无明显交叉. 使用本方法与现有的发光试剂盒进行比对, 相关性良

好, 相关系数为 0.9547. 
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甲状腺作为人体最大的内分泌腺体 , 分泌的主

要活性物质有四碘甲状腺原氨酸(tetraiodothyronine, 
T4), 三碘甲状腺原氨酸(triiodothyronine, T3), 它们对

于蛋白质合成、体温调节、能量产生和调节有着极为

重要的作用. 甲状腺功机能失调可导致形态突变、紊

乱(甲减或甲亢)、炎症、恶性肿瘤等病症[1]. T3 可由甲

状腺直接分泌后释放到血液中 , 但是大部分是由游

离 T4 在外周组织脱去一个碘原子而释放入血[2]. T4 的

含量是 T3 含量的 4 倍左右, 然而 T3 的作用是 T4 的 10
倍左右[3,4]. T3在判断人体生理状况上扮演重要角色[5], 
所以检测血清中 T3 含量有重要意义. 

99.70%的 T3 与蛋白质结合, 游离型 T3(free trii-
odothyronine, FT3)只占 0.3%. 为了测总T3的含量, 需
采取一些方法来避免连接蛋白的影响, 常用方法有: 

结合蛋白的热钝化; 乙醇提取 T3; 使用化学阻断剂, 如: 
水杨酸盐 [6], 苯妥英钠 [7], 8-苯氨基萘 -1-磺酸铵盐

(ANS)等. Fang 和 Refetoff [8]研究发现, 使用热钝化

会使溶液浑浊而造成灵敏度低, 而使用乙醇提取 T3

后很难再次溶解. 从反应的灵敏度和回收率看, 使用

ANS 较为合适, 所以本实验采用 ANS 将 T3 从结合蛋

白上解离出来从而测定血清中总 T3 含量. 
目前检测 T3 最成熟的方法是放射免疫分析法

(RIA)[7~11]. 但 RIA 方法由于试剂具有放射性, 有效

期短, 操作周期长, 检测仪器昂贵, 逐渐被其他方法

取代. 酶联免疫分析法(ELISA)也可用来检测 T3
[12~14], 

但它灵敏度低, 步骤繁琐, 易受环境干扰, 容易出现

假阳性现象. 此外, 电化学发光免疫分析[15]、高效液

相色谱免疫分析法[16]、电喷雾串联质谱技术法[17]、

顺序注射免疫分析法 (SIIA)[18,19]等方法也用来检测

T3, 它们可实现较高的灵敏度, 技术也可实现自动化, 
但往往需要专门配套的仪器, 而且仪器、试剂价格昂

贵, 限制了其广泛应用. 
化学发光免疫分析法(chemiluminescence immu-

noassay, CLIA)基于放射免疫分析的基本原理, 将酶

的化学发光与免疫反应结合起来而建立的一种临床

诊断方法 [20,21]. 它综合了免疫分析和化学发光检测

的优点, 灵敏度高、线性范围宽、标记物的有效期长、

无放射性危害、可实现全自动化等[22~26]. 本课题采用
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微孔板式化学发光竞争免疫分析法对血清中 T3 含量

进行测定, 结果表明该方法稳定可靠, 可以用于诊断

试剂盒的研发, 为临床疾病诊断、疗效评估等提供准

确和可靠的依据, 具有重要的意义. 

1  实验 

1.1  仪器和试剂 

BHP9504 微孔板化学发光分析仪(北京滨松光子

技术有限公司); DEM-Ⅲ型洗板机(北京拓普分析仪

器有限公司); 机械移液器(上海大龙医疗器械有限公

司); HH.W21-Cr000 电热恒温水箱(北京长安科学仪

器厂); WZ-2A 型微量振荡器(北京海淀电子医疗仪器

厂); XW-80A 型旋涡混合器(上海精科实业有限公司) . 
羊抗 T3 抗体 (民海生物公司 ), T3 抗原 (美国

Fitzgerald 公司); HRP(美国 Sigma 公司); 临床血样来自

于北京 301 医院; 底物液(鲁米诺、H2O2、发光增强剂等)
及 T3化学发光免疫试剂盒均购自美国 Monobind 公司. 

包被液: 0.05 mol/L 碳酸缓冲液(pH 9.6). 封闭

液: 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液(PBS, pH 7.4, 含 0.5% 
BSA 和 0.05% Proclin-300); 洗涤液: 0.05 mol/L PBST 
(含 0.05% Tween-20). 

1.2  实验设计 

本实验采用竞争的免疫化学发光法来检测 T3. 
首先利用微孔板材料聚乙烯的物理吸附作用将羊抗

T3 抗体包被于微孔板表面, 制成固相抗体; 用 HRP
标记 T3 抗原制成酶标记物; 反应时先将浓的酶标记

物用酶稀释液以一定比例稀释以制成酶工作液 , 然
后依次加入待检测抗原和酶工作液. 恒温下反应, 酶
标抗原和待测抗原就在固相抗体上进行竞争反应 , 
分别形成酶标抗原-固相抗体及待测抗原-固相抗体

的复合物. 通过洗涤, 除去未结合的酶标抗原和待测

抗原后, 将发光底物液加入微孔板中, 检测相对发光

强度, 对应与标准曲线来得到待测浓度. 

1.3  实验方法 

(1) 固相抗体的制备.  用碳酸盐缓冲液将羊抗

T3 抗体以 20000 倍进行稀释, 制成包被液, 往 96-微
孔板各孔中加入 150 μL 该溶液, 4℃下包被 24 h. 然
后用 PBST 洗涤液洗 3 次, 拍干. 加入国产 BSA 封闭

液 200 μL, 于 4℃下放置 20 h 后甩去封闭液, 拍干, 

室温下干燥 12 h, 装入铝箔袋, 抽真空密封后 4℃ 保

存备用. 
(2) 酶标抗原(HRP-T3)的制备.  HRP 标记 T3 抗

原为本实验室自己标记, 方法为改良的过碘酸钠标记

法[27]. 操作过程如下: 取 5 mg HRP 溶于 1 mL 蒸馏

水中; 加入 0.5 mL 新鲜配置的 0.1 mol/L NaIO4, 室温

搅拌 30 min; 用 0.01 mol/L pH 4.4 醋酸钠缓冲液于

4℃透析过夜, 换洗 3次; 加入 2.5%乙二醇 1 mL, 室温

下轻微搅拌 1 h, 终止反应; 加入待标记抗原 5 mg, 用
1.0 mol/L pH 9.5 碳酸盐缓冲液, 调节 pH 值至 9.0; 加
入硼氢化钠溶液 0.1 mL, 混匀, 4℃放置 3 h; 过柱纯

化酶结合物, 贮存备用. 
(3) T3 标准品的配制.  使用去激素人血清作为

校准品的基质, 按照比例将 T3 原料加入基质血清中, 
调成一系列标准品 . 标准品浓度分别为 0.5(S1), 
1.0(S2), 2.5(S3), 5.0(S4), 7.5(S5) ng/mL, 校准品基质作

为 S0 点, 分装, 4℃保存备用. 
(4) 血清样品中 T3 的化学发光免疫分析.  将需

要的试剂于室温平衡 15 min. 将浓的 HRP-T3 用酶稀

释液稀释 1000 倍以制成酶工作液. 往固相抗体中依

次加入校准品或待测样品 50 μL, 酶工作液 100 μL, 
振荡混匀, 37℃温育 1 h. 洗板 5 次, 在吸水纸上拍干. 
加入 100 μL 发光底物液, 避光反应 5 min, 用化学发

光分析仪测量其相对发光强度 (relative light unit, 
RLU). 

(5) 数据处理.  采用双对数坐标, logitY 为纵坐

标, log X 为横坐标, 其中 X 为浓度, 而 logitY 为:  

logitY = ln [y/(1−y)], 
式中, y = B/B0, B0 和 B 分别指零校准孔和其他校准孔

(或样品孔)的发光计数. 

2  结果与讨论 

2.1  包被缓冲液及抗体稀释度选择 

在抗体稀释度为 1/5000, 1/20000, 1/40000, 1/80000 下, 
分别使用磷酸盐缓冲液, 柠檬酸缓冲液及碳酸缓冲液

对抗体进行稀释制成包被液 . 包被及封闭的条件如

1.3 节(1)步骤所示. 酶标记物稀释比例暂定为 1/1000.
测S0, S1, S5点的RLU. 实验结果见表1, 可见碳酸缓冲

液包被效果较好, 各点 RLU 均较高. 综合考虑 RLU
和抑制率(RLUS1/RLUS0, 竞争法中需在 85%左右), 
选择碳酸盐缓冲液作为包被缓冲液 , 包被抗体稀释 
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表 1  包被缓冲液及抗体稀释度选择 a) 

 T3 抗体稀释度 RLUS0 RLUS1 RLUS5 RLUS1/RLUS0 (%) 

1/5000 1.02×106 9.63×105 3.47×105 94.4 
1/20000 9.01×105 8.26×105 2.32×105 91.7 
1/40000 4.09×105 3.02×105 1.11×105 73.8 磷酸盐缓冲液 

1/80000 3.12×105 2.09×105 5.80×104 67.0 

1/5000 7.54×105 6.89×105 1.22×105 91.4 
1/20000 6.92×105 5.31×105 7.19×104 76.7 
1/40000 5.66×105 3.79×105 4.64×104 67.0 柠檬酸缓冲液 

1/80000 2.57×105 1.13×105 1.77×104 44.0 

 1/5000 1.52×106 1.43×106 3.44×105 94.1 
1/20000 1.25×106 1.08×106 2.04×105 86.4 

碳酸缓冲液 
1/40000 1.09×106 7.64×105 1.14×105 70.1 

 1/80000 7.65×105 4.73×105 6.43×104 61.8 

a) 实验条件: 酶标记物的稀释度为 1/1000, 37℃温育 1 h, 加入 100 μL 发光底物液 5 min 后进行检测 

度为 1/20000. 

2.2  酶标抗原稀释度的选择  

用酶稀释液对 HRP-T3 进行系列稀释 (1/400, 
1/800, 1/1000, 1/1500), 得到各个稀释度下的发光值

(RLUS0, RLUS1, RLUS5) 及 RLUS1/RLUS0, RLUS5/ 
RLUS0 的值. 结果见表 2. 在竞争法中, 要求 RLUS1/ 
RLUS0 在 85%左右, 以保证合适的灵敏度和线性范 
围, 而 RLUS5/RLUS0 在 15%左右, 以这两个指标为标

准, 考虑相关系数 r, 最终选择酶标抗原的稀释比例

为 1/1000. 

2.3  温育时间的优化 

在 37℃下分别选择温育时间在 15, 30, 45, 60, 75, 
90, 105, 120, 135 min 时进行检测. 结果见图 1, 可以

发现, 在 5~60 min 内发光强度上升较快, 在 60 min 后

趋于平缓, 于是选择 60 min 为免疫反应温育时间. 

2.4  化学发光动力学曲线 

选择使用混合血清按 1.3(4)节的方法测定, 加入 

 
图 1  温育时间的优化 

实验条件: 包被抗体的稀释度为 1/20000, 酶标记物稀释度为 1/1000, 
37℃温育 1 h, 加入 100 μL 发光底物液 5 min 后进行测量 

发光底物后, 每 5 min 检测一次 RLU, 连续监测 80 
min (图 2). 从图 2 可以看出, 5～35 min 为化学发光

平台期, 35 min 后发光强度开始下降. 于是选择加入

底物后 5~35 min 之间为最佳检测时间. 

2.5  校准品稳定性考察 

将包被板、标准品、酶标记物分别在 4℃及 37℃
下放置 7 d, 通过对实际样品的检测来进行稳定性考 

表 2  酶标抗原稀释度的选择 a) 

HRP-T3 稀释度 RLUS0 RLUS1 RLUS3 RLUS5 RLUS1/RLUS0 RLUS5/RLUS0 相关系数 r 

1/400 1.65×106 1.64×106 1.24×106 8.13×105 99.4 49.3 0.9843 

1/800 9.09×105 8.63×105 4.26×105 2.28×105 94.9 25.1 0.9834 

1/1000 6.54×105 5.19×105 1.99×105 9.39×104 79.4 14.4 0.9990 

1/1500 5.89×105 4.05×105 1.72×105 8.24×104 68.8 14.0 0.9987 

a) 实验条件: 包被抗体的稀释度为 1/20000, 37℃ 温育 1 h, 加入 100 μL 发光底物液 5 min 后进行测量 
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图 2  化学发光动力学曲线 

实验条件: 包被抗体的稀释度为 1/20000, 酶标记物稀释度为 1/1000, 
37℃温育 1 h, 加入 100 μL 发光底物液, 室温下检测 

察. 结果表明, 标准品及包被板稳定性好, 而 37℃下

放置的酶标记物发光强度虽有所下降 , 但是所测得

标准曲线的相关系数及实际随机血样的测定值并无

太大的变化. 通过在酶标记物中加入 0.1%酶稳定剂

后, 酶标记物在 37℃下放置 7 d后 RLUS0无明显变化, 
稳定性良好. 

2.6  方法学评价 

(1) 校准曲线. 在优化条件下, 建立了测定血清中

T3 含量的化学发光免疫方法, 6 个标准点浓度分别为 0, 
0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 ng/mL, 以 logX 为横坐标, logitY 为

纵坐标, 两者呈线性相关, 相关系数大于 0.99. 
(2) 灵敏度和精密度 . 对零标准点平行测定 10

次, 求发光平均值及其标准偏差, 再由发光平均值减

去两倍标准偏差后的值代入校准曲线所求得的浓度. 
该值为灵敏度, 重复实验 3 次, 得平均灵敏度为 0.07 
ng/mL. 

对高、中、低 3 个不同浓度的质控品分别进行 3
次 10 孔平行测定, 计算测得浓度的批内及批间变异. 
所测得的批内及批间变异均小于 10%. 结果见表 3. 

表 3 化学发光免疫方法对 T3 测定的精密度 a) 

 样品号 平均值/ng·mL−1 变异(%) 

1 6.62 3.7 
2 3.24 8.1 批内 (n = 10) 
3 2.01 4.6 

 1 6.73 6.1 
批间 (n = 30) 2 3.26 8.4 

 3 1.94 7.1 

a) 实验条件: 包被抗体的稀释度为 1/20000, 酶标记物稀释度为

1/1000, 37℃温育 1 h, 加入 100 μL 发光底物液 5 min 后进行测量 

(3) 回收率. 使用正常人血清:S5 点标准品= 7:3 
配成混合血样. 该血样再用正常人血清进行 1:1 稀释, 
然后再以 1:1 稀释, 这样制成的 3 种混合溶液进行双

孔测定, 分析结果与理论值进行对比, 重复实验 3次,  
测得平均回收率为 85.7%, 87.3%及 82.4%. 回收值低

于理论值(100%), 可能由于正常人血清中含一定值

的 T3, 在一定程度上受基质效应的影响, 但其回收值

均在方法学误差范围之内. 
(4) 健全性. 用零标准品对高值的标准(7.5 ng/mL)

进行依次的倍比稀释 , 得到稀释度分别为 1/2, 1/4, 
1/8, 1/16 和 1/32 的样品, 每个样品进行双孔平行测定

以得到 T3 的浓度, 以稀释度作为 X 轴, 浓度为 Y 轴, 
作图所得线性拟合方程为 Y = 7.4285X−0.1175, 相关

系数为 0.9943, 表明该分析体系有良好的健全性. 
(5) 特异性. 特异性是评价免疫分析方法最重要

的指标之一, 通常用交叉反应率表示. 交叉反应率越

低, 所用抗体的特异性越高, 方法的测定结果越真实. 
交叉反应率按照下面的公式计算: 

3

3

50% T(%)=
50% T
抑制 时所需 的浓度

交叉反应
抑制 时所需 结构类似物的浓度

 

其中 T4 对 T3 抗体的交叉反应率为 0.064%, rT3 对 T3

的交叉反应率为 0.131%, 证明该方法具有较高的特

异性, 可以满足实际测定的要求. 
(6) 实际样品的检测及与 Monobind 试剂盒测定

值的比较. 使用该方法对 70 例血样进行检测, 并与

Monobind 试剂盒测定值进行对比, 以本方法测定值

为 X轴, Monobind 测定值为 Y轴, 作图得相关性曲线, 
如图 3 所示. 该曲线方程为 Y = 0.0489X + 0.9882, 相 

 
图 3  本方法测定值与 Monobind 试剂盒测定值的相关性 

实验条件: 包被抗体的稀释度为 1/20000, 酶标记物稀释度为 1/1000, 
37℃温育 1 h, 加入 100 mL 发光底物液 5 min 后进行测量 
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关系数为 0.9547. 两者相关性良好, 可见该法可用于

试剂盒开发, 用于实际应用. 

3  结论 

本文通过优化标记反应、竞争免疫反应条件和化

学发光反应条件等, 采用 HRP 催化 luminol-H2O2 化

学发光体系, 建立了一种测定人血清中 T3 的高灵敏、

高特异、简便快速的微板式化学发光酶免疫分析方法. 
本法测定了 70 份临床血清, 并与市售商品化试剂盒

进行了对照, 显示了良好的相关性, 表明本法可完全

用于构建 T3 诊断试剂盒, 并在临床分析与检测中得

到应用. 
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Microplate chemiluminescence immunoassay for determination of tri-
iodothyronine in human serum 

WANG ALian1,2, XIAO Qin2, YING XiTang3, CHEN GuoNan1, LIN JinMing2 
1College of Chemistry and Chemical Engineering, Fuzhou University, Fuzhou 350002; 
2Department of Chemistry, Tsinghua University, Beijing 100084;  

3Beijing Chemclin Biotech Co., Ltd., Beijing 100094 

A microplate chemiluminescence immunoassay (CLIA) was developed for the clinical determination of Triiodothyronine(T3) 
in human serum, and the luminal-hydrogen peroxide was used as chemiluminescence system catalyzed by horseradish per-
oxidase (HRP). Several physicochemical parameters such as the dilution ratios of coated antibody and HRP-T3 conjugate was 
chose, the incubation time and detection time were optimized. Methodology evaluation was done: the detection limit was 
0.07 ng/mL; intra-assay and inter-assay coefficient of variation (CV) was less than 10%; the recovery was 80%－90%; there 
was not have obviously cross-reactivity of T4 and rT3 with the similar structure. Compared with a commercial CLIA kit, there 
was a good correlation between the two methods, the correlation coefficient was 0.9547. 

triiodothyronine, chemiluminescence immunoassay, horseradish peroxidase 
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