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摘要：目的 建立一种检测人血清中抗环瓜氨酸肽（CCP）抗体含量的胶体金定量检测方法。方法 采用间

接胶体金技术，对胶体金最佳标记抗体 pH、最低标记抗体量、最佳 T线包被浓度、金标定量仪最佳读数时间、

批内批间精密性、回收率、临床标本检测等研究，建立抗 CCP抗体胶体金定量检测方法并评价其性能。结果

实验确定胶体金标记最佳 pH及最低标记抗体量为 1 ml胶体金溶液中加入 0.2 mol/ml 碳酸钾 K2CO3 3μl、鼠

抗人 IgG 8.8μg；T线包被浓度选择 CCP-BSA偶联抗体 1.5 mg/ml；使用金标定量仪时，最佳读数时间为 14

min。性能评价结果显示建立的检测方法线性范围为 50～500 RU/ml，R2=0.993；精密性质控品 L1批内 CV=

2.6%，批间 CV=4.52%；精密性质控品 L2批内 CV=2.5%，批间 CV=4.28%；高、中、低值血清的回收率为 100.96%、

97.17%、91.46%；与国外试剂盒平行检测 40份抗 CCP抗体临床血清，结果显示两者相关性较好，回归方程：

=1.004 +7.968，R2=0.955。结论 初步建立一种检测人血清中抗 CCP抗体含量的胶体金定量检测方法，该

方法具有较高的准确性和精密性。
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Abstract: Objective To establish a colloidal gold quantitative method for detection of anti-CCP antibody levels
in human serum. Methods Indirect colloidal gold technique was used to detect colloidal gold labeled antibody best
pH, minimum amount of labeled antibody, the best package concentration of T line, optimal reading time of Colloidal
gold quantitative instrument, precision, recovery and clinical samples. Anti-CCP antibody colloidal gold quantitative
detection method was established and its performance was evaluated. Results The colloidal gold marked optimal pH
and minimum amount of labeled antibody was 1 ml colloidal gold solution with 0.2 mol/ml K2CO3 3 滋l, rat IgG 8.8
滋g; T lines has been selected CCP-BSA coupling antibody 1.5 mg/ml. The best reading time of colloidal gold quan原
titative meter was 14 min. Linear ranged 50~500 RU/ml, R2 = 0.993. Conclusions A quantitative colloidal gold kit
for detection of anti-CCP with high performance is established.

Keywords: Anti-CCP antibody; colloidal gold; quantitative detectioneficiency
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一

种日常多见的、发病周期较慢的、致残性较高的自身

免疫性疾病[1-2]，发病期间多引起骨吸收、骨破坏、骨

纤维化等不可逆性的关节病变，最终可造成患者残

疾[3]。2010年，欧洲抗风湿病联盟（EULAR）及美国风

湿病学会（ACR）共同提出了鉴定 RA的新分类标

准，该标准把抗环瓜氨酸肽（cyclic citrullinated pep-

tide，CCP）抗体和类风湿因子（rheumatoid factor，RF）

共同作为 RA 的临床血清学诊断依据 [4]，视为新的

RA血清学诊断指标[5]。针对 RA诊断，抗 CCP抗体

的敏感性为 68%，特异性为 98%[6]。

目前，抗 CCP抗体的检测技术主要有酶联免疫

法、化学发光法及胶体金法[7]。酶联免疫法及化学发

光法灵敏度及线性均较胶体金法好，但操作较胶体

金法复杂，且适合多样本的检测，一次检测需 2 h左

右，一定程度上限制对其的推广。随着金免疫层析技

术的发展，金免疫层析法在定性的同时亦可实现定

量检测[8]，胶体金定量检测技术具有出结果快，使用

简便，稳定性较好，效期较长等诸多优点[9]，适合基层

医院、室外现场诊断及家庭自检使用，是现代“病人

床边检测”（point of care testing，POCT）广为应用的

方法[10-13]。本实验探索建立检测人血清中抗 CCP抗

体含量的胶体金定量检测方法，以期满足临床检验

的需要。

1 材料与方法

1.1 材料

抗 CCP抗体线性参考品（P1=900 RU/ml、P2=700

RU/ml、P3=500 RU/ml、P4=300 RU/ml、P5=200 RU/ml、

P6=100 RU/ml、P7=50 RU/ml、P8=20 RU/ml）、精密性质

控品（L1=200 RU/ml、L2=100 RU/ml）、羊抗鼠多克隆

抗体、CCP-BSA偶联复合物由河南省生物工程技术

研究中心提供，抗 CCP抗体检测对照试剂盒购自德

国欧蒙，金标定量仪由天根生化科技有限公司提供，

临床血清标本由郑州大学第一附属医院提供，无溶

血，乙肝（5项）、丙肝、梅毒、艾滋病检测阴性，其他

化学试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 胶体金的制备 采用柠檬酸三钠 C6H5Na3O7·
2H2O还原法制备胶体金溶液。取 100 ml双蒸水放

入圆底烧瓶，加热至沸腾时开始搅拌，加入 10%氯

金酸 HAuCl4溶液 100μl，沸腾 2 min 后，加入 10%

柠檬酸三钠 C6H5Na3O7·2H2O溶液 150μl，溶液颜色

稳定后继续煮沸 6 min，自然冷却至室温，双蒸水补

加至 100 ml，置入 4℃冰箱保存备用。

1.2.2 标记抗体 pH值确定 向胶体金溶液中加入

不同量碳酸钾 K2CO3调节胶体金溶液 pH值，通过

OD492/OD630 双波长扫描读数选择最佳标记 pH

值，即选出加入碳酸钾 K2CO3的量。

1.2.3 标记最低抗体量的确定 向最佳标记 pH环

境的胶体金溶液中加入不同量 1 mg/ml鼠抗人 IgG

抗体，通过 OD492/OD630双波长扫描读数选出使胶

体金稳定的最低抗体量，最低量的 10%作为胶体金

标记的最适抗体量。

1.2.4 T线包被浓度的选择 用 0.01 mol/ml pH=

7.4 PBS缓冲液作稀释液，在 T线处包被 CCP抗原

偶联物，浓度分别为 2.0、1.5、1.0 和 0.5 mg/ml，在 C

线处包被羊抗鼠 IgG，浓度为 1.0 mg/ml，组装成试纸

条，分别用阳性血清及阴性血清检测，根据显色情况

选择合适的包被浓度。

1.2.5 最佳线性范围确定 选择已定值的血清参考

品（P1=900 RU/ml、P2=700 RU/ml、P3=500 RU/ml、P4=

300 RU/ml、P5=200 RU/ml、P6=100 RU/ml、P7=50 RU/

ml、P8=20 RU/ml）作为样本，以金标定量仪读数为纵

坐标，定值血清参考品浓度（RU/ml）为横坐标，绘制

曲线，选择最佳线性范围。在金标定量仪读数时，分

别读取峰高和峰面积两个参数，通过曲线绘制结果，

选择最佳读数参数。

1.2.6 精密性 取精密性质控品血清 L1、L2 各 20

份，对同一批抗 CCP抗体胶体金试纸条及不同批次

的抗 CCP抗体胶体金试纸条进行检测，分别计算批

间精密性、批内精密性。精密性 CV=SD/平均数×

100%；临床对检测试剂要求批间精密性 CV<15%，

批内精密性 CV<10%。

1.2.7 回收率 用抗 CCP抗体低值血清稀释高值

血清获得预测浓度为 500、200和 50 RU/ml的 3 份

血清，通过线性参考品标定这 3份血清，通过公式：

回收率 =测定浓度 /预测浓度×100%，计算所制备

的抗 CCP抗体检测试剂的回收率。

1.3 临床标本检测

以建立的抗 CCP抗体胶体金定量检测方法，与

德国欧蒙产抗 CCP抗体试剂盒（ELISA）对比检测40

份临床 RA患者血清标本，评价制备的胶体金定量检

测方法的检测效果，德国欧蒙产试剂盒为间接 ELISA
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从左到右 T线包被浓度分别为：2.0 mg/ml、1.5 mg/ml、1.0 mg/ml

和 0.5 mg/ml

图 1 检测 T线不同包被浓度检测结果
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表 1 确定最佳 pH实验酶标仪 OD492/OD630双波长扫描读数

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

结果（OD值）1 -0.082 0.171 0.223 0.285 0.283 0.289 0.273 0.237 0.215 0.217

结果（OD值）2 -0.046 0.234 0.245 0.266 0.262 0.261 0.252 0.212 0.258 0.241

结果（OD值）3 -0.076 0.183 0.239 0.278 0.271 0.279 0.263 0.245 0.233 0.231

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

结果（OD值）1 -0.086 0.019 0.115 0.179 0.264 0.263 0.259 0.262 0.264 0.257

结果（OD值）2 -0.008 0.108 0.170 0.234 0.288 0.287 0.287 0.278 0.284 0.277

结果（OD值）3 -0.039 0.133 0.182 0.204 0.284 0.281 0.282 0.278 0.276 0.279

表 2 确定最佳标记蛋白量实验酶标仪 OD492/OD630双波长扫描读数

方法，主要方法步骤为：加样后室温温育 60 min，洗

板 3次，加入酶结合物室温温育 30 min后洗板 3次，

加底物避光温育 30 min，加终止液，酶标仪 450 nm

读数，从试剂盒标准曲线中得出抗 CCP抗体含量。

2 结果

2.1 最佳标记 pH值确定

向容量 300μl的 10孔板条内每孔加入 200μl

胶体金溶液；每孔分别加入 0、2.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

11.0、16.0、20.0和 24.0μl，0.02 mol/ml碳酸钾K2CO3，

1.0 mg/ml 的鼠抗人 IgG 抗体 2.5μl，10%氯化钠

NaCl 40μl，室温静置 2 h，OD492/OD630双波长扫

描读数，实验重复 3次。结果见表 1，第 4~6孔的胶

体金颜色最为稳定，且 OD值较为稳定，即 200μl

胶体金溶液中，0.02 mol/ml 碳酸钾 K2CO3加入 5～

7μl时，溶液最为稳定，取中间值，即 0.02 mol/ml

K2CO3加入 6μl时，达到最佳标记 pH值。

2.2 最低标记抗体量确定

将 10支 1.5 ml离心管中分别加入 1 ml胶体金

溶液，3μl 0.2 mol碳酸钾 K2CO3，分别加入 0、1、2、3、

4、5、6、7、8和 9μl 2.0 mg/ml鼠抗人 IgG 抗体，10%

氯化钠 NaCl 40μl，室温静置 2 h，OD492/OD630双波

长扫描读数，实验重复 3次。从表 2酶标仪读数可以

发现，向 1 ml胶体金溶液中加入鼠抗人 IgG≥8μg

时溶液较稳定。按照 2、4、6、8、10、12、14、16和 18μg

抗体量标记胶体金，包被量质控 C线一致、检测 T线

一致，加入相同量的参考品血清 P4（300 RU/ml），相

同时间下观察 T线显色情况，低于 8μg显色逐渐减

弱，与酶标仪检测结果相一致。以最低量增加 10%

作为胶体金标记最佳抗体量，因此 1 ml胶体金溶液

选择最适标记抗体量为 8.8μg。

2.3 T线包被浓度的选择

当同时用血清参考品 P4（300 RU/ml）检测时，

结果见图 1所示，包被浓度为 1.5 mg/ml时，条带显

色最佳。将 P1（900 RU/ml）血清不断梯度稀释，下一

个浓度为上一个浓度的 1/2，用 4种不同包被浓度的

试纸条检测梯度血清，包被量为 1.5 mg/ml的显色梯

度最明显，结果最稳定。最终选择 T线包被浓度为

1.5 mg/ml。

2.4 线性范围确定

室内血清质控品检测结果分别用峰高及峰面积

表示，对应曲线见图 2A、图 2B，两者对于不同浓度室

内血清参考品检测结果的总体趋势基本相同，分析两

条曲线可知，在 P3（500 RU/ml）～P7（50 RU/ml）范围

内，两者均有良好的线性；通过对 P3（500 RU/ml）～P7

（50 RU/ml）范围内峰高及峰面积结果最线性分析，

均有良好的线性关系。其中对峰高数据分析，线性方

程为： =1.12 -44.67，R2=0.993；对峰面积数据分

析，线性方程为 =1.085 -46.93，R2=0.990，均符合

R2>0.98的要求，见图 2C、图 2D。综上分析可知，检

测结果用峰高或峰面积表示均可，用峰高检测最佳，

试纸条最佳线性范围为 50～500 RU/mL，R2=0.993。
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2.5 精密性实验

用建立的抗 CCP抗体定量检测方法及精密性

质控品 L1、L2分别对同批次及不同批次的胶体金试

纸条进行精密性检测，由表 3可知，精密性质控品L1

批内 CV=2.6%，批间 CV=4.52%；精密性质控品 L2批

内 CV=2.5%，批间 CV=4.28%，均满足精密度批内 <

10%，批间 <15%的要求。

2.6 回收率实验

用低值血清稀释高值血清获得的高中低值 3份

血清进行回收率检测。结果显示，高值血清的回收率

为 100.96%；中值血清的回收率为 97.17%；低值血清

的回收率为 91.46%，满足回收率控制在 85%～115%

的要求。见表 4。

2.7 临床标本检测

本研究建立的抗 CCP抗体胶体金定量检测方

法与德国欧蒙产抗 CCP抗体检测试剂盒（ELISA）同

时对 40份临床血清进行检测，见图 3。结果显示，两

者具有很好的相关性，回归方程为：=1.004 +7.968，

R2=0.955。

A
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=1.12 -44.67，R2=0.993

A：峰高检测结果；B：峰面积检测结果；C：最佳线性范围的确定

（峰高）；D：最佳线性范围的确定（峰面积）

图 2 最佳线性范围确定
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表 3 精密性检测结果

组别 平均数 SD CV%

批间 71.2 3.219 4.52

批间 152.6 6.530 4.28

L1

批内 71.9 1.868 2.60

L2

批内 155.8 3.894 2.50

表 4 回收率检测结果

组别 OD值 预测浓度 /
（RU/ml）

高值 1.625 500

中值 0.719 200

低值 0.286 50

测定浓度 /
（RU/ml） 回收率 /%

504.82 100.96

194.33 97.17

45.73 91.46

图 3 40份临床血清检测结果

抗 CCP抗体胶体金定量法检测结果 /（RU/ml）
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（张蕾 编辑）

3 讨论

当前针对抗 CCP抗体检测的技术方法主要有：

酶联免疫法，化学发光法，胶体金免疫层析法等[14]。酶

联免疫法和化学发光法可以精准定量，但检测时间较

长，对检测环境要求较高，操作较为繁琐；胶体金法简

便快速[15]，但现在市面仅有定性检测试剂盒。本研究

拟建立一种胶体金定量检测技术，具有出结果快，使

用简便，稳定性较好等诸多优点，适合基层临床医院、

室外现场诊断及家庭自诊等使用。

在胶体金标记过程中，最为关键的两个环节是控

制 pH值及标记蛋白的量，只有在 pH值接近或略高

于蛋白等电点时，两者产生吸附力更强。每种蛋白等

电点不同，需找出实验标记抗体蛋白的最佳 pH值，

在胶体金溶液中，碳酸钾 K2CO3用量影响胶体金 pH

值，可通过控制碳酸钾 K2CO3用量，调节溶液 pH值，

确定碳酸钾 K2CO3用量即确定了标记蛋白最佳 pH

值。抗体蛋白标记过多，既浪费抗体，又容易使试纸条

产生拖带现象，蛋白标记过少，降低试纸条灵敏度及

稳定性。在最佳标记 pH环境中，加入不同量抗体蛋

白，对胶体金溶液稳定性产生影响，通过酶标仪检测，

可确定胶体金稳定时，加入蛋白的量，考虑到操作过

程的损失及胶体金溶液的稳定性，选择使胶体金稳定

的最少蛋白量的 110%为试纸条加入抗体蛋白最低

量。胶体金定量检测中使用金标定量仪，检测结果以

光谱峰的形式显示，会出现与峰对应的峰高、峰面积

及峰宽等一组数据。通过对室内质控品检测发现，峰

高及峰面积与待检物浓度相关性较好，为今后金标

定量仪的使用提供一定的参考。

本研究初步建立了一种检测人血清中抗 CCP

抗体含量的胶体金定量检测方法，为进一步研制出适

用于临床诊断的抗 CCP抗体胶体金定量检测方法

打下了良好的基础。
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