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鼠降钙素基因相关肽两种不同检测方法比较
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摘要：目的  对放射免疫分析法 (RIA) 和酶联免疫分析法 (ELISA) 检测鼠降钙素基因相关肽 (CGRP) 的效能进行评价。

方法  分别采用 RIA 法和 ELISA 法检测 CGRP 标准品、质控品和 100 例正常 MCAO 模型大鼠血浆标本中 CGRP 浓度，作精

密度和比对分析。结果  RIA 法和 ELISA 法检测正常 MCAO 模型大鼠血浆中 CGRP 结果具有显著相关性 (P<0.01)，相关系

数 r 分别为 0.986 和 0.962。结论  RIA 法和 ELISA 法检测 CGRP 结果一致，符合科研检测的要求。

关键词：鼠降钙素基因相关肽 ；放射免疫分析 ；酶联免疫分析

中图分类号：R 446　　文献标识码：A　　文章编号：1005-1139(2012)01-0082-03　　DOI: CNKI:11-3275/R.20110810.1443.001

网络出版时间：2011-08-10  14:43:04　　　网络出版地址：http://www.cnki.net/kcms/detail/11.3275.R.20110810.1443.001.html

Two different methods for detection of calcitonin gene-related peptide in rats: A comparative study 
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Abstract: Objective  To evaluate the efficiency of radioimmunoassay (RIA) and enzyme linked immunoassay (ELISA) in detecting 
calcitonin gene-related peptide(CGRP) in rats. Methods  CGRP levels in standard substance and quality control of CGRP, 100 
plasma samples from normal rats and middle cerebral artery occlusion (MCAO) model of rats were measured by RIA and ELISA, 
respectively, and their precision rates were compared. Results  The relative coefficient of CGRP in normal rats and MCAO model of 
rats detected by RIA and ELISA was 0.986 and 0.962, respectively(P<0.01). Conclusion  The CGRP detected by RIA is consistent 
with that detected by ELISA, thus both RIA and ELISA can be used in detection of CGRP.
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  降钙素基因相关肽 (calcitonin gene related peptide，

CGRP) 是一种主要分布于中枢和外周神经、心血

管、消化、内分泌等系统的舒血管生物活性肽，由

37 个氨基酸组成，分子量为 3 786Da，在心脑血管

性疾病中具有改善血液循环、增加血供的重要作

用 [1-2]。多项临床检测结果表明，血浆中 CGRP 水

平的变化与心脑血管性疾病的发生发展和预后密

切相关，CGRP 测定在临床和科研中具有重要价值。

为满足科研需要，本课题组在前期实验中建立了

针对鼠 CGRP 的放射免疫分析 (RIA) 检测方法，并

初步在脑缺血再灌注损伤模型中进行了应用 [3]。为

进一步评价此 RIA 检测方法的灵敏度和准确性，

本次实验将其和已商品化的鼠 CGRP ELISA 检测试

剂盒进行比较，报告如下。

材料和方法

1 材料　雄性 SD 大鼠 50 只，体质量 200-220g，

由本院动物实验中心提供。标准品 CGRP-rat 为

American Peptide 公司产品，CGRP-rat 放射免疫分

析试剂盒为本实验室自制 [4]，CGRP-rat ELISA 检

测试剂盒购于美国 Cusbio 公司，其他化学试剂均

为国产分析纯。

2 动物模型和标本采集　雄性 SD 大鼠 50 只，体

质量 200-220g，由本院动物实验中心提供采用改

良的 Longa 线栓法 [4-5] 制备 MCAO 大鼠模型，分别

于模型制作前、模型成功后 12h 收集动物静脉血，

分离血浆，分装，-80℃保存，1 周之内同时采用

两种方法测定。

3 试剂与仪器　ELISA 试剂为美国 Cusabio 公司

生产的配套 CGRP 测定试剂，RIA 试剂为本课题组

建立的 CGRP 检测试剂盒配套试剂，质控品为两

个水平的 CGRP 质控 ；检测仪器分别为 ELISA ZS-

2SWK 酶标仪 ( 北京新风机电技术有限公司 ) 和

sn-682 型放射免疫计数仪 ( 上海核所日环光电仪

器有限公司 )。

4 样品准备　将标准品 CGRP-rat 按 0.1、0.3、0.9、

2.7、8.1、24.3ng/ml 的浓度进行倍比稀释 ；待测样

品为预先采集的正常和 MCAO 模型大鼠血浆标本

共 100 例。

5 ELISA 法　 按 照 美 国 Cusabio 公 司 生 产 的

CGRP-rat ELISA 检测试剂盒说明书进行操作，反

应结束后用 ELISA ZS-2SWK 酶标仪测定 OD450 读
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数， 对 照 鼠 CGRP 标 准 曲 线， 确 定 待 测 血 浆 中

CGRP 的表达量。

6 RIA 法　按照本课题组前期建立的鼠 CGRP RIA

试剂盒说明书进行操作，sn-682 型放射免疫计数

仪测定结果。

7 统计学分析　采用 SPSS10.0 统计软件，检测数

据以 -x±s 表示，组间比较用 t 检验或单因素方差

分析，变量的变化采用直线相关分析，以 P<0.05

为差异有统计学意义。

结　果

1 线性试验　将标准液按 0.1、0.3、0.9、2.7、8.1、

24.3ng/ml 浓度分别用 ELISA 法和 RIA 检测，结果

显示用 ELISA 法检测在 <0.3ng/ml 范围内结果发生

偏离，在 >0.3ng/ml 时，两法测定结果的相关性良

好 (r=0.912，P<0.01)。见图 1。

2 两种方法精密度评价　对两个水平的 CGRP 质

控品分别用 ELISA 和 RIA 两种方法连续进行 20 次

盲测，检测结果无统计学差异 (P>0.05) ；经方差分

析两个水平测定值之间的总体差异有统计学意义

( 水平 1 ：F=61.67 ；水平 2 ：F=22.87 ；P<0.05)。见

表 1。

图 1　ELISA法和RIA法检测CGRP的标准曲线
Fig 1　Standard curves for CGRP detected by RIA and ELISA

表 1　ELISA 法和 RIA 检测方法的精密度比较
Tab 1　Precision rate of ELISA and RIA in detecting 

CGRP (-x±s， ng/ml)

Methods CGRP 1 CV(%) CGRP 2 CV(%)

ELISA 1.93±0.08 4.02 20.83±2.33a 4.99

RIA 2.13±0.11b 4.45 21.04±2.62a, b 4.63

aP<0.05, vs CGRP 1; bP>0.05, vs ELISA

3 两种方法的比对试验和偏倚估计　为了评价

RIA 法测定 CGRP 的准确性，收集正常和 MCAO

模型大鼠血浆标本 100 例。根据 EP09-2A 文件 [6]，

以 ELISA 法 为 比 较 方 法 (X)，RIA 法 为 试 验 方 法

(Y)，求得线性回归方程为 Y=1.12X-0.16。当分析

物 CGRP 为低浓度水平即 X=1μg/ml 时，计算得到

平均偏倚 %=[(1.12×1-0.16)-1]/1×100%=4% ；当

分析物 CGRP 为高浓度水平即 X=20μg/ml 时，计算

得到平均偏倚 %=[(1.12×20-0.16)-20]/20×100%= 

11.2%。对两种方法测得的结果进行线性回归分

析，相关系数 (r) 分别为 0.986、0.962(P<0.01)，提

示 RIA 法测定 CGRP 的结果与 ELISA 法测定的结

果无统计学差异 (P>0.05)。见表 2。

表 2　ELISA 法和 RIA 检测方法的比对试验
Tab 2　Comparative tests of ELISA and RIA (-x±s， ng/ml)

Group ELISA RIA r

Control (n=50) 1.51±0.68 1.45±0.41b 0.986

MCAO (n=50) 37.1±7.55a 36.03±6.4a,b 0.962

aP<0.01, vs Control; bP>0.05, vs ELISA

讨　论

  CGRP 在心脑血管性疾病中具有重要作用，

近年来备受研究关注。血浆中 CGRP 水平的变化

与疾病发生发展和预后密切相关，可作为发病机

制探讨、临床疗效判断的重要参考指标，因此建

立灵敏高效的血浆 CGRP 检测方法在临床和科研

中非常必要。目前科研中检测鼠 CGRP 主要采用

ELISA 法，虽然此方法的灵敏度和重复性均较好，

但试剂盒多从国外进口，价格昂贵，为降低实验

成本、同时保证检测的灵敏性和特异性，本课题

组建立了针对鼠 CGRP 的放射免疫分析 (RIA) 检测

方法。

  RIA 是经典的免疫标记技术，通过将放射性

核素的高灵敏性和免疫学抗原抗体反应的高特异

性相结合，对微量样品的检测具有无法取代的优

势。本实验中，我们比较了 ELISA 和 RIA 两种方

法对 CGRP 标准品 0.1-24.3ng/ml 范围内的检测结

果，相关性良好 (r=0.912，P<0.01) ；而且 RIA 法检

测的线性范围远远 <0.3ng/ml，可达 0.1ng/ml，灵

敏度更好，能够更好的满足检测要求。

  精密度反映实验结果的重现性，包括批内精

密度和批间精密度，分别反映同 1 份标本在 1d 内、

或不同天内使用同一试剂在不同时间点检测结果

的重现性，二者都对实验室结果常规检测质量的

评价有重要影响 [7-8]。本实验中分别用 ELISA 和

RIA 两种方法对两种浓度水平的 CGRP 质控品进

行了连续 20 次盲测，发现在每个浓度水平这两种

方法的检测结果一致，无统计学差异 (P>0.05) ；并

且批内和批间精密度均 <5，重复性好，从而提示

RIA 与 ELISA 检测结果总体符合情况良好。
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  EP09 2A 是 由 美 国 临 床 实 验 室 标 准 委 员 会

(CISI) 制定的应用临床标本进行方法学比较和偏倚

估计的推荐方法 [9-10]。按照室间质评 CGRP 允许总

误差为 20% 来判断，则采用 RIA 方法检测的偏倚

低浓度时 <1/2 允许误差 (4%<10%)，高浓度时 <1/2

允许误差 (11.2%<20%)，说明实验方法与比较方法

实验郊果基本等同。本次实验同时采用 ELISA 法

和 RIA 法分别测定正常和 MCAO 模型大鼠血浆标

本 100 例，并对结果进行相关分析，相关系数分

别为 0.986、0.962(P<0.01)，表明两种方法检测值

间具有显著相关性。

  鉴于以上比较，本课题组所建立的鼠 CGRP 

RIA 检测方法灵敏度高、特异性强、稳定性均较好，

与目前商品化的进口鼠 CGRP ELISA 方法检测结果

一致，而且对微量样品的检测线性范围更好，可

满足科研工作中对 CGRP 的检测要求。
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