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建立一种基于 BAS 化学发光技术检测血清 β-hCG， 
Prog 水平的抗生物素干扰方法

陈　龙 1，郑详武 2（1. 通用环球西安北环医院检验科，西安  710032；2. 山阳县人民医院检验科， 
陕西商洛  726400）

摘　要：目的　在基于生物素 - 链霉亲和素（biotin-avidin/streptavidin，BAS）的化学发光技术检测人绒毛膜促性腺激素

β 亚基（β-human chorionic gonadotropin，β-hCG）和孕酮（progesterone，Prog）时，建立一种简易、有效的抗生物

素干扰方法。方法　采用两种浓度链霉亲和素磁珠（streptavidin coated magnetic micro particles，M）检测不同生物素浓

度的高、中、低水平的 β-hCG 和 Prog 血清，通过回收试验评价两种浓度 M 的抗生物素干扰能力以及采用低浓度 M 的

校准曲线时高浓度 M 检测的准确度。结果　① β-hCG 和 Prog 的抗生物素干扰能力在低浓度 M(0.72 mg/ml) 时分别为

100 和 25 ng/ml，在高浓度 M(1.44 mg/ml) 时分别为 500 和 50 ng/ml。②使用和低浓度 M 相同的校准曲线时，高浓度 M
对于生物素浓度在 500 ng/ml 以下的 β-hCG 三个水平的回收率均在 90% ～ 110% 之间；对于生物素浓度在 50 ng/ml 以

下的高、中水平的 Prog，其回收率在 90% ～ 110% 之间。结论　在基于 BAS 化学发光技术检测血清 β-hCG 和 Prog 时，

采用高浓度 M（1.44 mg/ml）是一种简易、有效且可靠的抗生物素干扰方法。

关键词：生物素；链霉亲和素磁珠；人绒毛膜促性腺激素 β 亚基；孕酮

中图分类号：R446　文献标识码：A　文章编号：1671-7414（2024）01-141-05
doi:10.3969/j.issn.1671-7414.2024.01.026
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Abstract: Objective　A simple and effective anti-biotin interference method was established to detect human chorionic 
gonadotropin β subunit (β-hCG) and progesterone (Prog) in BAS immunoassays. Methods　Using two different concentrations 
of streptavidin magnetic particles（M） to detect high, medium and low levels of β-hCG and Prog serum with different biotin 
concentrations, the anti-biotin interference ability of two kinds of M and the accuracy of high concentration M to detect β-hCG 
and Prog were evaluated through recovery test when the calibration curve of low concentration M is adopted. Results　① The 
anti-biotin interference ability of β-hCG and Prog were 100 and 25 ng/ml respectively at low concentration M(0.72 mg/ml), 
and were 500 and 50 ng/ml respectively at high concentration M(1.44 mg/ml) . ② When using the same calibration curve as low 
concentration M, the recovery rate of high concentration M for β-hCG at three levels with biotin below 500 ng/ml were between 
90% and 110%，for Prog with high and medium levels of biotin below 50 ng/ml, the recovery rate were between 90% ～ 110%. 
Conclusion　When detecting serum nterference ability of β-hCG mmunoassays, the method of high concentration M(1.44 mg/
mL) is a simple, effective and reliable anti-biotin interference program.
Keywords: biotin；streptavidin coated magnetic micro particles；human chorionic gonadotropin β subunit；progesterone

人绒毛膜促性腺激素 β 亚基（β-human chori-
onic gonadotropin，β-hCG）和孕酮（Progesterone，

Prog）是育龄期女性最常用的检测项目，目前主要

采用的方法之一是基于生物素 - 链霉亲和素（bio-
tin-avidin-streptavidin，BAS）的化学发光技术 [1]，

但生物素会对该技术产生干扰，导致检测结果假性

升高或假性降低 [2-5]。妊娠期女性对生物素的需求
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量较未妊娠期高 [6-7]，因此妊娠期女性在采用该技术

检测 β-hCG 和 Prog 时，受到生物素干扰的风险更

高。然而目前人们对此关注较少，基层实验室也缺

少对此的应对方法。有研究报道，采用高浓度链霉

亲和素磁珠（streptavidin coated magnetic micro par-
ticles，M）可增强抗生物素干扰能力 [8]，本文据此

试图建立一种针对 β-hCG 和 Prog 的简易的抗生物
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素干扰方法，以减少临床误诊和漏诊的风险。

1　材料与方法

1.1　研究对象　采用两种浓度的 M（M1 和 M2）

检测添加了不同浓度生物素的高、中、低水平的

β-hCG 和 Prog 样品。血清样品来自于 2022 年 5
月 1 日～ 9 月 30 日通用环球西安北环医院检验科

日常检测后的标本制成的混合血清。

1.2　仪器与试剂　电子分析天平（0.1 mg）（德国

赛多利斯集团）；低速离心机（长沙湘智公司）；

罗氏 E 601 全自动电化学发光免疫分析系统，β-hCG
自动电化试剂（批号 45406003），Prog 试剂（批号

47811003）均为瑞士罗氏公司产品；M 试剂以罗氏

β-hCG 和 Prog 试剂盒中的 M 试剂为原料进行制

备，生物素试剂（99.9% 纯度，Sigma 公司，批号

SLBS8478），PBS 溶液（上海如吉生物科技发展有

限公司，批号 1906ZPW02）。

1.3　实验方法

1.3.1　生物素溶液制备：精确称量 10 mg 生物素，

溶于 50 ml PBS 溶液中。其生物素浓度为 200 000 
ng/ml。用 PBS 稀释制备浓度为 250，500，1 000，2 
000，3 000，4 000，5 000，6 000，7 000，8 000，9 000 
和 10 000 ng/ml 的生物素溶液。另取 2 ml PBS 溶液

作为生物素浓度为 0 ng/ml。4 ～ 8℃冰箱保存备用。

1.3.2　混合血清制备：冻存于 -80℃的 β-hCG 和

Prog 高、 中、 低 值 血 清 各 10 份（β-hCG 和 Prog
原始浓度范围分别为 10.3 ～ 9 855 IU/L 和 5.85 ～ 
180.6 nmol/L）。每份血清各取 280 µl，充分混匀，

共 2 800 µl；分为 15 份，每份 180 µl，分别标识为

“β-hCG/Prog 高 / 中 / 低 值 混 合 血 清”。制 成 的

混合血清其高、中、低值浓度分别为：β-hCG： 
9 721，2 605 和 128 IU/L；Prog：138.0，57.5 和

13.1 nmol/L。-80℃冰箱保存备用。

1.3.3　生物素血清制备：取 13 份 β-hCG 高值混合

血清，第一份不添加任何物质，从第二份开始分别

加入浓度为 0，250，500，1 000，2 000，3 000，4 

000，5 000，6 000，7 000，8 000，9 000 和 10 000 
ng/ml 的生物素溶液 20 μl，血清中的生物素浓度

分 别 为 0，25，50，100，200，300，400，500，

600，700，800，900 和 1 000 ng/ml。 剩 余 2 份 血

清留存备用。按上述方法分别制备 β-hCG 中、低

值和 Prog 高、中、低值生物素血清。

1.3.4　高浓度 M (M2) 制备：已知罗氏公司生产的

M 试剂链霉亲和素磁珠浓度为 0.72 mg/ml，以此为

低浓度 M（M1）；并以此为原材料，取出 12 ml 装

于试管中，1 000 r/min 离心 15 min，吸取上清液 6 
ml 弃去，剩余的 6 ml 即为 1.44 mg/ml 的 M(M2)。
标识清楚，4 ～ 8℃冰箱保存备用。

1.3.5　实验方法：在罗氏 E 601 检测平台上，分别

采用两种 M 检测血清样品的 β-hCG 和 Prog 浓度。

通过回收试验评价两种 M 的抗生物素干扰能力以

及 M2 检测 β-hCG 和 Prog 的准确度 [9]。

1.4　统计学分析　采用 Excel 2013 进行统计分析。

回收率计算方法：①抗干扰能力阈值的回收试验：

回收率（%）=（各 M 有生物素添加时的检测结果

/ 各 M 无生物素添加时的检测结果）×100%；② 
M2 检测准确度的回收试验：回收率（%）=（M2
有生物素添加时的检测结果 /M1 无生物素添加时的

检测结果）×100%。回收率在 90% ～ 110% 之间

为可接受标准。

2　结果

2.1　两种浓度 M 时 β-hCG 和 Prog 的抗生物素干

扰能力　随着样品中生物素浓度的增加，β-hCG
三个水平的检测结果均逐渐下降；而 Prog 三个水

平的检测结果均逐渐升高。与无生物素添加的样品

相比，M1 时 β-hCG 和 Prog 三个水平的回收率均

在 90% ～ 110% 之间时所对应的生物素浓度分别为

100 和 25 ng/ml 以下。见表 1。而 M2 时 β-hCG 和

Prog 三个水平的回收率均在 90% ～ 110% 之间时所

对应的生物素浓度分别为 500ng/ml 和 50 ng/ml 以

下。见表 2。
表 1                                   低浓度链霉亲和素磁珠（M1）时 β-hCG 和 Prog 的回收试验

项目 水平
生物素浓度（ng/ml）

0 25 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1 000

β-hCG（IU/L） 高值 9 530 9 503* 9 522* 9 074* 8 006 7 123 6 371 5 399 4 154 2 905 1 670 881 325.3

中值 2 528 2 635* 2 517* 2 502* 2 294* 2 055 1 879 1 675 1 391 1 100 688 405 175.7

低值 122 127* 125* 114* 108 93 79 65 50 38 20 8.1 5.4

Prog（nmol/L） 高值 133 135* 143* 155 170 198 198 198 198 198 198 198 198

中值 53.5 55.2* 63.2 85.6 133.7 198 198 198 198 198 198 198 198

低值 12.2 13.1* 14 39 88 198 198 198 198 198 198 198 198

注：* 表示与生物素浓度为 0 ng/ml 的检测结果相比，回收率在 90% ～ 110% 之间。
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表 2 高浓度链霉亲和素磁珠（M2）时 β-hCG 和 Prog 的回收试验

项目 水平
生物素浓度（ng/ml）

0 25 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1 000

β-hCG（IU/L） 高值 9 539 9 491* 9 472* 9 474* 9 409* 9 416* 9 404* 9 371* 8 155 7 028 5 945 3 856 1 603

中值 2 520 2 508* 2 517* 2 497* 2 488* 2 510* 2 511* 2 491* 2 199 1 818 1 376 1 054 631

低值 124 120* 127* 119* 118* 123* 119* 115* 109 94 67 47 20

Prog（nmol/L） 高值 139 141* 142* 146* 166 185 198 198 198 198 198 198 198

中值 55 56* 57* 60* 87 121 164 198 198 198 198 198 198

低值 14 14* 14* 16 28 104 147 198 198 198 198 198 198

注：* 表示与生物素浓度为 0 ng/ml 的检测结果相比，回收率在 90% ～ 110% 之间。  

2.2　M2 检测 β-hCG 和 Prog 的准确度评价　根据

表 1 和表 2，在应用 M1 校准曲线时，以 M1 检测无

生物素添加的结果为基准，M2 检测生物素浓度在

500 ng/ml 以下的 β-hCG，三个水平的回收率均在

90% ～ 110% 之间；M2 检测生物素浓度在 50 ng/ml
以下的 Prog，高、中水平的回收率在 90% ～ 110%
之间，而低水平的回收率为 114.75%。 见表 3。

表 3 应用 M1 校准曲线时 M2 检测 β-hCG 和 Prog 的回收率（%）

项目 水平
生物素浓度（ng/ml）

0 25 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

β-HCG（IU/L） 高值 100.09 99.59 99.39 99.41 98.73 98.80 98.68 98.33 85.57 73.75 62.38 40.46 16.82 

中值 99.68 99.21 99.56 98.77 98.42 99.29 99.33 98.54 86.99 71.91 54.43 41.69 24.96 

低值 101.64 98.36 104.10 97.54 96.72 100.82 97.54 94.26 89.34 77.05 54.92 38.52 16.39 

Prog（nmol/L） 高值 104.51 106.02 106.77 109.77 124.81 139.10 148.87 148.87 148.87 148.87 148.87 148.87 148.87 

中值 102.80 104.67 106.54 115.89 162.62 226.17 306.54 370.09 370.09 370.09 370.09 370.09 370.09 

低值 114.75 114.75 114.75 122.95 229.51 852.46 1 204.92 1 622.95 1 622.95 1 622.95 1 622.95 1 622.95 1 622.95 

3　讨论

生物素 (biotin)，又称为维生素 H、维生素 B7、 
辅酶 R 等，是水溶性维生素 B 族成员之一 [10-11]，

具有多种生物学作用，是多种羧化酶的辅酶，也是

合成维生素 C 的必要物质，在脂肪合成、糖质新生

等生化反应途径中扮演重要角色 [12]。尽管目前认为

高剂量生物素对人体无毒害作用，一般膳食摄入量

也不足以影响基于 BAS 的化学发光项目测定，但

是长期大剂量摄入生物素的情况还是会导致在应用

该技术时受到干扰的风险增加。文献报道，美国人

群生物素的日常摄入参考量为 30 µg/ 天 [13]，但从

1986 年以来，美国人群中服用含有生物素补充剂的

比例从 17% 上升至 33%，剂量通常在 100 µg 左右，

最高可达 10 000 µg，这导致了近些年来生物素干扰

案例增多 [14-16]。根据《中华人民共和国卫生行业标

准 WS/T 578.5-2018》[6]，妊娠女性推荐的生物素适

宜摄入量为 50 mg/ 天，这更是远高于美国人群的摄

入量。因此，中国妊娠女性在应用基于 BAS 的化

学发光检测 β-hCG 和 Prog 时，受到生物素干扰的

风险可能更高，广大基层实验室对这两个项目亟需

一种简易有效的抗干扰方法。

本研究根据生物素对基于 BAS 化学发光技术

干扰的机制 [17-20] 而设计。该机制提示：干扰的发

生是由于外源性生物素会和试剂中的生物素竞争性

地与链霉亲和素结合，发光物质不能被链接于磁珠

上的链霉亲和素捕获，导致可被检测到的光信号下 
降 [19]。由于夹心法模式中待测物浓度与光信号呈正

相关，故表现为检测结果的假性降低；而竞争法模

式中待测物浓度与光信号呈负相关，故表现为检测

结果假性升高 [20]。因此，当链霉亲和素足够多时，

即可保证所有的发光物质被捕获，从而避免干扰。

而链霉亲和素通常是和磁珠链接在一起的，因此增

加反应体系中 M 的量可提升抗生物素干扰能力。

多位学者 [21-22] 已在仪器内外通过预先使用 M 试剂

对样品中的生物素进行吸附去除，取得了一定的效

果。但也有研究发现，M 浓度过大可对光信号产生

一定的屏蔽作用，M 浓度越大，屏蔽作用越强。当

M 浓度超过 1.44 mg/ml 时，如果要用于项目检测，

则需要建立新的校准曲线，且其空白检出限、最低

检出限和定量检出限均会受到一定的影响 [8,23]。因

此，本研究中采用了光信号在达到平台期时的最大

M 浓度 1.44 mg/ml（M2）[24]。
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β-hCG 为夹心法模式而 Prog 为竞争法模式，

因此随着生物素干扰的增多，β-hCG 检测结果下

降，而 Prog 检测结果升高。本研究显示，对于 β-hCG
和 Prog，M1 的抗生物素干扰能力分别为 100 和 25 
ng/ml（表 1），这与罗氏公司试剂说明书中所声明

的干扰阈值大致接近；而 M2 的抗生物素干扰能力

分别可达到 500 和 50 ng/ml（表 2），这要远高于

M1 的抗干扰阈值。在应用 M1 校准曲线时，M2 在

其抗干扰阈值以下时，对于高、中、低水平的 β-hCG
和高、中水平的 Prog 均具有较好的准确度（表 3）。

尽管对于低水平 Prog，在 50 ng/ml 的生物素干扰时，

其回收率为 114.75%，略高于既定的标准，但绝对

值差异只有 1.8 nmol/L（表 1，表 2）。对于低水平

样品，通常宜采用更宽的接受标准或采用绝对值差

异来表述，血糖仪的比对合格标准即是如此 [25]。因

此，1.8 nmol/L 的差异也是可以接受的。基于以上，

可以认为在应用 M1 校准曲线时，M2 可增加 β-hCG
和 Prog 的抗生物素干扰能力，且具有较好的准确度。

需要注意的是，由于条件限制，本研究未能对血清

中真实生物素浓度进行测定，生物素干扰阈值只是

根据所加入的生物素量来计算，这可能导致本文中

的生物素干扰阈值偏低。另外，本研究也未对 M2
的检出限进行评价，这可能对低值样品有一定影响。

综上所述，对于妊娠人群，在应用基于 BAS
化学发光技术检测 β-hCG 和 Prog 时，采用 M2 可

以增强其抗生物素干扰能力，不需要建立新的校准

曲线，可保证一定的准确度，从而降低生物素干扰

带来的误诊和漏诊的风险。另外，相较于文献中已

报道的其他方法会增加 30 ～ 120 min 的周转时间

（TAT）[22,26]，本方案几乎不会延长 TAT。对于终

端用户来讲，每个试剂盒均有一定的剩余量，可以

用来制备少量的 M2，也不会增加实验室的成本负

担。因此，本方案是一种经济、便捷、有效且较为

可靠的抗生物素干扰方法，适合于基层实验室日常

工作中应急使用。
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