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基于吖啶酯化学发光免疫定量分析技术建立血清 IL-6 水平 
检测方法与初步应用评价
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摘  要：目的 基于吖啶酯化学发光免疫定量分析技术，建立一种血清白细胞介素 -6（interleukin 6，IL-6）的检测方法。

方法 采用双抗体夹心法，分别用吖啶酯标记完整抗体和生物素标记酶切片段抗体，并与待测物 IL-6 形成夹心复合物，

其中生物素再与链霉亲和素包被的磁性固相微粒特异反应发光，通过测量发光信号值进行定量分析；并对其标记抗体稀

释缓冲液、标记抗体浓度、样本加样量等进行条件优化；对空白限（LOB）、检出限（LOD）、中间精密度、可报告范围、

干扰实验、钩状（HOOK）效应等性能指标进行评价；选择 145 例血清样本，采用线性回归分析与罗氏电化学发光法进

行方法学比对。结果 成功建立一种基于吖啶酯化学发光免疫定量分析技术检测血清 IL-6 的方法。该方法选择 MES-
BSA 作为标记抗体稀释缓冲液，标记抗体浓度选择 0.2 µg/ml，样本加样量选择 50μl。该方法的 LOB 为 0.2 pg/ml，
LOD 为 0.5 pg/ml，可报告范围为 0.5 ～ 30 000 pg/ml，中间精密度 < 5.3%。在 IL-6 达到 200 000 pg/ml 浓度水平时，未

出现 HOOK 效应现象。在三酰甘油（TG）30 000 µg/ml，血红蛋白（HGB）9 000 µg/ml，胆红素（TBIL）330 µg/ml，
类风湿因子（RF）1 500 IU/ml 浓度范围内，干扰物质对检测结果无影响。与电化学发光法测定 IL-6 比对，线性回归方

程为 Y= 0.980 2X － 3.487 9, r = 0.997 7，两种方法试剂测定结果呈高度相关（P< 0.05）。结论 建立了基于吖啶酯化学

发光检测血清 IL-6 的方法，各项指标均符合临床应用要求，适宜在临床实验室推广应用。

关键词：白细胞介素 -6；吖啶酯；化学发光；免疫定量分析

中图分类号：Q503　文献标志码：A　文章编号：1671-7414（2024）04-175-06
doi:10.3969/j.issn.1671-7414.2024.04.032

Establishment of the Detection Method of Serum IL-6 Level and 
Its Preliminary Application Evaluation based on Acridine Ester 
Chemiluminescence Immune Quantitative Analysis Technology

TANG Honghui1,2, LI Hongchun1（1.College of Medical Technology, Xuzhou Medical University, Jiangsu Xuzhou 
221000, China; 2.Clinical Testing Center, the Fourth Affiliated Hospital of Soochow University/Suzhou Dushu Lake 

Hospital, Jiangsu Suzhou 215000, China）

Abstract: Objective To establish a method for the detection of serum interleukin (IL) -6 based on acridine ester 
chemiluminescence immune quantitative analysis. Methods Double-antibody sandwich method was applied, acridine ester was 
used to label complete antibody, and biotin was used to label enzyme-cut fragment antibody.Next, then they formed a sandwich 
complex with tested substance IL-6, in which biotin and streptavidin-coated magnetic solid particles reacted specifically to 
luminescence. Quantitative analysis was conducted by measuring the luminescence signal value, and the conditions for labeling 
antibody	dilution	buffer,	concentration	of	labeled	antibody	and	sample	addition	amount	were	optimized.	The	performance	indexes	
such as limit of blank (LOB), limit of detection (LOD), intermediate precision, reportable range, interference test and HOOK 
effect	were	evaluated.	Meanwhile,	145	serum	samples	were	selected	and	compared	with	Roche	electrochemiluminescence	by	
linear regression analysis. Results A method for the detection of serum IL-6 based on acridine ester chemiluminescence 
immune	quantitative	analysis	was	established	successfully.	MES-BSA	was	selected	as	the	dilution	buffer	of	labeled	antibody,	0.2	
µg/ml was selected as the concentration of labeled antibody, and 50μl was selected as the sample addition amount. The LOB and 
LOD of the method were 0.2 pg/ml and 0.5 pg/ml, respectively, and the reportable range and the intermediate precision were 
0.5~3 0000 pg/ml and less than 5.3%, respectively. When IL-6 concentration reached 200 000 pg/ml, HOOK effect did not 
appear. In the concentration range of triglyceride（ TG ）30 000 µg/ml, hemoglobin( HGB )9 000 µg/ml, bilirubin( TBIL ) 330 
µg/ml	and	rheumatoid	factor(	RF	)	1	500	IU/ml,	the	interfering	substances	did	not	affect	on	the	detection	results.	Compared	with	
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the electrochemiluminescence method for IL-6 determination, the linear regression equation was Y=0.980 2X － 3.487 9, r = 
0.997 7, and the results of reagent determination by the two methods were highly correlated (P<0.05). Conclusion A method 
for the detection of serum IL-6 based on acridine ester luminescence is established. All the indexes meet the requirements of 
clinical application, making them suitable for promotion and application in clinical laboratories.
Keywords: interleukin-6; acridine ester; chemiluminescence; immune quantitative analysis

白细胞介素（interleukin，IL）-6 是一种中心

炎症介质，参与急慢性炎症、脓毒症、急性呼吸窘

迫综合征及自身免疫病等多种疾病发生 [1-6]。IL-6
水平与疾病严重程度呈正相关，因此，对 IL-6 水平

的监测在临床疾病诊断及预后中发挥重要作用。随

着 IL-6 在临床多领域应用，对 IL-6 检测方法，临

床检测性能指标有了更高需求，特别是临床检测灵

敏度和精密度。目前检测 IL-6 主流方法为流式细胞

术和化学发光免疫分析法。流式细胞术多进行组套

测试，且线性窄，价格较高，增加病人的经济负担。

酶促化学发光和电化学发光法采用传统标记技术制

备标记抗体，在灵敏度和精密度等方面存在一定的

弊端，不能很好满足临床需求 [7-8]。本研究采用生

物素标记酶切片段抗体，提高标记率，并发挥吖啶

酯化学发光免疫分析技术发光效率高，检测灵敏度

高、线性宽、体系稳定等优点，建立人血清 IL-6 检

测方法，为临床 IL-6 检测提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 2023 年 1 ～ 3 月就诊于苏州

市独墅湖医院的 60 例健康体检者样本和 105 例临

床患者样本。剔除脂浊、溶血和黄疸样本。60 例

健康体检者男性 28 例，女性 32 例，年龄 20 ～ 71
（38.22±9.61）岁；105 例患者包括上呼吸道感染、

肺炎、败血症等急慢性感染临床患者，男性 50 例，

女性 55 例，年龄 18 ～ 82（42.64±11.25）岁。本

研究经苏州市独墅湖医院医学伦理委员会审核批

准，伦研批第 231015 号。

1.2 仪器与试剂 IL-6单克隆抗体（GenScript公司）；

IL-6 国 际 标 准 品（NIBSC 89/548）； 吖 啶 酯， 生 
物素（Sigma 公司）；链霉亲和素磁微粒（GE 公司）；

超滤管（Millipore 公司）；低温高速离心机（Eppendorf
公司）；凝胶过滤层析柱（GE 公司，型号 Superdex 
200 16/60）；牛血清清蛋白（BSA）（Bovgen 公司）；

三酰甘油（TG）、血红蛋白（HGB）、胆红素（TBIL）、

胃蛋白酶、枸橼酸、碳酸钠、2- 巯基乙醇试剂（国

药集团）；三羟甲基氨基甲烷蛋白缓冲液（Tris-BSA），

磷酸盐蛋白缓冲液（PB-BSA），2-（N- 吗啉基）乙

磺酸蛋白缓冲液（HEPE-BSA）均为实验室自配。

IL-6 电化学发光测定试剂盒，Cobas e 801 电化学发

光测量系统（Roche 公司）；化学发光底物液、全

自动化学发光免疫分析仪（苏州立禾生物公司，型号：

H360）。

1.3 方法

1.3.1 方法建立：吖啶酯标记抗体的制备：使用磷

酸盐缓冲液（0.02 mmol/L）稀释 IL-6 抗体（3 000 
µg/ml） 至 2 000 µg/ml， 即 0.013 mmol/L；IL-6 抗

体与吖啶酯分子（10 mmol/L）按摩尔比 1 ∶30 加

入相应剂量吖啶酯，置于室温反应 2h，倒入 30KD
超 滤 管 中， 加 入 磷 酸 盐 缓 冲 液（0.02 mmol/L）

5 ml，2 ～ 8℃低温高速离心（离心力 12 500 g）

10min，重复离心超滤 4 次，取出超滤后标记反应液，

置 2 ～ 8℃保存备用。

生物素标记抗体的制备：将 IL-6 抗体（3 000 
µg/ml）用 30KD 超滤管离心，用枸橼酸缓冲液（70 
mmol/L）调整浓度至 4 000 µg/ml ；将胃蛋白酶溶

液（1 600 U/ml）与 IL-6 抗体溶液（4 000 µg/ml）
分别于 37℃振荡预热 30 min，以体积比 1 ∶5 比例

混合，37℃振荡孵育 90 min 后，向反应液中加入

8 倍体积碳酸钠溶液（1 mmol/L）终止反应；采用

凝胶过滤层析柱分离纯化，收集 F(ab’)2 组分，

用 10KD 超滤管离心，调整收集液浓度至 4g/L，于

37℃振荡预热 30 min，以 1 ∶9 体积比加入 2- 巯基

乙醇（0.3 mol/L），37℃振荡孵育 90 min；经凝胶

过滤层析柱分离纯化，收集 Fab’ 组分，用 10KD 超

滤管离心，调整收集液浓度至 2 000 µg/ml 即 0.044 
mmol/L。将超滤收集的 Fab’ 抗体与生物素分子（10 
mmol/L）按照摩尔比 1 ∶30 比例加入相应剂量生物

素，置室温反应 2 h，于 10KD 超滤管中，加入磷

酸盐缓冲液（0.02 mmol/L）5 ml，2 ～ 8℃低温高

速离心（离心力 12 500 g）10 min，重复离心超滤 4 次，

取出超滤后标记反应液，置 2 ～ 8℃保存备用。

校准品的制备：以 PB-BSA 缓冲液为基质，稀

释 IL-6 国际标准品（NIBSC 89/548）浓度为 0，3，

50，500，2 500, 5 000 pg/ml，置于≤ -15℃保存备用。

试剂条件优化：通过检测校准品发光信号值信

噪比和发光信号值高低对标记抗体稀释缓冲液、标

记抗体浓度、样本加样量进行优化选择。

试验反应过程：第一步，将样本、吖啶酯标

记抗体和生物素标记抗体加入反应杯中，反应 10 
min，样本与两株标记抗体形成夹心复合物；第二

步，在反应杯中加入链霉亲和素包被的微粒，反应

10 min，形成固相的链霉亲和素 - 生物素 - 复合物；

第三步，将此固相反应复合物置于磁场内，加入清

洗液清洗除去未结合物，加入化学发光底物液，立
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即采用 H360 全自动化学发光分析仪进行发光信号

值检测，根据建立的校准品曲线计算出样本浓度值。

1.3.2 方法评价：空白限 LOB：参考 CLSI 指南文

件 EP-17A2[9] 方法进行评估。检出限 LOD：参考

CLSI 指南文件 EP-17A2[9] 方法进行评估。中间精

密度：参考 CLSI 指南文件 EP-05A3[10] 方法进行评

估。选择 4 份浓度水平分别为 2.5±0.5，8.0±1.6, 
450±90，3 000±600 pg/ml 样本，每天上下午各检

测一次，每次测 2 孔，共进行 20 天。

干扰试验：选择 IL-6 浓度水平 8.0±1.6, 450± 
90, 3 000±600 pg/ml 的三个样本，将三个样本分

别平均分成 5 份。其中 4 份分别加入 19 倍体积的

TG，HGB，TBIL，RF 作为干扰样本，其干扰终浓

度分别为 30 000，9 000，330 µg/ml,  1 500 IU/ml；
另一份加入同等体积纯化水作为对照。对以上配制

样本各重复检测三次，计算干扰率。

钩状（HOOK）效应：将浓度为 200 000 pg/ml
的样本连续稀释至线性范围上限 5 000 pg/ml，每份

样本重复检测二次，分析发光值与浓度水平之间关

系以判断试剂 HOOK 效应情况。

可报告范围：选择 IL-6 高值样本三份，不同倍

数稀释高值样本至线性范围的上 1/3 区域内，记录

稀释倍数，各稀释样本重复检测三次，计算均值及

样本原倍测量值。原倍测量值与理论值比较，计算

相对偏差。相对偏差不超过 ±15.0% 的最大稀释倍

数为本研究方法推荐的样本最大稀释倍数，线性范

围的上限与最大稀释倍数的乘积为可报告范围的高

限，LOD 为可报告范围低限。

方法学比对：参考 CLSI 指南文件 EP9-A3[11] 实

验方法，选取 IL-6 浓度均匀分布在 0.5 ～ 5 000 pg/
ml 范围内的 145 份血清标本。用本方法与 Roche
公司的 IL-6 测定试剂盒（电化学发光法）同时测定。

对两种方法的样本测值进行回归分析，获得的线性

回归方程 Y=a+bX，其中 b 为斜率，a 为截距，X 为

Roche 试剂的检测结果，Y 为本方法试剂的检测结

果，并计算斜率与截距的 95% 可信区间以及相关

系数 r，进行统计分析检验是否有统计学意义。

1.4 统计学分析 采用 SPSS 23.0 统计软件进行数

据处理分析。线性回归方差分析采用F检验，P < 0.05
为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 试剂条件优化

2.1.1 标 记 抗 体 稀 释 缓 冲 液 的 选 择： 选 择 PB-
BSA，Tris-BSA，MES-BSA 三种稀释缓冲液，分

别对标记好的抗体按 0.2 µg/ml 浓度进行稀释，检

测校准品点 0 和 3 pg/ml，重复检测三次，取均值，

比较在三种缓冲液下的信噪比（3 与 0 pg/ml 校准

品的发光信号值比值）和发光信号值（3 pg/ml 校

准品）变化情况，见表 1。MES-BSA 发光信号值

和信噪比均高于 PB-BSA 和 Tris-BSA，因此选择

MES-BSA 作为标记抗体稀释缓冲液。
表 1 标记抗体稀释缓冲液选择实验结果

缓冲液 信号值（RLU） 信噪比

PB-BSA 9 851 1.8

Tris-BSA 10 637 5.5

MES-BSA 19 445 14.0

2.1.2 标记抗体最适浓度选择：见表 2。用 MES-
BSA 稀释缓冲液将生物素标记抗体和吖啶酯标记抗

体分别以 0.1，0.2, 0.4 µg/ml 的浓度配制，采用正

交实验方式，检测 0 和 3 pg/ml 的校准品，重复检

测三次，取均值，结果显示吖啶酯标记抗体和生物

素标记抗体浓度都在 0.2 µg/ml 时，信噪比最高，

为标记抗体最适使用浓度。
表 2   标记抗体浓度选择信噪比结果

类别
生物素标记抗体（µg/ml)

0.1 0.2 0.4

吖啶酯标记抗体 
（µg/ml)

0.1 9.5 12.8 10.1

0.2 14.7 17.8 13.5

0.4 11.1 12.4 9.3

2.1.3 样本加样量的选择：选择加样量 30, 40, 50 
和 60 µl，分别检测 0 和 3 pg/ml 的校准品，重复检

测三次，取均值，见表 3。随着加样量从 30 µl 增

加到 50 µl，发光值和信噪比逐渐升高，而加样量

在 60 µl 时，发光信号值与 50 µl 相比较趋于平坦，

信噪比反而下降，最终选择 50 µl 作为样本加样量。
表 3 样本加样量选择实验结果

加样量（µl） 信号值（RLU） 信噪比

30 15 317 14.8

40 18 064 17.3

50 22 103 20.6

60 22 151 17.4

2.2 方法评价

2.2.1 空白限 LOB：按 CLSI 指南文件 EP-17A2[9]

方法，对测试样本结果进行统计计算，本方法 LOB
为 0.2 pg/ml。
2.2.2 检出限 LOD：按 CLSI 指南文件 EP-17A2[9]

方法，对测试样本结果进行统计计算，本方法 LOD
为 0.5 pg/ml。
2.2.3 中 间 精 密 度： 参 考 CLSI 指 南 文 件 EP-
05A3[10] 方法，对四份不同浓度水平样本重复 80 次

检测，对测试结果进行统计计算，本方法的重复性

和中间精密度均小于 5.3%，说明此方法的精密度

较高，结果见表 4。
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表 4             中间精密度评价实验结果

样本
编号

x
(pg/ml)

重复性 中间精密度

s (pg/ml) CV (%) s (pg/ml) CV(%)

1 2.9 0.15 5.1 0.15 5.3

2 7.9 0.21 2.7 0.40 5.1

3 421.6 6.81 1.6 14.39 3.4

4 2 915.6 61.92 2.1 124.81 4.3

2.2.4 干扰试验：在干扰浓度为 TG 30 000µg/ml, 
HGB 9 000µg/ml, TBIL 330 µg/ml, RF 1 500 IU/ml 条

件下，测值干扰率，结果见表 5，均在 ±10% 范围

内，对检测结果无显著影响。

2.2.5 钩状（HOOK）效应：见图 1。在 IL-6 达到

200 000 pg/ml 浓度水平时，未出现 HOOK 效应现象，

表明该方法检测准确度性能良好。

表 5 干扰试验评价实验结果

样本
标号

干扰物质
干扰物 干扰样本测值（pg/ml） 对照样本测值（pg/ml）

干扰率（%）
终浓度 1# 2# 3# 1# 2# 3#

1 TG 30 000 µg/ml 7.5 7.5 7.6 8.6 7.5 7.6 -4.6

HGB 9 000 µg/ml 8.1 7.6 7.8 -0.9

TBIL 330 µg/ml 7.5 7.5 7.6 -4.6

RF 1 500 IU/ml 8.4 7.7 7.8 1

2 TG 30 000 µg/ml 424.2 416.1 413.6 414.7 413.3 429.3 -0.3

HGB 9 000 µg/ml 419 405.3 428.7 -0.3

TBIL 330 µg/ml 410.7 412.2 413.6 -1.6

RF 1 500 IU/ml 451.5 437.6 453.4 6.8

3 TG 30 000 µg/ml 2 868.2 2 989.8 2 897 2 859.4 2 816.1 2 954.5 1.4

HGB 9 000 µg/ml 2 940 2 968.7 2 911.5 2.2

TBIL 330 µg/ml 2 781.8 2 825.4 2 755.8 -3.1

RF 1 500 IU/ml 2 959.5 2 932.2 2 970.5 2.7

2.2.6 可报告范围：线性范围 0.5 ～ 5 000 pg/ml， 
4 ～ 6 倍稀释时，相对偏差－ 5.2% ～ 9.5%，均不

超过 ±15.0%，可报告范围为 0.5 ～ 30 000 pg/ml。

图 1 HOOK 效应不同样本浓度实验结果

2.2.7 方法学比对：按 CLSI 指南文件 EP9-A3[11] 实

验方法，两种方法的样本测值线性回归方程为 Y = 
0.980 2 X － 3.487 9，斜率 95% 可信区间为 0.969 1 ~ 
 0.991 2，截距 95% 可信区间为－ 15.108 9 ~ 8.133 2， 
相关系数 r=0.997 7；两种方法线性回归统计方差检

验：F >F0.05，故 P<0.05，差异具有统计学意义。

两种方法试剂测定结果之间有回归关系，且 r 满足

EP9-A3[11] 的要求（r>0.975），两种方法实验结果

呈高度相关，结果见图 2。

图 2 两种方法实验结果拟合曲线

3 讨论

IL-6 是一种多效细胞因子，可调节细胞的生

长与分化、免疫应答、急性期反应及造血功能，并

在机体的抗感染免疫反应中起重要作用。临床血清 
IL-6 检测是评估疾病严重程度及预后的指标。在脓

毒血症中，IL-6 的血清浓度水平增高早于降钙素原

和 C- 反应蛋白，因此能作为早期警告指标。另外，

有研究显示，IL-6 与部分恶性肿瘤发生、发展、治

疗监测具有显著相关性 [12-17]。随着 IL-6 在临床疾病

诊疗中的广泛应用发现，目前有文献报道 IL-6 检测

方法在灵敏度及精密度等方面存在缺陷，不能很好

满足临床需求。
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目 前， 化 学 发 光 免 疫 分 析 法 是 检 测 IL-6 主 流 方

法之一，根据标记物的不同，分为直接化学发光、

酶促化学发光和电化学发光。本研究方法采用吖啶

酯直接化学发光免疫定量分析技术，该技术化学发

光体系简单，不需要催化剂，可以直接在碱性条件

下发光，发光效率高、灵敏度高，受干扰因素少。

同时，该研究建立的方法为提高检测灵敏度和精密

度，首次在抗体标记前对抗体进行了切割预处理，

形成 Fab’ 单体，大大提高了生物素标记效率，减轻 
Fc 端干扰能力。通过对试剂工艺系统的改善，提升

了试剂工艺稳定性，提高了检测方法临床性能指标。

本研究方法建立的各项性能指标均高于 2023 年国

家药品食品监督管理局发布的白介素 -6（IL-6）测

定试剂盒（标记免疫分析法）行业标准 [18]。与相关

文献报道方法性能指标相比，LOD 为 0.5 pg/ml， 
大大优于文献报道的 2.0 pg/ml [7] 或 1.5 pg/ml [8]；

精密度 <5.3%，优于文献报道方法中的≤ 12%[7] 或

≤ 10%[8]；可报告范围 0.5 ～ 30 000 pg/ml，优于文

献报道方法中的 3.0 ～ 8 000 pg/ml [7]；在抗干扰特

异度方面，本研究方法抗干扰物 TG 30 000µg/ml, 
HGB 9 000µg/ml 和 TBIL 330 µg/ml 浓度均高于文

献报道方法中的 TG(20 000µg/ml 和 15 000µg/ml), 
HGB 2 000µg/ml 和 TBIL 250 µg/ml 浓度 [7-8]。对比

文献报道方法，本研究建立的吖啶酯化学发光免疫

定量检测方法具有灵敏度高、精密度好、可报告范

围宽和抗干扰能力强，能够更好地满足 IL-6 对临床

疾病诊疗需求。

本研究中建立的方法学也存在一定的局限性。

首先，与电化学发光方法比对，选择的 145 例血清

样本主要以上呼吸道和肺部感染为主，缺少自身免

疫病、肿瘤、其它急慢性炎症等病例的样本比对，

可能存在样本选择区域或数量差异带来的实验结果

差异。其次，本研究建立的方法虽进行了初步应用

评价，具有与商业化试剂相当的检测性能，但缺乏

全面客观的评估，如参考区间建立的样本数量不够

等。后续还需要在多中心进行临床性能评价，进一

步验证方法的临床适用性。

综上所述，本研究建立的吖啶酯直接化学发光

免疫定量检测血清 IL-6 方法，具有灵敏度高、准

确度好、特异度强等优势，为临床实验室检测血清 
IL-6 提供了一条新的途径，适宜在临床实验室推广

应用。
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