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基于生物素 亲和素时间分辨荧光免疫法检测血清可溶性 
fms 样酪氨酸激酶 -1 的方法建立及性能评价

谭玉华 1，于 婷 2，余海枷 1，李高成 1，冯健明 1（1. 广州市丰华生物股份有限公司体外诊断试剂研发中心， 
广州 510730；2. 中国食品药品检定研究院体外诊断试剂检定所，北京 100050）

摘  要：目的  建立检测血清可溶性 fms 样酪氨酸激酶 -1（sFlt-1）的生物素 - 亲和素时间分辨荧光免疫法（BAS-TRFIA），

并对其性能进行评价。方法  利用链霉亲和素包被微孔板、生物素标记捕获 sFlt-1 单克隆抗体和铕标记检测 sFlt-1 单克

隆抗体，建立一种 BAS-TRFIA 定量测定孕妇血清中的 sFlt-1 浓度。对该方法的检测低限、生物检测限、功能灵敏度、

精密度、线性、干扰试验和高剂量钩状效应等性能指标进行评价。选择 106 份孕周大于 9 周的无溶血、黄疸和脂血的孕

妇血清剩余样本，用于 BAS-TRFIA 和电化学发光法的比对研究，比对试验结果的相关性采用线性回归分析。结果  该
方法的样本最适反应时间为 90min，检测低限为 1.00pg/ml，生物检测限为 10.00pg/ml，功能灵敏度为 10.00pg/ml，批内

和批间变异系数均在 5.00% 以内，线性范围为 20.00 ～ 40 000.00pg/ml，分别在低浓度和高浓度质控品中添加有干扰物

的 17 种干扰样本与基础样本检测结果的相对偏倚在 -4.94% ～ 4.24% 内；检测样品 sFlt-1 浓度高达 150 000pg/ml 时未

出现高剂量钩状效应；样本 sFlt-1 浓度在 105.40 ～ 40 972.00pg/ml 间，与电化学发光法（ECL）检测结果的线性回归方

程为 Y=1.086 7X+17.946（r =0.994 4，t=96.26，P ＜ 0.05）。结论  BAS-TRFIA 具有灵敏度高、精密度好、线性范围较

宽和抗干扰能力强，与参比方法检测结果的相关性良好等优点，可以满足临床需要。
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Abstract：Objective  To establish a biotin-avidin system time-resolved fluorescence immunoassay (BAS-TRFIA) for detecting 
serum soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) and evaluate its performance. Methods A BAS-TRFIA was established to 
quantitatively determine the concentration of sFlt-1 in the serum of pregnant women, which based on the microplate was coated 
with streptavidin. The monoclonal antibody to capture sFlt-1 was labeled by biotin, and the detection of sFlt-1 monoclonal 
antibody was labeled by europium. The performance indicators such as lower limit of detection, biological limit of detection, 
functional sensitivity, precision, linearity, interference test, cross-reaction test, and high dose hook effect of the method were 
evaluated. A total of 106 remaining serum samples from pregnant women with no hemolysis, jaundice and lipemia at more than 
9 weeks were detected by BAS-TRFIA and electrochemiluminescence for methodological comparison study, and the correlation 
of the comparison test results was analyzed by linear regression. Results The optimal reaction time of the sample was 90 min. 
The lower limit of detection was 1.00pg/ml. The biological limit of detection was 10.00pg/ml, and the functional sensitivity was 
10.00pg/ml. The intra-assay CV and inter-assay CV were both within 5%, and the linear range was 20.00 to 40 000.00pg/ml. The 
relative bias of the detection results of the 17 interfering samples with interfering substances added to the low-concentration and 
high-concentration quality controls and the basic samples was within -4.94% ～ 4.24%. The high dose hook effect was not found 
in sFlt-1 samples up to 150 000pg/ml. When the concentration of sFlt-1 in the sample was 105.40 ～ 40 972.00pg/ml, the linear 
regression equation of BAS-TRFIA and electrochemiluminescence(ECL) detection results was Y=1.086 7X+17.946（r =0.994 4，
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t=96.26, P ＜ 0.05）. Conclusion  The quantitative detection of sFlt-1 by BAS-TRFIA has high sensitivity, good precision, wide 
linear range, strong anti-interference ability, and good correlation with the detection results of reference methods, which is 
valuable for clinical application.

Keywords：biotin；avidin；time-resolved fluorescence immunoassay；soluble fms-like tyrosine kinase-1；
performance evaluation

可溶性 fms 样酪氨酸激酶 -1（soluble fms-like ty-
rosine kinase-1，sFlt-1）是一种具有酪氨酸激酶活性的

糖蛋白。近年研究表明子痫前期孕妇胎盘分泌 sFlt-1
异常增多，已成为子痫前期的重要发病因素 [1]。sFlt-1
和胎盘生长因子（placental growth factor, PlGF）已成

为监测子痫严重程度的新型血清标志物 [2]，联合检

测 sFlt-1 与 PlGF 比值（sFlt-1/PlGF）也成为早期预测

子痫前期的有效方法 [3]。目前已报道检测 sFlt-1 的方

法有酶联免疫吸附法（ELISA）[4]、荧光免疫层析法

（GICA）[5] 和电化学发光法（ECL）[2] 等，但 ELISA
法存在酶标记物容易失活、灵敏度低、定量范围窄

和高剂量钩状效应严重等缺陷；GICA 法存在灵敏

度较低和精密度不高的缺点；而 ECL 法为非开放系

统，试剂价格昂贵，设备成本和维护费用较高。时

间分辨荧光免疫法（time-resolved fluoroimmunoassay，

TRFIA）是一种非放射性超微量分析的发光免疫法，

采用独特荧光特点的镧系元素标记技术、波长分辨技

术、时间延迟技术和解离 - 增强技术，具有荧光标记

物的相对比活性高且稳定、灵敏度高（10-18mol/ 孔）、

不受样品自然荧光干扰和易自动化等特点。因此本研

究旨在建立一种基于生物素 - 亲和素系统（biotin-avidin 
system，BAS）的 TRFIA 定量检测血清 sFlt-1 的高灵

敏度方法，并对其分析性能进行评价，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料来源 106 份孕周大于 9 周的无溶血、黄

疸和脂血的孕妇剩余血清样本用于方法学比对试

验。样本均非本研究试验目的而专门采集的，不涉

及患者隐私信息，对患者不存在因样本采集、检测

对健康带来伤害，不需要患者支付任何费用，不需

要进行其他专门的配合，可视作对患者几乎无任何

损害和潜在风险，所有受检者在就诊时均已完成知

情同意，因此本研究不再提交伦理委员会审评及受

试者知情同意书 [6-7]。

1.2 仪器与试剂 捕获 sFlt-1 单克隆抗体、检测

sFlt-1 单克隆抗体和重组人 sFlt-1 蛋白（广州诺煜

辰生物科技有限公司）；链霉亲和素（streptavidin，

SA）、生物素、防腐剂 Proclin300 和截留分子量

为 30 000 的超滤离心管（美国 Merck 公司）；牛

血清清蛋白（安徽康源生物技术有限公司）；丙烯

葡聚糖凝胶 SephacryTM S-200（美国 GE 公司）；

N1-(P- 异硫氰基苄基 )- 二乙三胺四乙酸铕钠（美国

Revvity 公司）；其他试剂为国产分析纯；96 孔酶

标微孔板（深圳市金灿华实业有限公司）；sFlt-1
检测试剂盒 ( 电化学发光法 ) 及配套的 sFlt-1 定标

液（罗氏诊断公司）。增强液、浓缩洗液、实验缓

冲液、样本稀释液、FWZ- Ⅰ型微量振荡器和 Auto-
TRFIA-4 型全自动荧光免疫分析仪（广州市丰华生

物股份有限公司）；离心半径为 12 cm，最高离心

转速为 4 000 r/min 的 TDL-500C 型离心机（山东百

欧医疗科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 BAS-TRFIA 检测血清 sFlt-1 方法的建立

1.3.1.1 校准品的制备：重组人 sFlt-1 蛋白用含 50.0g/
L 牛血清清蛋白的 50mmol/L，pH 7.80 三羟甲基氨基

甲烷 - 盐酸溶液配制成校准品 A ～ F 和 2 个质控品

溶液。校准品 A ～ F 浓度分别为 0，20.40，427.75，

2 072.05，15 404.62 和 40 277.38pg/ml，低浓度和高

浓度质控品的靶值范围分别为 208.30 ～ 232.80pg/ml
和 21 656.10 ～ 24 363.31pg/ml。
1.3.1.2 微孔反应板的制备：将 SA 用 10mmol/L，

pH 4.5 磷酸盐缓冲液稀释至 3μg/ml 作为包被液，

按照文献 [8] 的方法制作固相 SA 微孔反应板。

1.3.1.3 生物素化抗体的制备：将 1mg 捕获 sFlt-1 单

克隆抗体用 0.1mol/L，pH 8.0 的碳酸氢钠缓冲液稀

释到 2mg/ml，用 0.1mol/L，pH 8.0 的碳酸氢钠缓冲

液透析 18h，向透析后的抗体溶液中加入浓度为 1 
mg/ml 的生物素（用二甲基亚砜溶解）100μl，并置

于微量振荡器上（1 150r/min）室温振荡 3h，然后向

混合溶液中加入浓度为1mol/L的氯化铵溶液2.4μl，
在微量振荡器上（1 150r/min）室温振荡 10min。然

后将混合溶液用 20mmol/L，pH 7.4 的磷酸盐缓冲液

透析 18h，得到 sFlt-1 生物素化抗体母液。生物素化

抗体母液采用含有 2g/L 牛血清清蛋白的 20mmol/L，

pH7.4 磷酸盐缓冲液，按体积比 1 ∶ 1 000 稀释成生

物素化抗体工作液。

1.3.1.4 铕标记物的制备：按照文献 [8] 的方法制作

sFlt-1 铕标记物母液。采用方阵滴定法，铕标记物

母液采用实验缓冲液按体积比 1 ∶ 1 500 稀释成铕

标记物工作液。

1.3.1.5 BAS-TRFIA 定量检测 sFlt-1 程序：将浓缩

洗液用纯化水按体积比 1 ∶ 25 倍稀释成洗涤工作

液。采用 AutoTRFIA-4 型全自动荧光免疫分析仪

中的 sFlt-1 检测程序：向微孔反应板的微孔中加入

100μl 生物素化抗体工作液，室温（20 ～ 25℃）
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下缓慢振荡孵育 20min，用洗涤工作液洗涤微孔 2
次；然后吸取 50µl 的校准品、质控品或待测样本

依次加入微孔中，同时向每孔中加入 100µl 的铕标

记物工作液，在室温下缓慢振荡孵育至最适样本反

应时间，然后用洗涤工作液洗涤微孔 6 次；再向每

孔中加入增强液 150µl，于室温下缓慢振荡 5min 后，

使用判读仪检测荧光计数值 [ 单位：计数 / 秒（counts 
per second, CPs）]，并用配套的软件进行结果分析。

样本最适反应时间确定：按照以上方法检测校准品

A ～ F， 选 择 60，75，90，105 和 120min 作 为 反

应时间，选择荧光计数值趋于稳定的时间点为样本

最适反应时间。

1.3.2 参比方法操作：参比试剂为罗氏诊断公司的

sFlt-1 检测试剂盒 ( 电化学发光法 )，采用 sFlt-1 定

标液校准检测程序。严格按照说明书进行操作。

1.3.3 分析性能评价

1.3.3.1 剂量 - 反应曲线建立：采用双对数（Log/
Log_B）数学模型，三次样条插值（spline）函数

拟合剂量 - 反应曲线，相关系数（correlation coeffi-
cient，r）应不低于 0.990 0。

1.3.3.2 分析灵敏度评价：参照文献 [8] 的方法对

BAS-TRFIA 检测 sFlt-1 的检测低限（lower limit of 
detection，LLD）、生物检测限（biological limit of 
detection，BLD） 和 功 能 灵 敏 度（functional sensi-
tivity，FS）进行评价。

1.3.3.3 精密度评价：同一个批次试剂平行检测低浓

度和高浓度质控品各10次，计算批内变异系数（CV）。

三个批次试剂分别平行检测低浓度和高浓度质控品

各 10 次，得到的 30 次结果计算批间 CV。批内和批

间 CV 应分别不高于 8% 和 15%。

1.3.3.4 线性评价：将高浓度样本采用样本稀释液稀释

成 20.00，400.00，2 000.00，15 000.00 和 40 000.00pg/
ml 的样品，对每一浓度的样品重复测定 2 次，计算

其平均值为实测浓度，将实测浓度与理论浓度用最小

二乘法进行线性拟合，r 应不低于 0.990 0。

1.3.3.5 干扰试验：在低浓度和高浓度的质控品中

添加干扰物质至以下水平：血红蛋白（180g/L），

三 酰 甘 油（21.54mmol/L）， 胆 红 素（818µmol/
L），对乙酰氨基酚（1 324µmol/L），左旋抗坏血

酸（171µmol/L）， 阿 司 匹 林（3.62mmol/L）， 肝

素钙（5.0mmol/L），99.5% 乙醇 [5%(v/v)] ，叶酸

（1 400nmol/L），庆大霉素（21µmol/L），人血清

清蛋白（60g/L），异丁苯丙酸（2 425µmol/L），γ-
球蛋白（45g/L），类风湿因子（1 000 IU/ml），抗

核抗体（效价为 1 ∶ 1 000），人抗小鼠抗体（125ng/
ml）和生物素（3 500ng/ml）。添加有等体积空白

溶剂的低浓度或高浓度质控品为基础样本。计算干

扰样本与基础样本检测结果的相对偏倚，干扰率应

在 ±10% 以内。

1.3.3.6 高剂量钩状效应评价：将重组人 sFlt-1 蛋

白用样本稀释液稀释成理论浓度为 10，20，30，

40，200，900，4 500，22 500，50 000，60 000，

70 000，80 000，90 000，150 000，200 000，115 
000，120 000，125 000，130 000，140 000，150 
000，160 000 和 200 000pg/ml 的样品，检测其荧光

计数值。如某一浓度的样品检测荧光计数值不再随

浓度升高而升高，即出现高剂量钩状效应。

1.3.3.7 方法学比对试验：本研究方法与参比方法平

行检测 106 份孕妇血清样本中的 sFlt-1 含量，采用

最小二乘法进行线性回归分析，r 应不低于 0.975 0。

1.4 统计学分析 结果数据采用 Microsoft Excel 软

件进行统计分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）
表示，CV=100%×s/х，两种方法检测结果的相关性

采用线性回归分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 样本最适反应时间 在不同样本反应时间下，

校准品 A ～ F 的荧光计数值趋于稳定时的最适反应

时间为 90min。

2.2 剂量 反应曲线 见图 1。校准品 A ～ F 的浓度

值和荧光计数值拟合得到的剂量 - 反应曲线的 r 达

0.999 0。

图 1 剂量 反应曲线

2.3 灵敏度 见表 1。零浓度校准品 A 平行检测

12 次的空白荧光计数值（x 空白 ±s 空白）为 709±18 
CPs，95% 的 可 能 性 荧 光 值（x 空 白 +2s 空 白） 为 745 
CPs，其在剂量 - 反应曲线上拟合得到的 LLD 为

1.00pg/ml。BLD 和 FS 均为 10.00pg/ml。
2.4 精密度 见表 2。低浓度和高浓度质控品的批

内和批间 CV 均在 5.00% 以内。

2.5 线性 在 20.00 ～ 40 000.00pg/ml 内，实测浓度与理

论浓度的线性回归方程为 Y=1.002 8X+79.314，r =0.999 9。



189现代检验医学杂志　第 40 卷　第 2 期　2025 年 3 月　J Mod Lab Med, Vol. 40, No. 2, Mar. 2025

表 1 BLD 和 FS 计算结果

sFlt-1（pg/ml） x 净（CPs） s 检测限样品（CPs） x 净 -3s 检测限样品（CPs） CV（%）

1.25 202 234 -501 25.71

2.5 237 210 -393 22.2

5 505 264 -288 21.77

10 907 235 202 14.54

20 1 976 331 982 12.34

40 3 886 460 2 505 10.01

表 2 精密度评价结果（pg/ml）

类  别
批内 批间

x s CV(%) x s CV(%)
低浓度 220.66 9.42 4.27 218.95 9.47 4.33
高浓度 22 705.52 730.43 3.22 22 853.08 761.74 3.33

2.6 抗干扰能力  见表 3。分别在低浓度和高浓度

质控品中添加有干扰物质的 17 种干扰样本，与基

础样本结果的相对偏倚在 -4.94% ～ 4.24% 内。

表 3 抗干扰能力评价结果（pg/ml）

干扰物质 浓度
低浓度 高浓度

基础样本 干扰样本 干扰率（%） 基础样本 干扰样本 干扰率（%）

血红蛋白 180 g/L 219.45 222.01 1.17 23 007.69 23 006.51 -0.01

三酰甘油 21.54 mmol/L 220.52 217.31 -1.46 23 012.30 22 938.11 -0.32

胆红素 818 µmol/L 220.48 222.31 0.83 23 007.58 23 022.11 0.06

对乙酰氨基酚 1 324 µmol/L 220.08 209.21 -4.94 23 008.08 22 755.21 -1.10

左旋抗坏血酸 171 µmol/L 219.65 215.31 -1.98 23 002.00 22 445.81 -2.42

阿司匹林 3.62 mmol/L 219.55 213.81 -2.61 23 008.41 22 738.41 -1.17

肝素钙 5.0 mmol/L 220.50 220.11 -0.17 23 008.54 22 825.21 -0.80

99.5% 乙醇 5%(v/v) 221.01 213.81 -3.26 23 006.79 22 205.01 -3.48

叶酸 1 400 nmol/L 219.57 215.71 -1.76 23 008.73 22 644.61 -1.58

庆大霉素 21 µmol/L 219.92 218.91 -0.46 23 013.78 23 053.41 0.17

人血清清蛋白 60 g/L 220.66 223.21 1.16 23 007.02 23 192.51 0.81

异丁苯丙酸 2 425 µmol/L 219.48 213.81 -2.58 23 005.49 22 575.71 -1.87

γ- 球蛋白 45 g/L 219.62 221.31 0.77 23 007.19 23 092.61 0.37

类风湿因子 1 000 IU/mL 219.95 224.31 1.98 23 007.83 23 425.51 1.82

抗核抗体效价 1:1 000 219.63 227.61 3.63 23 011.41 23 631.21 2.69

人抗小鼠抗体 125 ng/ml 219.22 228.51 4.24 23 004.62 23 307.41 1.32

生物素 3 500 ng/ml 220.34 219.45 -0.40 23 009.34 22 905.16 -0.45

2.7 高剂量钩状效应 当样本中 sFlt-1 检测浓度不
超过 150 000 pg/ml 时，未表现出高剂量钩状效应。
2.8 方法学比对 见图 2。在 105.40 ～ 40 972.00 
pg/ml 内，与参比方法检测结果的线性回归方程为
Y=1.086 7X+17.946（r =0.994 4，t=96.26，P ＜ 0.05）。

图 2 线性回归曲线

3 讨论

研究表明 sFlt-1 是血管内皮生长因子（VEGF）

和 PlGF 的有效拮抗剂，子痫前期孕妇的 sFlt-1 水

平上调，sFlt-1 结合 VEGF 和 PlGF 而使两者水平

下降，且血液循环中过量的 sFlt-1 又负反馈于血液

中的 VEGF 和 PlGF 分泌途径而使两者分泌减少；

另外 sFlt-1 还可抑制 VEGF 和 PlGF 作用于细胞表

面的特定受体，导致血管内皮功能紊乱，从而引

起子痫前期相关的临床表现 [1-2]。联合检测 sFlt-1，

PlGF，sFlt-1/PlGF 比值能够帮助临床更快地预判孕

妇患病的风险 [9-10]，sFlt-1/PlGF 比值≤ 38 时用于排

除一周内的子痫前期，sFlt-1/PlGF 比值＞ 38 时用

于预测四周内的子痫前期 [11]，因此 sFlt-1 已成为子
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痫前期临床辅助诊断实用的预警指标之一。

基于 BAS 的技术已在体外诊断检测领域得到广

泛应用，其为利用 1 分子亲和素可以结合 4 分子生物

素的级联放大技术，亲和素与生物素反应高度专一，

两者一经结合就极其稳定，现多采用生物素 - 链霉亲

和素系统，可增加固相载体上抗体 / 抗原的结合数量，

并减少空间位阻效应，能牢固结合更多的抗原 / 抗体，

具有灵敏度高、稳定性好和检测范围宽的特点 [12]。本

研究基于BAS-TRFIA检测血清sFlt-1，其检测低限（1.00 
pg/ml）优于荧光免疫层析法的检测低限（12 pg/ml）[5]

和磁性微粒 TRFIA 的检测低限（10.78 pg/ml）[13]，其

功能灵敏度（10.00 pg/ml）优于参比方法说明书上声

称的功能灵敏度（15.00 pg/ml）；其剂量 - 反应曲线

检测范围（0 ～ 40 000.00 pg/ml）宽于文献 [13] 报道

的检测范围（0～25 000 pg/ml）；其线性范围下限（20.00 
pg/ml）明显低于荧光免疫层析法检测 sFlt-1 的线性范

围下限（40.00 pg/ml）[5]，但线性范围上限（40 000.00 
pg/ml）窄于荧光免疫层析法的线性范围上限（8 5000 
pg/ml）[5]，可能与两者的方法学原理和加样体积不同

有关，仍需进一步研究与探讨。

缘于外源生物素对 BAS 化学发光技术的干扰

以及不良事件的不断报道，美国食品和药品管理局

（FDA）先后发布警示信息以及相关指南对生物素

干扰进行监管 [14-16]，并建议将需要研究的生物素最

高浓度设定到 3 500 ng/ml[14]。本研究结果显示，17
种干扰物质（常见内源性干扰物、治疗药物或营养物、

摄入物和异嗜性抗体等）对 sFlt-1 检测结果的干扰

率均在 ±10% 以内，表明已达到常规方法抗干扰能

力 [8]。3 500 ng/ml 的生物素对本研究检测结果未产

生明显影响，这与反应模式和检测平台有关 [12]，本

研究的微孔反应板中包被的 SA 在样本加入前，先

与生物素化抗体进行了高亲和力结合，从而避免了

样本中高剂量生物素竞争结合 SA 而对检测结果的

影响。

既往研究表明正常孕妇在孕早期至孕中期的血

清中 sFlt-1 浓度较为平稳，之后开始逐渐升高，至

足月妊娠达到高峰 [17]，而子痫前期孕妇组血清中

sFlt-1 水平可达 13 010.43±2 321.84 pg/ml，健康孕妇

对照组血清中 sFlt-1 为 2 160.74±432.18 pg/ml[18]。本

研究结果显示其线性范围达 20 ～ 40 000.00 pg/ml，
且未出现高剂量钩状效应的 sFlt-1 水平达 150 000 
pg/ml，已能满足临床高值样本检测需要。目前临床

sFlt-1 检测主要采用罗氏诊断公司的试剂盒，但试剂

和设备昂贵，普及率不高 [13]。本研究方法与参比方

法检测结果的 r 达 0.994 4（t=96.26，P ＜ 0.05），

表明两种方法学间检测结果具有良好的相关性。

综上所述，本研究方法定量检测 sFlt-1 具有灵

敏度高、精密度好、线性范围较宽、抗干扰能力强、

特异度好、检测范围宽，与参比方法检测结果的相

关性良好，可以满足临床需要。
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