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摘  要 : 旨在制备抗心肌肌钙蛋白 T (cTnT) 的单克隆抗体 (mAb)，对单抗进行初步评价鉴定，并建立 (cTnT) 

的化学发光定量检测试剂。首先利用外购的 cTnT 抗原免疫 BALB/c 小鼠，利用常规 mAb 制备技术和间接 ELISA

法筛选 mAb，以表达和合成的 cTnT 片段对筛选到的 mAb 进行表位鉴定。使用双抗体夹心 ELISA 方法筛选检

测 cTnT 抗原的配对 mAb，并建立 cTnT 全自动化学发光定量检测试剂。使用 220 例临床标本评价该试剂与罗

氏试剂的检测一致性，另外使用 238 例临床样本和 784 例体检人群样本评价该试剂的临床应用。我们成功筛选

到 33 株稳定分泌抗 cTnT 抗体的杂交瘤细胞株，并对单抗的表位进行初步鉴定。我们筛选到能检测 10 pg/mL 

cTnT 抗原的配对 mAb E16H8 和 C8G11，并使用该配对研制出全自动化学发光定量试剂。该试剂与罗氏试剂

相关系数 r 达到 0.959 9，检测一致率 95%，利用该试剂盒检测临床样本灵敏度为 97.5%，特异性为 99.15%，

99%体检人群的 cTnT 浓度分布小于 0.080 6 ng/mL，符合 WHO 对急性心肌梗死的定义标准。综上，初步建立

了 cTnT 诊断优势表位单抗，并利用这些优势表位的单抗建立全自动管式化学发光定量检测试剂，与罗氏试剂

检测结果符合率高。 

关键词 : 心肌肌钙蛋白 T (cTnT)，急性心肌梗死  (AMI)，单克隆抗体，化学发光  
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Abstract:  The aim of this study is to prepare and characterize cardiac troponin T (cTnT) monoclonal antibodies (mAb), 

and further develop a chemiluminescence quantitative detection assay for cTnT. BALB/c mice were immunized with 

recombinant cTnT antigen, and specific mAbs were prepared using conventional hybridoma technique and screened by 

indirect ELISA method. To identify the epitopes, several cTnT peptide fragments were synthesized or expressed by genetic 

engineering. A double antibody sandwich ELISA method was used to screen the mAb pairs for cTnT detection, and the 

automatic chemiluminescence detection assay for cTnT was developed. In total 220 clinical specimens were used for 

system comparison between our assay and Roche cTnT assay; further performance characteristics was evaluated by testing 

238 clinical samples and 784 physical examination samples. We successfully screened 33 strains of hybridoms against 

cTnT, and the mAbs’ epitopes were identified. Mab E16H8 and C8G11 with a detection limit of 10 pg/mL cTnT antigen 

were selected to develop the full automatic chemiluminescence quantitative assay. The correlation coefficient of our 

reagent with Roche’s was 0.959 9, with a coincidence rate of 95%. The assay presented a sensitivity of 97.5%, and a 

specificity of 99.15% in detection of clinical samples. The cTnT concentration was less than 0.080 6 ng/mL in 99% of 

general population, which agrees with the definition of WHO on patients with acute myocardial infarction (AMI). In 

summary, we developed monoclonal antibodies against predominant epitopes for diagnostics of cTnT, and an automatic 

tubular chemiluminescence quantitative detection assay was further developed, which presents a high coincidence rate with 

Roche’s. 

Keywords:  cardiac troponin T, acute myocardial infarction (AMI), monoclonal antibodies, chemiluminescence 

心血管疾病是我国最常见的疾病之一，死

亡率很高[1]。随着基础医学临床医学和检验医学

的不断发展，陆续有许多心脏标志物先后应用

于临床，在心脏疾病的诊断危险性评估疗效观

察预后估计等方面起了重要作用。目前，临床

应用的心脏标志物按功能可大致分为 3 类：一

是主要反映心脏组织损伤的标志物；二是了解

心脏功能及预测冠状动脉粥样硬化标志物；三

是作为心血管炎性疾病的标志物[2-7]。因此检测

心脏标志物对指导心脏病人的治疗、监测血栓

病人的溶栓疗效、判断愈后都有着重要的意义[8]。 

心肌肌钙蛋白 T (cTnT) 是心肌损伤 (如心

肌梗死) 的特异性和高敏感性的标志物，由于分

子量小 (37 000 Da)，所以发病后血中浓度迅速

升高。心肌肌钙蛋白 T (cTnT) 是能预测急性冠

状动脉综合症短期、中期甚至长期结局的 1 种

独立的预后诊断标志物。低浓度的肌钙蛋白 T

是心血管事件  (包括初发和再发的心房颤动) 

的独立预测指标[9]。血中 cTnT浓度增高也可见

于其他疾病，如心肌炎、心脏挫伤、肺栓塞和

药物引起的心脏毒作用[10-13]。本研究目的就是

特异性单抗的原料制备以及基于全自动管式化
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学发光免疫检测试剂的建立。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

心肌肌钙蛋白 T 抗原购买于 International 

laboratory USA (产品货号：CMT866525A)；cTnI

抗原 (购买于 International Laboratory USA货号

CM583262)；Human troponic C (TnC) 购买于

HyTest (货号：8T57)。小鼠骨髓瘤细胞株 SP2/0

为本公司保存。BALB/c小鼠为上海斯莱克动物

中心提供。PEG1500﹑次黄嘌呤﹑胸腺嘧啶﹑氨

基喋呤﹑ DMSO﹑ HRP、磁微粒 Dynabeads 

M-270购自美国 Life technologies公司。吖啶酯

等购自 Sigma 公司。RPMI 1640 基础培养基购

自 Gibco公司。胎牛血清购自 PAA 公司。羊抗

鼠标记辣根过氧化酶、 IgM﹑ IgG1﹑ IgG2a﹑

IgG2b﹑IgG3为 Serotec公司产品。 

1.2  样本 

1.2.1  临床样本 

选取 2013 年 11月−2013年 12月福建医科

大学附属协和医院及厦门大学附属中山医院收

集的临床样本，来源于门诊住院病人，其中确

诊 AMI 的 118 例，排除 AMI 的 120 例 (AMI

的诊断标准参照全国中西医结合防治冠心病、

心绞痛、心律失常研究座谈会修订的诊断标准

和 WHO 缺血性心脏病诊断标准) 其次还选择

了厦门大学附属中山医院收集有罗氏 E170检测

背景的标本 220份。 

1.2.2  体检样本 

均来自体检中心健康体检者。 

1.2.3  样本采集 

所有检测对象均为肝素抗凝的血浆。 

1.3  仪器 

Caris200 为厦门优迈科医学仪器有限公司

的产品。 

1.4  多抗、单抗制备  

选择 6 只雌性 BALB/c 小鼠用外购的 cTnT

抗原乳化完全弗氏佐剂  (CFA) (Sigma, St. 

Louis，MO) 皮下免疫 50 μg/只、免疫总体积是

500 μL，两周后使用同样的抗原乳化不完全弗氏

佐剂 (IFA) (Sigma，St. Louis，MO) 进行皮下

免疫，剂量、免疫体积同初次免疫，间隔 2 周

继续免疫加强 2 针。最后利用相同的抗原 PBS

稀释至 1 mg/mL脾脏免疫 100 μL，采集眼球血

清监测血清效价 3 d 后开展细胞融合。细胞融

合、克隆化、腹水制备以及纯化均按照常规方

法进行[14]。其中融合、克隆化的筛选模式是利

用间接法筛选检测，利用外购抗原 300 ng/孔包

被于聚苯乙烯微孔板上，包被缓冲液是碳酸缓

冲液，而后加入细胞上清反应，最后利用羊抗

鼠标记的辣根过氧化物酶二抗捕获反应。选择 1

只 3月龄新西兰兔利用外购的 cTnT抗原免疫制

备多抗 (剂量是 200 μg/只；皮下免疫；免疫体

积 1 mL)，免疫周期 3周一次，免疫 3针后处死

采集血清[15]。 

1.5  抗原制备以及鉴定  

利用 PTO-T7 载体 (本实验室构建) 构建

cTnT全长以及不同区段的克隆，在 cTnT全长以

及不同区段 N 端再引入 6 个 His 的标签，并在

大肠杆菌中获得表达，命名为 r-cTnT、

B6-71-285、B6-71-130、B6-101-160、B6-131-190

和 B6-161-220。经过金属螯合层析获得纯化抗原。

利用兔多抗血清评价制备的抗原：利用获得不同

的截断抗原包被，而后加入兔多抗血清评价。 
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1.6  单抗特征分析 

1) mAb滴度测定：杂交瘤细胞培养上清及

mAb滴度的测定采用间接 ELISA法，包被的抗

原为外购的 cTnT 抗原。2) mAb 的亚型鉴定：

采用间接 ELISA法分析。将抗体稀释至 1 μg/mL

加入预先包被外购的 cTnT 抗原的微孔板中反应

其中抗原的包被量是 300 ng/孔，所用酶标二抗为

商品化购买的 IgM、IgG1、IgG2a、IgG2b和 IgG3

的酶标二抗，根据说明书进行使用。3) mAb 识

别表位的分析：将不同表达的区段分别进行包被

后，用间接 ELISA法测定各株 mAb与之的反应

性，从而分析各株 mAb的识别表位[16]。 

1.7  酶联免疫吸附试验平台检测系统的建立 

1) 单抗之间阻断试验验证：利用 r-cTnT包

被评价 32株单抗之间的相互阻断关系，并初步

分类。用间接阻断 ELISA 分析 mAb 间与 cTnT

抗原反应的相互阻断情况，以便为双抗体夹心

检测 cTnT 抗原选择配伍 mAb 提供参考。mAb

辣根过氧化物酶  (HRP) 的标记采用改良过碘

酸钠法 [17]。将各株单抗分别加入预先包被

r-cTnT抗原的微孔板中 37 ℃反应 30 min，对照

孔加 PBS，而后利用 PBST洗板后，正交加入各

合适稀释度的单抗标记的酶液 37 ℃反应 30 min，

PBST 洗板后并显色读值。最后依据各阻断孔

OD450值与相应对照孔的 OD450值之差与对照孔

OD450 值的百分比值作为某 mAb 对相应

HRP-mAb的阻断值，大于 50%认为有阻断效果，

小于 50%认为无阻断效果[18]。2) 采用方正滴定

法[18]筛选配对单抗，以灵敏度高、本底低、线

性范围广为选择标准，最终确定 E16H8 为包被

单抗，C8G11为酶标单抗初步建立酶免试剂。 

1.8  磁微粒包被单克隆抗体 

取 1 mg磁微粒用 200 μL EDC溶液 (10 mg 

EDC溶于 1 mL去离子水) 活化，然后加入 10 μg

单克隆抗体并置于旋转混匀仪上孵育偶联 2 h，孵

育后洗液洗涤 3次后用 1 mL甘氨酸溶液 (pH 7.4) 

进行封闭，完成封闭后保存在含酪蛋白的 PBS

缓冲液中[19]。 

1.9  吖啶酯标记单克隆抗体 

取 100 μg单克隆抗体稀释到合适浓度后加

入 15 μL 吖啶酯 (溶于甲基甲酰胺中)，混匀，

室温避光反应 30 min；加入 1 mL 赖氨酸溶液 

(pH 8.0) 封闭；最后透析到 PBS缓冲液中，用

含酪蛋白的 PBS缓冲液稀释后使用[19]。 

1.10  心肌肌钙蛋白 T 定量测定试剂盒的配

制以及免疫分析方法 

将包被好的磁微粒及标记好的吖啶酯按照一

定的稀释比例进行稀释，稀释后进行罐装、组装

及贴签，即为心肌肌钙蛋白 T定量测定试剂盒。 

取 50 μL 标记了单抗的磁珠缓冲液加入 U

型微孔板中并加入 50 μL待检测样品，贴上封板

膜后放置于 37 ℃恒温箱内孵育。15 min后将微

孔板置于磁力板架上，磁珠完全被吸附后，PBST

清洗 3 遍，吸干残余洗涤液，加入吖啶酯标记

的抗体缓冲液 50 μL，37 ℃恒温箱孵育 10 min，

PBST清洗 3遍，将每孔磁珠转移至发光管中，

加入激发液 A100 μL，上机检测时加入激发液

B100 μL，检测发光值[20]。 

1.11  参考品的配制 

cTnT抗原用基质血 (购买于Trina公司) 稀

释后用罗氏 E170 试剂定量,而后将定量的抗原用

基质血稀释成 L系列参考品，–20 ℃保存备用。 

1.12  分析灵敏度的确定 

用试剂检测 L系列参考品 (L1–L8，浓度分

别为 0.01、0.1、0.4、1、2、5、10、25 ng/mL)，
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用 GraphPad Prism 进行四参数拟合试剂剂量反

应曲线。然后重复测定基质血清 20次，计算其

平均发光值、标准差，得出 M+2SD，然后将

M+2SD 的 RLU 值代入试剂盒剂量反应曲线方程

中，求出对应的浓度值，即为其分析灵敏度。 

1.13  统计学处理  

分析灵敏度的结果采用GraphPad Prism5分

析；与对照试剂相关性分析采用 GraphPad 

Prism5；Bland-Altman 分析采用 SPSS18.0 统计

软件进行处理；本试剂的 Kappa 值采用

SPSS18.0统计软件计算。 

2  结果与分析 

2.1  重组抗原的制备以及鉴定 

利用 PTO-T7 载体表达 N 端带有 6 个 His

标签的 cTnT区段抗原。由于 cTnT N端 1–71 aa 

是不稳定的易变区，而且发生急性心肌梗死时

产生的 cTnT 为 cTnT-ND，此时外周血中

cTnT-ND含量上升，通过试剂检出的 cTnT大部

分为 cTnT-ND[21]，因此从 71 aa开始进行不同截

短抗原表达利用亲和层析纯化截短抗原 (图 1) 

利用购买的 cTnT抗原免疫获得的兔多抗血清评

价，均显示具有抗原性。 

 

 

 
图 1  纯化 cTnT 截短抗原图 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of truncated cTnT antigen. 
M: protein marker; 1: B6-71-130; 2: B6-101-160; 3: 
B6-131-190; 4: B6-161-220; 5: B6: 71-285. 

2.2  cTnT 单克隆抗体的制备与鉴定 

利用常规单抗制备筛选技术，开展了 4 个

融合获得了 33株抗-cTnT单抗。 

2.2.1  cTnT单抗表位鉴定 

将这些单抗分别与上述制备的全长抗原以及截

短抗原、合成肽 (120–150 aa) 进行反应，结果见图

2。发现大多数单抗的识别表位都是位于 71–101 aa

或者 120–160 aa。评价这些单抗与 cTnI抗原的反

应性，结果显示其与 cTnI抗原无交叉反应。 

2.2.2  单抗相互阻断实验 

通过间接阻断ELISA方法获得不同单抗之间

的相互阻断情况的数据 (图 2)，利用组间连接聚

类方法进行系统聚类分析[22]，结果可以将上述制

备的 33 株单抗分为 3 类，其中 1B7/3G8/ 

5E12/5F7/8G7/14D3/3F7 分为一类，主要是识别

71–101 aa的偏线性表位单抗，这一类单抗基本

识别表位一致；第二类单抗是 7D2/E2G10/ 

E16H8/E3F2/E18E11/E2G2/E13B7/8D5/C8G11/

C8B2/E12C10，主要是识别 120–160 aa 的偏线

性表位单抗以及对这些表位都不反应的单抗，

但是可能也存在偏构象单抗类似 120–160 aa表

位的单抗；第三类单抗是完全偏构象型单抗对

现有区段抗原都不反应。 

2.2.3  单抗配对筛选 

将获得的 33 株单抗分别标记 HRP，使用定

量的抗原以及一份高浓度血清作为样品进行单抗

与酶标记单抗的正交配对检测，根据检测灵敏度

以及特异性筛选到 4个配对：D2G11-4F12-HRP；

E4G6-B12D8-HRP；E16H8-C8G11-HRP；E4G6- 

8D5-HRP。这 4 个配对又进行灵敏度的平行比

较以及选择 3 份阳性样本和山羊血清、人血清

白蛋白进行配对的特异性评价，结果见图 3。从

结果显示 E16H8-C8G11对抗原检测的灵敏度最

优，对样本检测较好且无非特异性反应，因此 
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图 2  单抗的阻断试验及性质鉴定图谱 

Fig. 2  Blocking test and characterization of monoclonal antibodies. 
 

     
 

图 3  比较不同抗体配对检测 (A) cTnT 抗原和 (B) 样本 

Fig. 3  Comparison of different pairs of antibodies in detection of cTnT antigen (A) and samples (B). 
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最终选择该配对用于 cTnT管式化学发光试剂的

研制。最后还选用 E16H8-C8G11配对评价 cTnI

以及 TnC 的交叉反应情况，结果显示对二者无

交叉。 

2.3  cTnT 管式化学发光平台检测系统的建

立及应用 

2.3.1  试剂分析灵敏度 

以 L系列参考品建立四参数拟合试剂剂量反

应曲线，通过重复测定基质血清得出所建立化学

发光试剂的分析灵敏度为 0.009 2 ng/mL (图 4)。 

2.3.2  试剂与同类产品的比较 

检测有对比试剂罗氏 E170检测背景的标本

220份，根据定量结果，以＜0.1 ng/mL为正常

参考值，将 220 份标本的结果判定为正常或异

常，考核其判定符合率。本研发试剂与罗氏试

剂的结果总体符合率为 95.00%，表明本试剂有

良好检测性能，对临床 cTnT的异常与否判定准

确，结果如图 5、6和表 1所示。 

检测有罗氏 E170检测背景的标本 220份，

将定量结果与罗氏的定量结果进行相关性比

较。对其进行线性回归，考察其定量相关性程

度。本试剂与罗氏的定量值经过直线回归后， 
 

 
 
 

图 4  试剂分析灵敏度结果 

Fig. 4  The analytical sensitivity of the assay. 
 

 

 
 

 

图 5  相关性分析散点图 

Fig. 5  Scatter plots of correlation analysis. 

 

 
 

图 6  两试剂检测结果 Bland-Altman 图 

Fig. 6  Bland-Altman analysis of the two assays. 

 

得到的直线斜率为 1.065、截距–0.078 26，相关

系数 r达到 0.959 9，表明两试剂有良好的相关

性。其中漏检的 10份标本主要都是灰区的标本。 

2.3.3  临床样本检测 

检测临床样本238例，其中正常人样本120例，

AMI病人 118例。试剂灵敏度为 97.5%，特异性为

99.15%，总符合率为 98.32%，Kappa值为 0.966 

(P<0.001)，一致性为最强。结果见表 2。 
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表 1  与 Roche 检测结果的符合率 

Table 1  Coincidence rate with the Roche kit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Detection results of Roche reagent 

Positive 
(≥0.1 ng/mL)

Negative 
(<0.1 ng/mL) 

Total 

Detection results of this reagent 

Positive (≥0.1 ng/mL) 99 1 100 

Negative (<0.1 ng/mL) 10 110 120 

Total 109 111 220 
 

 
 
 
 

表 2  试剂检测结果与临床样本背景的比较 

Table 2  Comparison of test results with clinical 
samples 

  
AMI 

(case) 
Normal 
(case) 

Total

Test 
result 

Abnormal 
(case) 

117 1 118

Normal 
(case) 

3 117 120

Total 
(case) 

120 118 238

 

2.3.4  体检人群样本检测 

检测 784 例排除了近期有服用处方及自服

药、血压异常及有心脑血管相关疾病的体检人群

样本。结果显示 95%体检人群的 cTnT 浓度小于

0.016 3 ng/mL，99%体检人群的 cTnT 浓度小于

0.080 6 ng/mL，符合WHO[23]对急性心肌梗死的定

义标准。 

3  讨论 

心肌肌钙蛋白 (Cardiac troponin，cTn) 是

由 3 种亚基组成：心肌肌钙蛋白 T (cTnT)、心

肌肌钙蛋白 I (cTnI) 和肌钙蛋白 C (TnC)。所以

在检测的过程中要求较高的特异性，根据这个

要求心肌肌钙蛋白 T 定量测定试剂盒 (化学发

光微粒子免疫检测法) 中使用的是能与 cTnT特

异性反应的一对单克隆抗体。本研究主要目的

是建立高特异性以及高灵敏度的化学发光微粒 

子免疫检测试剂，为此我们首先需要获得高特

异性以及高灵敏度的心肌肌钙蛋白 T 的单克隆

抗体。我们利用大肠杆菌表达的 cTnT免疫筛选

获得大量的单抗，并对单抗进行表位分析以及

特异性分析，结果显色大多数单抗的识别表位

都是在 71–130 aa 与 120–160 aa 之间，而且对

cTnI等都无交叉。没有鉴定出表位的几个单抗，

有可能是 1–71 aa的单抗，也有可能是构象表位

的单抗。本研究制备的心肌肌钙蛋白 T 的特异

性单抗为建立心肌肌钙蛋白 T 定量测定试剂盒

解决了关键原料的来源，促进国产化定量试剂

研发的速度。 

我们利用心肌肌钙蛋白 T 的特异性单抗

E16H8以及 C8G11建立定量检测试剂。通过试

剂性能验证，表明心肌肌钙蛋白 T 定量测定试

剂盒能达到罗氏试剂的水平，与罗氏试剂的结

果总体符合率为 95.00%，与罗氏的定量值经过

直线回归后，得到的直线斜率为 1.065，截距为

–0.078 26，相关系数 r达到 0.959 9。 

对心肌损伤的诊断在诸多诊断急性心肌梗

死 (AMI) 的临床生化指标中，CK-MB (血清心

肌酶) 曾一度被认为是诊断 AMI的“金标准”，

已广泛应用多年。随着对心肌肌钙蛋白 (cTn) 

深入研究，无论是对心肌的特异性还是诊断敏

感性，CK-MB的作用受到越来越多人的质疑。
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cTn被认为是目前最好的确定标志物，正逐步取

代 CK-MB 成为 AMI 的诊断“金标准”。检测

238 例临床样本，灵敏度为 97.5%，特异性为

99.15%，其中有 4 例不符的样本都是在临界值

附近属于灰区样本。 

目前除了罗氏有成熟的化学发光检测试剂

外，其他公司大部分都是有 cTnI检测试剂而较

少有 cTnT检测试剂，价格昂贵。虽然国内已有

一些公司已经研发出一些利用荧光免疫层析法

和胶体金免疫层析法的检测试剂，但是灵敏度

还未能达到要求，而化学发光免疫分析具有更

高的灵敏度、更宽的线性范围、更好的重复性

及更容易实现高通量的检测[24-25]。故研究国产

心肌肌钙蛋白 T 定量发光检测试剂盒已经迫在

眉睫。 

总之，本研究建立的心肌肌钙蛋白 T 的全

自动管式化学发光免疫检测试剂是一种准确、

可靠、可定量、高通量的检测方法，有利于国

内各级医院以及临床单位广泛开展 cTnT指标检

测，有利于提高我国对急性心肌梗死 (AMI) 病

人进行早期诊断和治疗，降低病人的死亡风险。 
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