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摘   要：本研究旨在建立一种可用于类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 辅助诊断的人软

骨寡聚基质蛋白 (cartilage oligomeric matrix protein, COMP) 荧光层析检测方法。采用双抗体夹心

法原理制备免疫层析试纸条，并进行性能评价及方法学对比。通过对临床样本的检测得到受试者

工作特征 (receiver operating characteristic, ROC) 曲线，计算试纸条灵敏度、特异性、阳性和阴性

预测值。线性范围为 0.39–50.00 ng/mL；批内批间变异系数均小于 15%；试纸条 37 ℃加速破坏    

20 d，荧光信号强度变化范围在 15%以内；与类风湿因子 (rheumatoid factor, RF)、抗环瓜氨酸肽

(anti-cyclic citrullinated peptide, anti-CCP) 抗体无交叉反应；与 ELISA 试剂盒平行检测 48 份临床

血清样本，相关性良好。采用本研究制备的试纸条检测样本，COMP 区分 RA 患者和健康人的 cut-off

值为 22.55 ng/mL (灵敏度为 0.821，特异度为 0.842，阳性预测值为 0.741，阴性预测值为 0.895)。

同时使用 ELISA 试剂盒进行相同样本检测，两种检测方法灵敏度、特异度均能达到 80%以上。这

种可定量检测 COMP 的荧光层析试纸条具有快速、简便、灵敏等优点，可为 RA 患者提供快速辅

助诊断。 

关键词：软骨寡聚基质蛋白；类风湿性关节炎；时间分辨荧光免疫层析；定量检测；受试者工

作特征曲线 
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Abstract: The purpose of this study was to develop a fluorescence chromatography method for the 

detection of cartilage oligomeric matrix protein (COMP) in the auxiliary diagnosis of rheumatoid 

arthritis (RA). The principle of double antibody sandwich method was used to prepare 

immunochromatographic test strips, and the performance evaluation and methodological comparison 

were carried out. Through the detection of clinical samples, a receiver operating characteristic (ROC) 

curve was obtained, and the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values of the test 

strip were calculated. The linear range was 0.39–50.00 ng/mL. The coefficients of variation inter and 

intra batches were less than 15%. The test strip was stable at 37 °C for 20 days, and the variation range 

of fluorescence signal intensity was within 15%. There was no cross reaction with rheumatoid factor 

(RF) and anti-cyclic citrulline peptide (anti-CCP) antibody. Forty-eight clinical serum samples were 

detected in parallel with ELISA kit, and the correlation was good. The test strip prepared in this study 

was used to detect the sample, the cut-off value of COMP between RA patients and healthy people was 

22.55 ng/mL (sensitivity 0.821, specificity 0.842, positive predictive value 0.741, negative predictive 

value 0.895). At the same time, the same sample was tested with ELISA kit, the sensitivity and 

specificity of the two methods reached more than 80%. A quantitative COMP fluorescence 

chromatography test strip was developed, which has the advantages of celerity, simplicity and 

sensitivity, and may provide rapid auxiliary diagnosis for RA patients. 

Keywords: cartilage oligomeric matrix protein; rheumatoid arthritis; time-resolved fluorescence 
immunochromatography assay (TRFIA); quantitative detection; receiver operating characteristic curve 

 
 

类风湿性关节炎 (rheumatoid arthritis, RA)

是以滑膜慢性增生、软骨破坏和关节周围侵蚀

为主要特征的慢性自身免疫性疾病，主要表现

为关节肿痛、晨起僵直，甚至导致关节内软骨

和骨质严重破坏，影响全球约 0.5%–1.0%的成

人[1-3]。RA 患者进行快速诊断和相关治疗是十分

重要的，已经证明可有效延缓病情进展[4-5]。目

前对 RA 患者的诊断主要是临床诊断、影像学

检查以及实验室检查，这些检查往往需要专业

的人员操作，且需要大型仪器，不适用于基层

或社区医疗机构 [6-7]，一定程度上影响了疾病

的及时治疗。已有研究报道的反映软骨损伤的

血清标志物为 RA 患者便捷、快速诊断提供可

能性[8]。 
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COMP 是一种 435 kDa 的均一五聚体非胶

原细胞外基质蛋白，主要定位于肌腱、软骨和

心包组织[9-10]。最新研究表明，血清 COMP 可

作为 RA 诊断的血清学标志物，也是识别严重

关节损伤患者的重要指标[11]。目前对于 COMP

的检测方法主要是 ELISA，但其具有操作复

杂、检测时间长、不宜单样本检测等缺点。本

研究建立一种 COMP 时间分辨荧光免疫层析检

测方法，有望实现在医院、社区和家用等多个

领域对 RA 患者进行便捷快速诊断。 

1  材料与方法  

1.1  材料  
硝酸纤维素膜 (CN-140) 购自赛多利斯；

吸水纸、玻璃纤维棉 (8975#)、PVC 底板购自

怀远县通成纸制品有限公司；COMP 参考品、

COMP 单克隆抗体、多克隆抗体 (兔 IgG)，羊

抗兔 IgG 均由河南省生物工程技术研究中心提

供；Eu3+羧基荧光微球购自 Bangs；1-(3-二甲

氨基丙基 )-3-乙基碳二亚胺盐酸盐  (EDC) 和

N-羟基琥珀酰亚胺 (NHS) 购自 Sigma 公司；

HM3030型三维划膜喷金仪、ZQ2002型微电脑

自动斩切机购自上海金标生物科技有限公司；

FIC-S2011-D5 荧光定量分析仪购自杭州峰航科

技有限公司；Multiskan GO1510 酶标仪购自美

国 Thermo Fisher 公司；100 mm×20 mm BK-M4v

荧光灯购自宁波圣兰特电子科技有限公司；各

类缓冲液等试剂均为国药集团化学试剂有限公

司化学纯；ELISA 试剂盒购自郑州常量生物科

技有限公司；临床血清样本收集于郑州大学第

一附属医院。 

1.2  方法 
1.2.1  实验原理 

本研究采用 Eu3+ (铕离子，亦即一种稀土

离子 ) 时间分辨荧光免疫层析法检测血清

COMP 水平。Eu3+具有比一般标记物更高的荧

光寿命，具有激发光谱很宽而发射光谱很窄的

特性，结合时间分辨荧光分析仪，可消除非特

异性荧光，最终实现“零”本底测试。应用双抗

体夹心法原理，将待测血清和样本稀释液按照

一定比例混合后加入加样孔中，血清中的

COMP 会和结合垫上 Eu3+羧基荧光微球标记的

COMP 单克隆抗体结合形成抗原 -抗体复合

物，并通过毛细作用沿着液体层析方向移动，

通过层析作用逐渐在硝酸纤维素膜  (NC 膜 ) 

上移动，被固定在检测线上的另一株 COMP 单

克隆抗体特异性地捕获，形成抗体-抗原-抗体

复合物，兔 IgG 继续移动与质控线上的羊抗兔

IgG 抗体结合。用 100 mm×20 mm BK-M4v 荧

光灯观察试纸条，当待测样品中存在 COMP

时，试纸条上检测线呈现荧光；当检测样品为

阴性时，只有质控线呈现荧光。质控线无荧光

时，则证明试纸条无效。同时可用荧光分析仪

测定检测线与质控线荧光强度，检测线的荧光

强度与待测物浓度成正比。COMP 荧光免疫层

析试纸条定量检测原理及结果判读如图 1 所示。 

1.2.2  微球标记抗体复合物制备 

取 40 μL Eu3+羧基荧光微球于 1 mL 纯化水

中，15 000 r/min 离心 15 min，缓冲液重悬，

加入 40 μL 10 mg/mL EDC 和 200 μL 10 mg/mL 

NHS，室温旋转反应 30 min 后，15 000 r/min

离心 15 min，缓冲液重悬，200 W 超声处理   

10 s；于上述液体中加入 COMP 单克隆抗体、

兔 lgG 多克隆抗体，28 ℃旋转混匀 1.5 h；弃上

清，用 1.0 mL 封闭液重悬，28 ℃旋转混匀  

1.0 h，200 W 超声处理 10 s，保护液 1.0 mL 复

溶，于 4 ℃避光保存备用。 

1.2.3  试纸条制备 

将母液浓度均为 8.0 mg/mL 的包被抗体、

抗兔 lgG 分别与 10 mmol/L PB 缓冲液按照 1︰7 
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图 1  COMP 荧光免疫层析试纸条定量检测原理及结果判读 
Figure 1  Quantitative detection principle (A) and result interpretation (B) of COMP fluorescence 
immunochromatography test strip. 

 
进行混合，得到浓度为 1.0 mg/mL，并采用超微

量紫外分光光度计进行测定；将 NC 膜贴在

PVC 板对应位置上，将稀释好的包被抗体、抗

兔 lgG 以 1.0 μL/cm 进行划膜，均匀地包被于

NC 膜上，分别作为检测线 T 线、质控线 C

线，并放入 37 ℃干燥箱干燥 4 h。将 1.2.2 制备

好的微球标记抗体复合物以 8.0 μL/cm 的量均

匀喷涂于宽 12 mm、长 30 cm 微球垫上，放入

37 ℃干燥箱干燥 4 h。依次将吸水纸、微球

垫、样品垫贴于包被板上，吸水纸与 NC 膜重

叠 1–2 mm，微球垫与 NC 膜重叠 1–2 mm，样

品垫与微球垫重叠 1–2 mm。使用微电脑自

动斩切机切成 4.0 mm 宽的试纸条，加入装

有干燥剂的铝箔纸内封口后备用。COMP 荧

光免疫层析试纸条结构示意图及实物图如图 2

所示。 
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图 2  COMP 荧光免疫层析试纸条结构示意图及实物图 
Figure 2  Structure (A) and physical (B) diagram of COMP fluorescence immunochromatography test strip. 
1: positive; 2: negative; 3: invalid. 

 
1.2.4  试纸条检测  

用移液器吸取待测样本 70 µL 于试纸条样

品垫上，点样 10 min 后，放入荧光定量分析仪

中检测，读取 C 值、T 值，并计算 T/C 值分析

样品中 COMP 浓度； 

1.3  工艺优化 
1.3.1  最适缓冲液类型 

缓冲液在蛋白标记过程中发挥着重要作

用，对微球与标记蛋白的偶联效率有一定影

响；本研究采用 pH 值均为 7.0 的硼酸盐、

MES、磷酸盐 3 种缓冲液，分别进行 3 组微球

活化、蛋白标记实验。采用 1.2.2、1.2.3 试纸

条制备方法，分别滴加相同浓度的 COMP 参考

品，对比 3 组试纸条 C 值、T 值荧光信号强

度、T/C值。 

1.3.2  最适标记抗体量 

采用 1.2.2、1.2.3 试纸条制备方法，取 40 μL

微球，加入 EDC (10.0 mg/mL) 40 μL、NHS 

(10.0 mg/mL) 200 μL，活化 30 min。分别加入

标记蛋白 10、20、40、60、80、100 μg，偶联

1.5 h，制备蛋白-微球复合物。将 6 组复合物各

自以10.0 μL/cm量喷涂于预先处理的微球垫中，

真空干燥 4 h；采用上述试纸条制备方法，共制

备出 6 组试纸条，滴加相同浓度 COMP 参考品，

用 FIC-S2011-D5 荧光定量分析仪 (杭州峰航科

技有限公司) 测定 T值，筛选最佳标记蛋白量。 

1.4  性能评价 
1.4.1  线性范围 

使用高值线性参考品 50 ng/mL，进行倍比

稀释 (0.39、0.78、1.56、3.12、6.25、12.50、

25、50 ng/mL)，对试纸条检测，每个浓度重

复检测 3 次，以参考品浓度的对数值为横坐

标、T/C 均值的对数值为纵坐标，进行双对数

最小二乘法拟合标准曲线。 

1.4.2  最低检出限 

使用零浓度参考品对试纸条进行检测，重

复检测 20 次，计算 T/C均值 ( x ) 及标准差 (s)，

计算 ( 2x s ) 浓度值，并将其代入定标曲线，

计算最低检出限。 

1.4.3  精密性评价 

采用上述方法制备 3 批试纸条，分别选取

5.0、10.0、20.0 ng/mL 3 个浓度精密性参考品进

行测定，每个浓度重复测定 10 次，计算批内批

间变异系数。 

1.4.4  准确度测定 

向阴性样本中分别加入不同浓度参考品，
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分别为 5.0、10.0、20.0 ng/mL，采用上述方法

制备的试纸条进行检测，每个浓度测定 10 次，

计算各浓度回收率平均值。回收率=(实测浓度/ 

预测浓度)×100%。 

1.4.5  特异性 

将 15.0 ng/mL 环瓜氨酸肽抗体 (anti-CCP)、

15.0 ng/mL 类风湿因子  (RF) 分别与浓度为

20.0 ng/mL COMP 参考品等体积混合，采用上

述方法制备的试纸条进行测定，测定 COMP 

浓度。 

1.4.6  稳定性 

将制备好的试纸条干燥后封口，置于

37 ℃加速破坏 3、5、7、10、15、20 d，采用

相同浓度 COMP 参考品进行测定，重复测定 

10 次，观察 C 值、T 值、T/C 值变化，分析试

纸条稳定性。 

1.5  方法学比对 

应用本方法制备的试纸条与商业化的

ELISA检测试剂盒平行测定从医院收集的 48例

临床血清样本 COMP 含量，并进行相关性分析。 

1.6  临床评价 

采用本研究建立的 COMP 荧光免疫层析检

测方法制备的试纸条对临床确诊的 84 例 RA 患

者和 152 例正常人血清进行检测，通过受试者

工作特征 (ROC) 曲线评价试纸条诊断的准确

性、灵敏度、特异性。同时采用 ELISA 试剂盒

作为对照试剂，通过 Multiskan Go1510 酶标仪

进行相同临床样本检测。 

2  结果与分析 

2.1  最适缓冲液类型 

采用相同 COMP 参考品对 3 种缓冲液制备

的试纸条进行检测，C、T荧光强度、T/C值检

测结果如图 3 所示，MES 缓冲液 C、T 荧光信

号强度、T/C 值均高于其余两种缓冲液，故

MES 缓冲液为最佳缓冲液。 

2.2  最适标记抗体量 
最适标记抗体量结果如图 4 所示，随着标

记抗体量的增加，T 线荧光强度、T/C 值先增

加后降低。当标记抗体量为 40 μg 时，T 线荧

光强度、T/C值均达到最高，故 40 μg为最适标

记抗体量。 

2.3  线性范围 
采用本研究建立的时间分辨荧光免疫层析

检测方法进行 COMP 线性参考品检测，结果如

图 5 所示，COMP 在 0.39–50.00 ng/mL 范围内

线性最好，y=0.862 9x–0.953，R2=0.998 7。 

2.4  最低检测限 
最低检出限结果如表 1 所示，计算零浓度 

 

 
 
图 3  最适缓冲液类型 
Figure 3  Optimum buffer type. 1: borate saline 
buffer; 2: MES buffer; 3: phosphate buffer. 
 

 
 
图 4  最适标记抗体量 
Figure 4  Optimal labeled antibody dosage. 
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图 5  荧光免疫层析法检测人软骨寡聚基质蛋白

标准曲线 
Figure 5  Standard curve of COMP detection by 
fluorescence chromatography. 
 
表 1  零浓度参考 COMP 蛋白 T/C平均值和标准

偏差的测试结果 
Table 1  Test result of zero concentration reference 
COMP protein T/C mean and standard deviation 

x  2s 2x s  

0.02  0.01             0.03 

 
参考品 20 次检测结果的 x和 s，将 2x s 代入

阴性参考品和相邻浓度线性参考品两点进行拟

合得出的一次线性方程 y=0.066 7x+0.02，得到

最低检出限为 0.15 ng/mL. 

2.5  精密性评价 
精密性检测结果如表 2 所示，3 批试纸条

批内批间精密性均小于 15%；符合试纸条精密

性要求。 

2.6  准确度测定 
准确度测定结果如表 3 所示，低值、中

值、高值 3 个浓度参考品回收率分别为

104.82%、104.01%、105.05%，均在 85%–115%

范围中，符合要求。 

2.7  特异性 
检测结果表 4 所示，RA 患者常见血清标

志物 anti-CCP、RF对检测结果无明显影响，试

纸条特异性较好。 

表 2  精密性检测结果 
Table 2  Precision detection 

Batch Reference 

concentration

(ng/mL) 

T/C mean 

value x  

Standard 

deviation 

(s) 

CV= /s x

(%) 

Batch1

 

5.0  0.417 0.031 7.4 

10.0 0.836 0.074 8.8 

20.0 1.558 0.155 10.0 

Batch2

 

5.0  0.434 0.042 9.7 

10.0 0.836 0.081 9.7 

20.0 1.547 0.157 10.2 

Batch3

 

5.0 0.395 0.039   9.8 

10.0 0.827 0.079   9.5 

20.0 1.606 0.192 12.0 

Inter 

batch 

5.0 0.415   0.040 9.6 

10.0 0.833   0.075  9.1 

20.0 1.570 0.165 10.5 
 

表 3  准确度测定结果 
Table 3  Accuracy detection 

Sample Addition 

concentration 

(ng/mL) 

Determination of 

concentration 

(ng/mL) 

Recovery 

rate (%) 

Low value 5.0 5.24±0.30 104.82 

Median 10.0 10.40±0.78 104.01 

High value 20.0 21.01±1.11 105.05 
 

2.8  稳定性 
试纸条稳定性检测结果如图 6 所示，加速

20 d，C线、T线荧光信号强度、T/C值变化均

在 15%以内，试纸条稳定性较好。 

2.9  方法学比对 
用本方法制备的试纸条与商业化的 ELISA

检测试剂盒平行测定从医院收集的 48 例临床

血清样本 COMP 含量，方法学比对结果如图 7

所示，y=1.001x–0.18，R2=0.981 9，表明两种

方法检测血清 COMP 含量相关性较好。 
 

表 4  特异性检测结果 
Table 4  Specificity detection 

Interfering substance 

and concentration 

Theoretical 

concentration 

(ng/mL) 

Actual 

concentration 

Anti-CCP (15.0 ng/mL) 10.0  10.19±0.40 

RF (15.0 ng/mL) 10.0 10.27±0.58 
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图 6  稳定性检测结果 
Figure 6  Stability detection. 

 

 
 
图 7  方法学比对结果 
Figure 7  Methodological comparison. 
 

2.10  临床评价 
采用本研究制备的试纸条，通过受试者工

作特征 (ROC) 曲线分析临床确诊的 84 例 RA

患者和 152 例正常人血清中 COMP，结果如  

图 8 所示，AUC=0.912，95%置信区间 (0.875 8, 

0.948 3)，故该试纸条诊断准确率高。如表 5 所 

 
 

图 8  受试者工作特征曲线 
Figure 8  Receiver operating characteristic curve. (A) 
time resolved fluorescence immunochromatography. 
(B) ELISA kit. 
 

示，该 cut-off 为 22.55 ng/mL，灵敏度为 0.821，

特异度为 0.842，阳性预测值为 0.741，阴性预

测值 0.895。使用 ELISA 试剂盒进行样本检

测，cut-off 为 23.85 ng/mL，灵敏度为 0.857，

特异度为 0.829，阳性预测值为 0.735，阴性预

测值为 0.913。两种检测方法灵敏度、特异度

均能达到 80%以上，诊断准确率均较高。 

3  讨论 

RA 是一种常见的炎性关节炎，可以表现

为一种轻微的、非破坏性的疾病，也可以表现

为一种严重的、快速破坏性的关节疾病，快速

诊断和相关治疗至关重要[12-13]。目前对 RA 的

实验室诊断主要是通过RF、抗CCP抗体。RF的 

 
表 5  时间分辨荧光免疫层析和 ELISA 试剂盒进行类风湿性关节炎患者 (n=84) 和健康对照受试者

(n=152) COMP 检测结果比较 
Table 5  Comparison of COMP detection between RA patients (n=84) and healthy control subjects (n=152) 
by time-resolved fluorescence immunochromatography assay and ELISA Kit 

Methods Cut-off value (ng/mL) AUC (95% CI) Sensitivity Specificity PPV NPV 

TRFIA 22.55  0.912 (0.875 8, 0.948 3) 0.821 0.842 0.741 0.895 

ELISA kit 23.85 0.914 (0.877 9, 0.950 2) 0.857 0.829 0.735 0.913 
PPV: positive predictive value; NPV: negative predictive value. 
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诊断阳性率可达 80%，但是由于 RF 也可在其他

结缔组织疾病中表达，故诊断特异性较低[14]。有

研究报道，抗 CCP 抗体特异性可高达 90%以

上，但灵敏度不高[15-16]；COMP 是近年来国外

研究较多的软骨代谢标志物，属于糖蛋白 G 家

族，是软骨非胶原蛋白的主要成分[17-19]。当软

骨破坏时，COMP 首先进入滑膜液，随后进入

血液，因此关节液、血液中 COMP 含量可反映

软骨损伤程度[20]。研究表明，COMP 可以作为

区分 RA 患者与正常人的血清学标志[21-22]。 

目前对血清 COMP 的检测手段主要是

ELISA[23]，但其缺点是操作步骤复杂、检测时

间长等。采用 ELISA 方法加完待测样本、酶标

结合物、显色剂后，均需要经过 37 ℃孵育，

每次孵育时间均在 30 min 甚至更长，且检测过

程中需要经过多次洗板，从点样到检测结束，

整个过程需要 2–3 h；荧光免疫层析技术，仅

需将待稀释好的样品加入到试纸条样品垫上，

10–15 min 后放入荧光定量分析仪中检测，读

取数据即可；免疫层析技术是基于抗原抗体特

异性免疫反应的新型膜检测技术[24-25]，主要分

为胶体金免疫层析技术、荧光免疫层析技术两

类。荧光免疫层析技术具有操作简便、检测快

速、成本相对较低、特异性强和灵敏度高等优

点，可实现对待测样本定量检测[26-28]。 

本研究采用时间分辨荧光免疫层析技术，

以 Eu3+荧光微球标记 COMP 单克隆抗体，通过

对缓冲液类型、标记抗体量进行优化，使得试

纸条精密性、准确性、特异性、稳定性较好；

同时与商业化 ELISA 试剂盒平行检测 48 例临

床血清样本，相关性较好；经 ROC 曲线分析

得，COMP 区分 RA 患者和健康人的 cut-off

值为 22.55 ng/mL，AUC=0.912，95%置信区间

(0.875 8, 0.948 3)，试纸条诊断准确率高。综上

所述，本研究所制备的荧光免疫层析试纸条，

可实现血清 COMP 快速定量检测，可为基层医

院提供一种 RA 诊断和预后的辅助检测手段，

适合临床推广应用。但由于本研究检测样本数

较少，后期需加大临床样本检测进行验证。 
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