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　　摘　要：通过时间分辨荧光免疫分析法（Ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＴＲＦＩＡ）建立血清中全长

ｃＴｎＩ、总ｃＴｎＩ、ｃＴｎＩ－Ｃ复合物的联合检测方法并进行方法学评估，并采用总ｃＴｎＩ、ｃＴｎＩ－Ｃ复合物及全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ
比值分析心肌损伤程度、发病时长及疗效。结果表明：Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ（检测总ｃＴｎＩ）灵敏度为０．０３０ｎｇ／ｍＬ，检测范

围为０．０３０～４０．０００ｎｇ／ｍＬ，回收率为１０６．６２％，与临床检测方法相关性最高（Ｒ２＝０．９２２５），阳性检出率为

１００．００％；Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ（检测全长ｃＴｎＩ）灵敏度为０．００７ｎｇ／ｍＬ，检测范围为０．００７～４０．０００ｎｇ／ｍＬ，回收率为

１０２．２３％，与临床检测方法相关性最低（Ｒ２＝０．６２３８），阳性检出率为９０．９０％；ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ（检测ｃＴｎＩ－Ｃ）灵敏度

为０．０１１ｎｇ／ｍＬ，检测范围为０．０１１～４０．０００ｎｇ／ｍＬ，回收率为９２．１５％，与临床检测方法相关性居中（Ｒ２＝

０．８８６８），阳性检出率为９８．７０％。三种方法批内和批间的变异系数均小于１０．００％。对３名心肌损伤患者进行连续

检测，结果表明：总ｃＴｎＩ和ｃＴｎＩ－Ｃ复合物的浓度可以准确反映患者心肌损伤的程度；全长ｃＴｎＩ占比可以更好地提

示发病时间，对预后的提示更早。联合检测血清全长ｃＴｎＩ与总ｃＴｎＩ并计算全长ｃＴｎＩ占比具有更好的临床诊疗前

瞻性，有助于心肌损伤的诊断与疗效评估。
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０　引　言

近年来我国心血管疾病患者人数逐年增加，心
血管疾病是目前导致国人死亡的首要病因［１］。常见
的心血管疾病有冠心病、急性冠状动脉综合征和心
力衰竭等，这些疾病均可引起心肌损伤［１］。临床上
常用的心肌损伤血清学标志物有 Ｍｙｏ、ＢＮＰ、ＮＴ－
ｐｒｏＢＮＰ、ＣＫ－ＭＢ和ｃＴｎ等［２］。
心肌肌钙蛋白（Ｃａｒｄｉａｃ　ｔｒｏｐｏｎｉｎ，ｃＴｎ）是一种

存在于心肌细胞中的调节蛋白，是心肌特异性的肌
钙蛋白［３］，是由心肌钙蛋白Ｉ（ｃＴｎＩ）和心肌钙蛋白Ｔ
（ｃＴｎＴ）和心肌钙蛋白Ｃ（ｃＴｎＣ）一起组成的三元复
合物［４］，其中ｃＴｎＩ和ｃＴｎＴ 都是心肌特异性蛋
白［５］，在心肌损伤发生１～２ｈ后通过高灵敏检测手
段可将ｃＴｎ从血液中检测出来［６－７］。ｃＴｎ在敏感性
和特异性上均高于ＣＫ－ＭＢ［３］，已经取代后者成为临
床上的首选心肌损伤标志物［４］。ｃＴｎ在对各种因素
所造成的心肌损伤的诊断和预测上具有重大价

值［８］，在急性心肌梗死的诊断上，高敏ｃＴｎ检测能
发现普通酶学检查无法发现的轻微心肌损伤［７－８］；在
急性心肌梗死患者的预后上，患者发病后的死亡率
与血清ｃＴｎ浓度成正比［３］。
完整的ｃＴｎＩ序列包含２０９个氨基酸［９］。ｃＴｎＩ

在血液中大致存在形式有ｃＴｎＩ－Ｃ－Ｔ、ｃＴｎＩ－Ｃ和游
离ｃＴｎＩ［９］，其中ｃＴｎＩ－Ｃ是其主要形式［１０］。在ｃＴｎＩ
分子序列中占有２／３长度的第３０～１１０氨基酸序列
是最稳定的区域，该区域是ｃＴｎＣ和ｃＴｎＴ的主要
结合区域，受到ｃＴｎ复合结构的保护，ｃＴｎＣ是ｃＴｎＩ
的天然稳定剂，与ｃＴｎＩ形成高亲和复合物防止后者
被蛋白酶降解［７］，血液中没有与ｃＴｎＣ结合的游离

ｃＴｎＩ会快速降解并被人体清除，而难以被检测
到［９］。ｃＴｎＩ检测有两个难题：蛋白水解和自身抗体

干扰。ｃＴｎＩ的Ｎ端的１～３０氨基酸和Ｃ端的１１０～
２０９氨基酸区域很容易发生降解，同时多数识别中间
区域的抗体易受血清ｃＴｎＩ自身抗体的干扰［７］。
心肌损伤发生后ｃＴｎＩ被释放到血液中，ｃＴｎＩ

从受损的心肌细胞进入血液后会随时间逐渐降解为

不同的片段［１０］。鉴于ｃＴｎＩ在血液中的多种存在形
式，本文采用高灵敏 ＴＲＦＩＡ 法（结合双抗体夹心
法），分别建立检测血清中总ｃＴｎＩ、全长ｃＴｎＩ、ｃＴｎＩ－
Ｃ复合物的三种方法，并通过血清ｃＴｎＩ降解情况
（全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ）来评估病程的发展情况，比较

ｃＴｎＩ浓度单指标检测与ｃＴｎＩ多指标联合检测在判
断心肌损伤恢复情况上的价值。

１　实验部分

１．１　实验仪器及试剂
仪器：时间分辨荧光免疫分析仪（ＤＲ６６０８型，

佛山达安医疗设备有限公司）、自动部份收集器
（ＢＳＺ－１６０型，上海青浦沪西仪器厂）、微量振荡器
（ＫＪ－２０１Ｃ型，江苏康健医疗用品有限公司）、电热恒
温培养箱（ＤＮＰ－９０２２，上海精宏实验设备有限公
司）、蠕动泵（ＢＴ－１００型，上海青浦沪西仪器厂）、全
自动洗板机（ＤＥＭ－３型，广州达瑞生物技术股份有
限公司）；恒温超速离心机（Ｄ－３７５２０ｏｓｔｅｒｏｄｅ型，美
国科峻仪器公司）、精密电子天平（ＢＳＡ２２０２Ｓ型，德
国赛 多 利 斯 科 学 仪 器 有 限 公 司）和 层 析 柱
（Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ｇ５０型，上海西宝生物科技有限公司）。
主要试剂：天然ｃＴｎＩ抗原（含ｃＴｎＩ－Ｃ复合物）

与标记用抗ｃＴｎＩ抗体Ｌ２０Ｃ６，购于海肽生物科技有
限公司；标记用抗ｃＴｎＩ抗体Ｌ８３、标记用抗ｃＴｎＩ抗
体Ｌ１９０、包被用抗ｃＴｎＩ抗体 Ｃ３０、Ｅｕ－ＤＴＴＡ 螯合
物，购于浙江博实生物科技有限公司；Ｔｒｉｓ和ＢＳＡ，
购于广州赛国生物科技有限公司。
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缓冲液：５０ｍｍｏｌ／Ｌ三羟甲基氨基甲烷盐酸盐
缓冲 液 （Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ），含 有 ０．２０％ ＢＳＡ、０．９０％
ＮａＣｌ、０．０１％ 吐温－２０、２０μｍｏｌ二乙烯三胺五乙
酸（ＤＴＰＡ）和 ０．０５％ ｐｒｏｃｌｉｎ－３００ （ｐＨ 值７．８）；

０．０５ｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，含有１．００％ＢＳＡ和

０．１０％ｐｒｏｃｌｉｎ－３００（ｐＨ值７．８）；５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液，含有０．９０％ ＮａＣｌ和０．０５％ｐｒｏｃｌｉｎ－
３００（ｐＨ值７．８）；５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，含

０．９０％ ＮａＣｌ、１．００％ ＢＳＡ 和０．０５％ ｐｒｏｃｌｉｎ－３００
（ｐＨ值７．８）；５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３ 缓冲液
（ｐＨ值９．６）；５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３ 缓冲液
（ｐＨ值９．０）；增强液，每升增强溶液中含有１５μｍｏｌ

β－萘甲酰三氟丙酮（β－ＮＴＡ）、５０μｍｏｌ氧化三辛基
膦和１ｍＬ聚乙二醇辛基苯基醚（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）
（ｐＨ值３．２）。

１．２　临床血清样本

９３份ｃＴｎＩ血清样本来自７４名就诊者，经初步诊
断，其中有急性冠状动脉综合征患者８例、心肌梗死
患者２７例、酒精中毒患者１例、其它非心血管疾病患
者３１例以及健康体检者７例，部分患者根据病情在
不同时间连续采集２～４次血样。血清于－２０℃下
冷冻保存。样本由盐城市第一人民医院提供。
疾病的诊断标准以医院临床诊断结果为准，医

院根据患者临床症状、心电图、血清ｃＴｎＩ值和既往
病史进行综合判断；患者恢复情况以住院期间临床
观察和诊断结果进行判断。本文的实验方法符合国
际通用医学实验伦理标准，获得盐城市人民医院伦
理委员会的批准。

１．３　实验方法
将针对ｃＴｎＩ稳定区域的Ｃ３０抗体作为捕获抗

体包被于酶标板上，将针对稳定区域另一端的Ｌ８３
抗体标记用于检测总ｃＴｎＩ、将针对ｃＴｎＩ末端的

Ｌ１９０抗体标记用于检测全长ｃＴｎＩ、将针对ｃＴｎＩ－Ｃ复
合物的Ｌ２０Ｃ６抗体标记用于检测ｃＴｎＩ－Ｃ复合物，分
别建立Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法（检测总ｃＴｎＩ）、Ｆｕｌｌ－
ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法（检测全长ｃＴｎＩ）、ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ
法（检测ｃＴｎＩ－Ｃ），并进行方法学评估，获得各方法
的灵敏度、精密度、回收率，以确定方法的可靠性。

１．３．１　固相包被抗体的制备
用 Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３ 缓冲溶液（ｐＨ 值９．６，

０．０１ｍｏｌ／Ｌ）将捕获抗体 Ｃ３０稀释成工作浓度

３．００μｇ／ｍＬ作为包被抗体。在酶标板中每孔加入

１００μＬ包被抗体溶液，４℃下孵育过夜；孵育后洗
涤３次除去未吸附的抗体，每孔加入１５０μＬ的封闭

液进行封闭。将酶标板在室温下放置２ｈ后拍干、
吹干，装入自封袋中－２０℃下冷冻保存。

１．３．２　检测抗体的标记
分别将２００μＬ的Ｌ８３、Ｌ１９０抗体和Ｌ２０Ｃ６抗体加

入３ 个超滤管中，以 １００００ｒ／ｍｉｎ 的速度离心

５ｍｉｎ；加入标记缓冲液，以同样速度离心５ｍｉｎ后去
掉滤液，重复７次；将３个超滤管分别倒扣于３个新
超滤管中并加入１００μＬ标记缓冲液，以３０００ｒ／ｍｉｎ
的速度离心１ｍｉｎ，重复２次以将超滤膜上的抗体
完全转移到新管中。在各个新超滤管中加入５０μＬ
的铕离子螯合物溶液（２．００ｍｇ／ｍＬ），于恒温箱中
振荡（２８℃，１６ｈ）。次日用层析柱先后纯化标记抗
体Ｌ８３、标记抗体Ｌ１９０、标记抗体Ｌ２０Ｃ６，用含０．２０％
ＢＳＡ的洗脱缓冲液将三种标记抗体洗脱下来。各
收集管按顺序取样测荧光信号，收集合并头一个信
号峰对应的收集管中溶液，将所得的三种标记抗体纯
化液于－２０℃条件下保存、备用。

１．３．３　三种形式ｃＴｎＩ检测步骤
每份样本做复孔，在固相包被抗体板中每孔加

入１００μＬ待测标准品或样本，于３７℃恒温箱中振
荡反应；洗板３次除去未结合样本，每孔加入１００

μＬ检测抗体，于３７℃恒温箱中振荡反应，使检测抗
体与ｃＴｎＩ结合；洗板６次除去游离检测抗体，加入
增强液后振荡３ｍｉｎ，使用时间分辨荧光免疫分析
仪测量样本的荧光信号强度。利用各自的标准曲线
计算出样本中三种形式的ｃＴｎＩ浓度。

１．３．４　实验反应条件的优化
包被抗体浓度的优化选择：将捕获抗体Ｃ３０稀释

到不同浓度，其浓度分别为０．７５、１．５０、３．００μｇ／ｍＬ
和６．００μｇ／ｍＬ，并将每种浓度的抗体包被到酶标
板上，每孔加入１００μＬ。包被封闭后进行０点和高
浓度标准品的检测，选择结合率高的包被抗体浓度。
双抗体夹心法反应时间的优化选择：双抗体夹

心法分两步进行，第一步是包被抗体与抗原标准品
进行反应，第二步是标记抗体与抗原－抗体复合物进
行反应。通过不同的两步反应时间组合以选出最佳
的时间方案：首先固定第一步反应时间，调整第二步
反应时间以确定第二步反应的最佳时间。将第一步
反应时间定为６０ｍｉｎ，对应的第二步反应时间分别
定为１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ和６０ｍｉｎ，检测荧光计数
值。根据实验结果确定第二步的最佳反应时间。然
后将第一步反应时间分别定为 １０、２０、３０、４０、

６０ｍｉｎ和１００ｍｉｎ，对应的第二步反应时间定为

６０ｍｉｎ，检测荧光计数值。根据检测结果确定适宜
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的二步法反应时间组合方案。
标记抗体稀释比例的选择：稀释三种检测抗体：

将标记抗体Ｌ８３分别按照１∶５０、１∶１００、１∶２００、１∶４００
和１∶８００的稀释比例稀释。将标记抗体Ｌ１９０和Ｌ２０Ｃ６
分别按照１∶１００、１∶２００、１∶４００、１∶６００和１∶８００的稀
释比例稀释。分别将各稀释度的每种检测抗体与

ｃＴｎＩ标准品溶液和包被抗体进行双抗体夹心反应，
空白对照为样品稀释液。每种反应条件做复孔，每
孔加入１００μＬ的ｃＴｎＩ标准品溶液（４０．０００ｎｇ／ｍＬ）
或者同体积的样品稀释液，于３７℃恒温箱中振荡反
应１ｈ，孵育后洗涤除去未结合的ｃＴｎＩ；每孔加入

１００μＬ不同稀释度的每种检测抗体，于３７℃恒温
箱中振荡反应１ｈ，孵育后洗涤除去未结合的检测
抗体。加入增强液振荡３ｍｉｎ后检测荧光计数值，
反应完毕后检测荧光信号强度，选择信噪比最高的
标记抗体稀释度。

１．３．５　方法学评价
灵敏度和线性：分别使用不同浓度ｃＴｎＩ标准品

（０、０．５００、１．０００、２．０００、５．０００、１０．０００ｎｇ／ｍＬ和

４０．０００ ｎｇ／ｍＬ）绘 制 Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ、Ｆｕｌｌ－
ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ、ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ的标准曲线，回归方
式为线性回归，线性指标为Ｒ２（相关系数）。分别使
用以上三种方法测定１０份０ｎｇ／ｍＬ标准品的荧光
强度，各取其平均值（ｍｅａｎ）并计算标准差（ＳＤ）。
将三种方法下ｍｅａｎ＋２ＳＤ 的值代入各自的标准曲
线中，计算出的浓度值即是每种方法的灵敏度。
精密度：分别用实验中建立的三种方法检测低、

高浓度的ｃＴｎＩ标准品溶液各１０份，计算各自的批
内精密度；进行３次独立重复实验，计算批间精密
度。精密度以变异系数（ＣＶ）表示。精密度计算公

式为：ＣＶ／％＝
ＳＤ
ｍｅａｎ×１００

。其中ＣＶ 为精密度，

ＳＤ 为标准偏差，ｍｅａｎ为计算结果的算术平均值。
以批内ＣＶ＜１０％、批间ＣＶ＜１５％为精密度合格
标准。
回收率：将两份高浓度ｃＴｎＩ标准品以１∶９的比

例分别加入低浓度的血清样本，分别用实验中建立
的三种方法检测样品的总ｃＴｎＩ浓度、全长ｃＴｎＩ浓
度与ｃＴｎＩ－Ｃ复合物浓度，分别计算回收率。回收率

计算公式为：η／％＝
Ｃ１
Ｃ２
×１００。其中Ｃ１代表测量浓

度，Ｃ２ 代表理论浓度，η代表回收率，取平均值得到
每种方法的回收率，以回收率介于８５％～１１５％之
间为回收率合格标准。

１．３．６　方法学比较
采用Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ、Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ和

ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ分别检测９３份血清样本中的ｃＴｎＩ
浓度，与医院提供的临床检测结果作对比，分析各自
与临床检测法的相关性。以ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义，０．０１＜ｐ≤０．０５说明２组数据之间有一
定统计学差异，０．００１≤ｐ≤０．０１说明２组数据之间
有显著统计学差异，ｐ＜０．００１说明２组数据之间有
极其显著的统计学差异。同时计算三种方法各自测
得的ｃＴｎＩ平均浓度，与临床检测法对比。

１．３．７　临床应用
诊断性能对比：采用临床诊断值作为标准，对比

Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ、Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 和 ｃＴｎＩ－Ｃ－
ＴＲＦＩＡ各自的诊断性能（以阳性检出率为标准）。
临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ的ｃｕｔ－ｏｆｆ值是０．１１０ｎｇ／ｍＬ，超过
该值即判定为ｃＴｎＩ浓度异常。样本中有７７例阳性，

１６例阴性，其中７７份阳性血清被所有方法检测。

２　结果与分析

２．１　实验反应条件的优化

２．１．１　包被抗体浓度优化选择
随着包被抗体浓度的升高，ｃＴｎＩ高浓度点标准

品荧光计数也逐渐升高，结果如表１所示，最后确定
最适合的包被抗体浓度为３．００μｇ／ｍＬ，超过此浓度

ｃＴｎＩ标准品荧光信号增强不明显。
表１　ｃＴｎＩ包被抗体浓度选择

荧光计
数点

包被浓度／（μｇ·ｍＬ
－１）

０．７５　 １．５０　 ３．００　 ６．００
０　 １２５３　 １３７７　 １５９８　 １５２２
４０　 １１１８５８　 ２０３３３９　 ３８７６５５　 ４１２２９０

２．１．２　反应时间优化选择
双抗体夹心法反应时间的优化选择的结果如表

２和表３所示，表２和表３结果显示，第二步的最佳
反应时间为４０ｍｉｎ，此时反应接近饱和；第一步最
佳反应时间为４０ｍｉｎ，此时反应接近饱和。最终确
定最合适的时间组合方案：第一步反应４０ｍｉｎ，第
二步也反应４０ｍｉｎ。

表２　第二步反应时间选择

反应时间／ｍｉｎ　 １０　 ２０　 ３０　 ４０　 ５０　 ６０

荧光计数 ３３６７８　５１２２４　５４８７１　６８５４５　６７６３８　６８０２２

表３　第一步反应时间选择

反应时间／ｍｉｎ　 １０　 ２０　 ３０　 ４０　 ６０　 １００

荧光计数 ３０１８５　４５８１８　５５８４６　６８４６０　６７５６３　６８１１９

７９第１期 陈　浩等：血清中总ｃＴｎＩ、全长ｃＴｎＩ与ｃＴｎＩ－Ｃ复合物联合检测方法的建立及其临床应用



２．１．３　标记抗体稀释比例选择
标记抗体Ｌ８３稀释比例选择结果如表４所示，检

测抗体Ｌ８３的最佳稀释比例为１∶２００，稀释比例下信
噪比最高；标记抗体Ｌ１９０稀释比例选择结果如表５
所示，确定检测抗体Ｌ１９０的最佳稀释比例为１∶４００，
此稀释比例下信噪比最高；标记抗体Ｌ２０Ｃ６稀释比例
选择结果如表６所示，检测抗体Ｌ２０Ｃ６的最佳稀释比
例为１∶４００，此稀释比例下信噪比最高。

表４　抗体Ｌ８３稀释比例选择

荧光计
数点

稀释倍数

５０　 １００　 ２００　 ４００　 ８００
０　 ８７９９　 ３７１２　 １３２０　 １１２０　 ８９０
４０　 １２８６５３２　 ７０４４７８　 ３７６８９１　 １８７６７６　１１２３２３
信噪比 １４６．２　 １８９．８　 ２８５．５　 １６７．６　 １２６．２

表５　抗体Ｌ１９０稀释比例选择

荧光计
数点

稀释倍数

１００　 ２００　 ４００　 ６００　 ８００
０　 ２１０９８　 ８６６３　 ３０５３　 ２８７７　 ２６１１
４０　 ５３４３２１０　３７５５６７５　２０１２３９８　１５４３９２２　１１２２９７７
信噪比 ２５３．３　 ４３３．５　 ６５９．２　 ５３６．６　 ４３０．１

表６　抗体Ｌ２０Ｃ６稀释比例选择

荧光计
数点

稀释倍数

１００　 ２００　 ４００　 ６００　 ８００

０　 ２９８７７　 ９８０８　 ４３２０　 ３３２１　 ２８７９

４０　 ３９８８０１８　２４３７７８１　１４５６５３１　 ９７５５０２　５９８９０７

信噪比 １３３．５　 ２４８．６　 ３３７．２　 ２９３．７　 ２０８．０

２．２　方法学评估

２．２．１　灵敏度和线性

Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ（检测总ｃＴｎＩ）的标准曲线
如图１（ａ），由图１（ａ）可知，ｙ＝１０１２３ｘ＋３６５７．４，相
关系数Ｒ２＝０．９９９３，灵敏度为０．０３０ｎｇ／ｍＬ，检测
范围为０．０３０～４０．０００ｎｇ／ｍＬ。Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ（检
测全长ｃＴｎＩ）的标准曲线如图１（ｂ），图１（ｂ）显示，ｙ＝
４１６４５ｘ＋ ４１２９９，相关系数Ｒ２＝０．９９７９，灵敏度为

０．００７ｎｇ／ｍＬ，检测范围为０．００７～４０．０００ｎｇ／ｍＬ。

ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ（检测ｃＴｎＩ－Ｃ复合物）的标准曲线
如图１（ｃ），由图１（ｃ）可知，ｙ＝３０３５８ｘ＋７７０５．９，
相关系数Ｒ２＝０．９９９，灵敏度为０．０１１ｎｇ／ｍＬ，检测
范围为０．０１１～４０．０００ｎｇ／ｍＬ。

２．２．２　精密度
分别采用实验中建立的三种方法重复测定不同浓

度样本各１０次、连续测３批，分别计算三种方法各自的
批内与批间ＣＶ，实验结果如表７所示，表７显示，本文
建立的三种方法在批内和批间精密度上均符合要求。

图１　三种ｃＴｎＩ检测法的标准曲线

表７　三种ｃＴｎＩ检测法精密度 单位：％

批次
检测方法

Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ
批内 ４．７８　 ３．５９　 ４．７２
批间 ７．９４　 ８．０６　 ８．８３

２．２．３　回收率
分别计算两种高浓度ｃＴｎＩ标准品（１０．０００、

４０．０００ｎｇ／ｍＬ）与低ｃＴｎＩ浓度血清按比例（１∶９）混
合后的三种形式ｃＴｎＩ理论浓度，并分别检测出三种
形式ｃＴｎＩ的测量浓度，结果表明，三种方法在回收
率上均符合要求（表８）。

表８　三种ｃＴｎＩ检测法回收率

荧光计
数点

三种方法回收率／％
Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ

１０　 １１０．６７　 １０６．２２　 ９３．９８

４０　 １０２．５６　 ９８．２３　 ９０．３２

平均值 １０６．６２　 １０２．２３　 ９２．１５

２．３　方法学比较

２．３．１　Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ与临床检测法的比较
采用实验中建立的Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法检测

９３份血清样本中的总ｃＴｎＩ浓度，与医院提供的临
床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ 检测结果作对比，绘制临床ｃＴｎＩ－
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ＣＬＩＡ与Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ结果的相关性曲线（图

２），并计算对应的相关系数，根据相关系数判断二者
之间相关性，并分析原因。图２表明，两者的回归方
程为ｙ＝１．２５９８ｘ－０．８１０８，相关系数Ｒ２＝０．９２２５。
线性回归结果表明它们之间有很好的相关性，２组
数据之间的ｐ 值为０．６８３３，说明临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ
与Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ结果之间没有显著的统计学
差异，临床结果相一致。

图２　临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ的相关性曲线

２．３．２　Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ与临床检测法的比较
采用实验中建立的Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ检测９３

份血清样本中的全长ｃＴｎＩ浓度，与医院提供的临床

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ检测结果作对比，绘制临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ
与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ结果的相关性曲线（图３）。由
图３可知，回归方程为ｙ＝０．７５２９ｘ－１．１６６６，相关
系数Ｒ２＝０．６２３８，线性回归结果显示两者相关性较
差，两组数据之间的ｐ值为０．００１３，表明临床ｃＴｎＩ－
ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ之间有很显著的统计学
差异。

图３　临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法的相关性曲线

使用Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法检测所得结果因为
与临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ相关性较低，将结果按检测时间
进一步拆分成两部分进行深入分析。第一部分是每
个患者在医院第一次抽血ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ检测结果与

Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ检测结果的相关性（图４）。由图

４可知，首诊样品ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ
之间回归方程为ｙ＝０．８１０５ｘ－１．４０２３，相关系数

Ｒ２＝０．６５。相关性虽然较全部样品的有所提高，但
两组数据之间的ｐ 值为０．０１２９，说明ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ

与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ之间有较显著的统计学差异，
两者的结果不一致。第二部分是随访过程中的血清
标本的ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ 检测结果与 Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ
检测结果的相关性（图５），图５表明，随访样品

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 之间的相关性曲
线回归方程为ｙ＝０．１４６７ｘ＋０．３８３７，相关系数

Ｒ２＝０．１９３５，２者相关性差，比起首诊的相关性更
低。两组数据之间的ｐ值为０．０００４，说明随访样品

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 之间有显著的统
计学差异；相对临床采用的ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ，Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－
ＴＲＦＩＡ检测随访样品会比检测首诊样品产生更大
的差异，而且浓度更低。其原因可能是是 Ｆｕｌｌ－
ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ采用的标记抗体针对的１９０～２０３氨
基酸位点在ｃＴｎＩ的靠近Ｃ末端，当ｃＴｎＩ释放到血
液中后容易首先被降解，由于首诊时与发病时有长
长短短的时间差，所以造成全长与总ｃＴｎＩ的浓度差
别，而且该差别随着发病时间的延长而更明显，两者
的相关性进一步降低。

图４　首诊样品ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ
之间的相关性曲线

图５　随访样品ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ
之间的相关性曲线

２．３．３　ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ与临床检测法的比较
采用实验中建立的ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ法检测９３

份血清样本中的ｃＴｎＩ－Ｃ复合物浓度，与临床采用的

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ检测结果作对比，分析ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ
与临床检测法的相关性，结果如所示图６。图６表
明，ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ之间的相关性曲
线回归方程为ｙ＝０．９０３８ｘ＋０．０５０７，相关系数
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Ｒ２＝０．８８６８。两组数据之间的ｐ 值为０．５８７９，说
明ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ之间没有明显差
异，结果也相一致，因此检测ｃＴｎＩ－Ｃ复合物，其浓度
接近总的ｃＴｎＩ值。

图６　ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ与ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ之间的相关性曲线

２．３．４　三种方法与临床检测法的对比
相关性对比：Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法与临床检测

方法相关性最高（Ｒ２＝０．９２２５），Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ
法与临床检测方法相关性最低（Ｒ２ ＝０．６２３８），

　　　　　

ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ法与临床检测方法相关性居中且较
高（Ｒ２＝０．８８６８）。
平均浓度对比：Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 法测得的

ｃＴｎＩ平均浓度最高，为５．５９０ｎｇ／ｍＬ；ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ
法测得的ｃＴｎＩ平均浓度次之，为４．０１０ｎｇ／ｍＬ；Ｆｕｌｌ－
ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 法测得的 ｃＴｎＩ平均浓度最低，为

２．１２０ｎｇ／ｍＬ。临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ测得的ｃＴｎＩ平均
浓度为４．３８０ｎｇ／ｍＬ，介于 Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ法
和ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ法的结果之间。

２．４　临床应用

２．４．１　诊断性能对比
若采用ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ的同一临界值（０．１１０ｎｇ／ｍＬ）

作为本实验诊断ｃＴｎＩ异常的标准，诊断结果如表９
所示。由表９可知，在ｃＴｎＩ异常的阳性检出率上

Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ与临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ 并列第一，

ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ 的 阳 性 检 出 率 居 中；Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－
ＴＲＦＩＡ的阳性检出率最低。

表９　７７份临床阳性血清样本的检测结果

检测方法 临床ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ　 Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　 Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ　 ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ
阳性数量／个 ７７　 ７７　 ７０　 ７６
检出率／％ １００．０　 １００．０　 ９０．９　 ９８．７

２．４．２　ｃＴｎＩ联合检测的临床意义

２．４．２．１　心肌梗死患者１＃情况分析
患者１＃，胸痛７ｈ及时就诊，其血清ｃＴｎＩ浓度

检测结果见表１０。入院时临床诊断为心肌梗死，临
床ｃＴｎＩ、全长ｃＴｎＩ和总ｃＴｎＩ浓度很高，都大于

３０．０００ｎｇ／ｍＬ，就诊后马上手术，在第４天、第７天
和第１０天的ｃＴｎＩ浓度明显降低，而且全长ｃＴｎＩ浓
度的降幅更明显，全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值降到

６０％以下，初诊时总ｃＴｎＩ和全长ｃＴｎＩ浓度都很高，

说明心肌损伤严重，急性发病，ｃＴｎＩ连续释放到血
液中；全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比为９３．９７％，说明血液中
的ｃＴｎＩ还没有更多降解，提示发病时间较短；手术
后第２天全长ｃＴｎＩ和总ｃＴｎＩ浓度都大幅降低，但
大于２．０００ｎｇ／ｍＬ，单从总ｃＴｎＩ看，有明显的心肌
损伤，但全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值大幅降低，说明术
后血液中的ｃＴｎＩ以降解产物为主，新释放到血液中
的ｃＴｎＩ已很少，全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值可以更早
的提示好的预后，患者第１０天后明显好转。

表１　０患者１＃血清ｃＴｎＩ浓度变化情况

检测时间
临床ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

总ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ｃＴｎＩ－Ｃ复合物浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ
占比／％

第１天 ＞３０．０００　 ３９．３００　 ２２．３２０　 ３６．９３０　 ９３．９７
第４天 ５．７８０　 ６．０１０　 ５．９２０　 ２．１９０　 ３６．４２
第７天 ３．２００　 ２．４５０　 ２．８６０　 ０．８３０　 ３３．８２
第１０天 ０．８６０　 ０．４３０　 ０．５４０　 ０．２５０　 ５８．７２

２．４．２．２　急性冠状动脉综合征患者２＃情况分析
患者情况：６５岁女性，该患者因意识不清３ｈ

后入院，入院时初步诊断为急性冠状动脉综合征，住
院期间确诊患有急性冠状动脉综合征、急性心肌梗
死，入院前患者多次就诊并诊断为冠心病。该患者
住院期间先后采集３次血清样本，３份血清样本分
别采集于入院后第１天、第２天和第８天。其血清

ｃＴｎＩ浓度检测结果见表１１。单从该患者首诊的ｃＴｎＩ
浓度评估，其总ｃＴｎＩ及ｃＴｎＩ－Ｃ复合物的浓度都很
高，明显的心肌梗死症状，全长ｃＴｎＩ浓度也升高，但
全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ的比值为４５．６９％，较１＃患者首
诊时的全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值９３．９７％低很多，该患
者心肌损伤急性程度小于１＃患者；第２天，该患者临
床检测额ｃＴｎＩ浓度进一步升高，由４．４５０ｎｇ／ｍＬ升
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到４．９９０ｎｇ／ｍＬ，临床数据看不出病情是否恢复。本
文检测的总ｃＴｎＩ浓度略有下降，由５．４５０ｎｇ／ｍＬ降
到４．７７０ｎｇ／ｍＬ，降幅１２．４７％，全长ｃＴｎＩ浓度由

２．４９０ｎｇ／ｍＬ降到１．８１０ｎｇ／ｍＬ，降幅２７．３１％，全
长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值为３７．９５％，联合检测的数据
说明患者心肌损伤应该在逐步恢复，由于患者不适
合手术，进行药物治疗；第８天，总ｃＴｎＩ及ｃＴｎＩ－Ｃ

复合物的浓度已接近阈值，而全长ｃＴｎＩ已在阈值以
内，全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值为１８．７５％，患者明显恢
复，当天出院。以上结果表明，患者入院时与心肌损
伤发生的时间较长，检测全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值可
以较单独检测总ｃＴｎＩ或ｃＴｎＩ－Ｃ复合物更早的预
判治疗效果，联合检测全长ｃＴｎＩ和总ｃＴｎＩ并计算

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值具有更好的临床价值。
表１１　患者２＃血清ｃＴｎＩ浓度变化情况

检测时间
临床ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

总ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ｃＴｎＩ－Ｃ复合物浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ
占比／％

第１天 ４．４５０　 ５．４５０　 ５．２５０　 ２．４９０　 ４５．６９
第２天 ４．９９０　 ４．７７０　 ３．７１０　 １．８１０　 ３７．９５
第８天 ０．３５０　 ０．１６０　 ０．１８０　 ０．０３０　 １８．７５

２．４．２．３　急性酒精中毒患者３＃情况分析
患者情况：７９岁男性，该患者因饮用烈酒后持

续２ｈ出现心慌、心脏不适症状入院，入院时初步诊
断为急性酒精中毒，住院期间确诊为酒精中毒，且患
者无冠心病或急性心肌梗死病史。酒精中毒患者会
因短时间内摄入过量的酒精而导致严重的心脏功能

受损，饮酒后仅有１０％的酒精可经由尿液、汗液和
呼吸排出体外，余下的９０％都会在肝脏代谢并转化
为具有毒性的乙醛［１１］。急性酒精中毒所造成的心
脏损害不但会改变心肌细胞的兴奋性（抑制钠钾泵
的活性和钙泵 ＡＴＰ酶活性）从而引起心率失常或
者心肌收缩力的减弱，还会改变心肌细胞膜的通透
性并损害心肌细胞的完整性（肌浆网和线粒体都会
遭到破坏），导致心肌损害的发生［１２］。严重的急性
酒精中毒甚至会导致急性心肌梗死［１３］，但是心肌损

害在及时治疗的情况下可逆转［１４］。该患者入院后
未进行手术治疗，通过药物治疗第６天病情平稳并
出院。患者住院期间先后采集了３次血清样本，三
份血清样本分别采集于入院后第１天、第３天和第

４天，其血清ｃＴｎＩ浓度检测结果见表１２。第３天，
不管采用哪种方法检测，临床ｃＴｎＩ、总ｃＴｎＩ、ｃＴｎＩ－Ｃ
复合物、全长ｃＴｎＩ较首诊当天都轻微升高，而且全长

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ的比值不但没有下降，而是略有升高，
从７２．０４％升高到８２．９１％，说明酒精中毒后心肌呈
现持续性轻微损伤，不断有少量的ｃＴｎＩ释放。经过
住院治疗，在第４天的ｃＴｎＩ浓度有所下降，而且全长

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ下降更明显，说明心肌损伤在逐步恢
复。通过联合检测说明，检测总ｃＴｎＩ和全长ｃＴｎＩ，计
算全长ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ的比值，可以发现持续性的心肌
损伤。

表１２　患者３＃血清ｃＴｎＩ浓度变化情况

检测时间
临床ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

总ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

ｃＴｎＩ－Ｃ复合物浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

全长ｃＴｎＩ
占比／％

第１天 １．３００　 ０．９３０　 ０．８５０　 ０．６７０　 ７２．０４
第３天 １．４２０　 １．１７０　 １．２５０　 ０．９７０　 ８２．９１
第４天 ０．８７０　 ０．６７０　 ０．６４０　 ０．３９０　 ５８．２１

３　讨　论

ｃＴｎＴ比起ｃＴｎＩ在心肌特异性上较低，更容易

产生假阳性结果。血清ｃＴｎＴ含量在患者存在骨骼
肌病变、肾功能衰退时也会上升，而ｃＴｎＩ不受影

响［３］；血清中的高分子量蛋白也能引起ｃＴｎＴ的假

阳性［１５］；除此之外，一些神经肌肉性疾病和骨骼肌

疾病能在不影响ｃＴｎＩ的情况下引起ｃＴｎＴ的假象
性升高［１０］，同样会导致假阳性。

目前在ｃＴｎＩ的测定上，主要有以下免疫分析方

法：胶体金免疫分析法、酶联免疫分析法、化学发光

免疫分析法、荧光免疫分析法［１６］。ＴＲＦＩＡ与其它

免疫分析技术相比具有灵敏度更高、检测范围更广、

准确性更高和操作相对简便等优点［１７］。ＴＲＦＩＡ法

与传统的免疫荧光技术不同，使用镧系元素（如Ｅｕ，

Ｓｍ，Ｄｙ，Ｔｂ）的螯合物作为标记物。镧系元素吸收
激发光后可以产生衰变时间长的高强度荧光信号，

其存在时间要比背景噪音的存在时间高几个数量

级，而传统的免疫荧光标记物产生的荧光信号衰减

时间很短［１８］。镧系元素产生的荧光信号发射峰尖、
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波长范围窄［１７－１８］、斯托克斯位移大，其荧光发射波长
与激发光波长差距明显且不容易互相混淆［１７］。镧
系元素的这些特殊荧光性质使得ＴＲＦＩＡ的检测结
果具有高信噪比［１８］。
在急性冠状动脉综合征和心肌梗死中常会出现

心肌细胞坏死这一重要病理特征。心肌细胞坏死不
可逆转，且心肌细胞坏死后会释放ｃＴｎＩ到血液中。
在心肌损伤患者病情判断上，现有方法只考虑患者血
清ｃＴｎＩ的含量变化而没有考虑其降解情况变化，而
血清ｃＴｎＩ既包含未降解的全长ｃＴｎＩ也包括降解后
的ｃＴｎＩ片段。本文通过联合检测血清中的全长ｃＴｎＩ
与总ｃＴｎＩ来反映血清ｃＴｎＩ的降解情况，分析全长

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ的值与患者病情恢复情况的关系。

４　结　论

本文建立的三种形式ｃＴｎＩ联合检测方法在方
法学评估上符合 ＷＨＯ对体外检测试剂的临床要
求，在临床诊断上性能优秀。主要结论如下：

ａ）在血清ｃＴｎＩ浓度的检测上，本文建立的

Ｔｏｔａｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 法、ｃＴｎＩ－Ｃ－ＴＲＦＩＡ 法和临床

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ检测方法具有很高相关性，且检测结果
浓度接近。Ｆｕｌｌ－ｃＴｎＩ－ＴＲＦＩＡ 的检测浓度较临床

ｃＴｎＩ－ＣＬＩＡ检测方法低。

ｂ）联合应用其中总ｃＴｎＩ和全长ｃＴｎＩ的检测
方法时可以得到血清ｃＴｎＩ的降解情况，血清全长

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ值可以反映心肌损伤患者的恢复情
况，该值越高说明距心肌损伤发病越近。

ｃ）联合检测血清中全长ｃＴｎＩ与总ｃＴｎＩ对于
判断急性心肌梗死和急性冠状动脉综合征等心肌

损伤相关疾病病情进展有良好的临床价值，对于
患者病情恢复情况的判断和指导治疗有重要的参

考意义。

ｄ）联合检测全长ｃＴｎＩ和总ｃＴｎＩ并计算全长

ｃＴｎＩ／总ｃＴｎＩ比值，其结果较单独检测ｃＴｎＩ对临
床疗效评估更具有前瞻性。
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［１８］Ｚｈａｎｇ　Ｊ，Ｇｕｏ　Ｊ　Ｚ，Ｘｉａｏ　Ｈ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｅｒｕｍ　ｐｅｐｓｉｎｏｇｅｎｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ

ｐｒｉｍａｒｙ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１０，

１６（２４）：３０７２－３０７７．
（责任编辑：唐志荣）
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