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摘要 以磁性酶免疫测量分析为模型，建立了微板式磁化学发光酶免疫分析法 3利用 67（!87螺旋金刚烷）7#7甲氧基7#7（697磷
酰氧基）苯7%，!7二氧杂环丁烷（(-::;）7碱性磷酸酶（(<:）化学发光体系对人绒毛膜促性腺激素（+)=）进行测定，测量的灵

敏度较分光光度法提高了 %6 倍 3测定的线性范围为 ">%5 ’ 5"" ?,@ A ?<；批内变异系数（)3 03 B）和批间变异系数（)3 03 B）

均在 %4B之内；回收率在 4"B ’ %%$B之间；利用本法对血清样品进行了测定，并与其它化学发光免疫分析方法进行了比

较，其相关系数为 ">C$53首次将酶免疫分析方法用于唾液中人绒毛膜促性腺激素（+)=）的测定，为建立非侵入式样品测定

方法打下了基础 3
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人绒毛膜促性腺激素（+)=）是由胚胎和胞体滋养层大

量产生的一种糖蛋白，其分子量为 6$&"" ;H3 由两个非共价

结合的!，"大小不同的亚单位组成 3 血清中的 +)= 是诊断

异位妊娠的重要指标，也是诊断早孕和滋养细胞疾病的主要

标记物［%］3因此，+)= 水平的测定对计划生育和临床疾病的

诊断是非常重要的 3 目前在临床诊断中，建立快速、灵敏的

+)= 测定方法仍是人们关注的焦点 3 已经报道的方法有放

射免疫分析［!］、电化学免疫分析［6，#］、荧光免疫分析［5］和化

学发光免疫分析［$ ’ 4］等 3国际上，美国 ;:) 公司的酶放大免

疫分析系统，拜尔公司的 ().：%4" 全自动免疫分析系统［C］和

加拿大的 _2NOUWU‘ !"%" 电化学发光免疫分析仪［%"］等，也为

+)= 的临床诊断提供了可靠的依据
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“双抗体夹心”免疫分析技术一般是将一抗体结合到固

相载体，如孔板、微管、微球或磁珠等上作为捕获抗体，用另

一个可溶性的标记抗体对待测物进行定量 !通过改变抗体、

抗原的加入顺序，产生各种不同的免疫分析方案，但每一个

方案都有一个必不可少的步骤，即固定化的抗体与抗原或抗

原 " 抗体复合物反应 !这会由于空间扩散的缺陷而导致反应

动力学降低，温育时间长 ! 另外，使用不可溶的抗体会使抗

体 " 抗原的免疫亲和性降低，灵敏度受到限制 ! #$%%&’［((］等使

用可溶性的异硫氰酸荧光素（)*+,）标记抗体作为捕获抗体，

并采用 )*+, 结合的磁珠分离技术，克服了以上缺陷，灵敏度

得到了提高 !这种酶免疫光度分析已经推向市场，但与化学

发光法结合而建立的化学发光酶免疫分析技术，目前国内处

于起步阶段 !
众所周知，唾液的成分与血液成分极其相似［(-］!由于唾

液的采样，是一种非侵入式的技术，可以由患者本人进行样

品收集 !用唾液代替血清作为样品基质对甾类激素的测定越

来越受到人们的关注［(. / (0］!唾液中各种甾类激素和糖蛋白

激素的含量一般较血清中的含量低 (1 / (11 倍［(-］，因此，必

须建立一种灵敏度高的免疫测定方法 !苗海玉等［(2］用放免

法对唾液中的 3,4 进行了初步探讨，5’$678［.1］使用毛细管

填充式免疫传感器对唾液中的 3,4 进行了分析，但使用酶

免疫分析对唾液中 3,4 的测定还未见报道 !
本文以 9:（.;:螺旋金刚烷）:<:甲氧基:<:（9=:磷酰氧基）

苯:(，.:二氧杂环丁烷（>?@@5）作为发光底物，使用超灵敏的

化学发光体系对磁性酶联免疫光度测定法进行改进，灵敏度

提高了 (9 倍 !根据这一特点，以 3,4 为模型，我们建立了一

种以唾液为测定对象的微板式磁化学发光酶免疫分析法 !对
唾液中 3,4 的检测具有实用价值，为进一步开发非侵入式

样品检测方法打下基础 !

! 实验部分

! !! 主要仪器和试剂

A@:B111 化学发光分析仪（日 本 ?*,#C+D, E*+*CE 公

司），- F (. 孔 G板（HI?CA*E，日本住友会社），(1 / (11!A 可

调定量加样器（北京青云航空仪表有限公司）! 微量振荡器

（江苏海门市麒麟医用仪器厂）!自制磁感应强度为 .B11 3J
的磁性分离器，恒温震荡器（常州国华电器有限公司）!

牛肠碱性 磷 酸 酶（>A@，( I G KA，HLMK$ 公 司）；3,4，

>A@ 标记 3,4 抗体、异硫氰酸荧光素（)*+,）标记 3,4 抗体、

偶联 )*+, 抗体的磁珠（北京倍爱康生物技术有限公司）；洗

涤液：1N( K7& G A +OLP:3,&:1N1BQ +R’’8 .1，S3 0N<；样品稀释

液：含 1N(Q小牛血清白蛋白的洗涤液；底物稀释液：S3 T
2NB 的 E$.,C9:E$3,C9 缓冲溶液；底物溶液：>?@@5（5@, 公

司）!
! !" 方法

( !. !( 免疫反应的改进

（(）管式分析改进为 2U 孔板分析

设计了适合于微板式磁性分离免疫分析的磁感应强度

为 .B11 3J 的磁性分离器 !将 (1!A 抗原、.1!A 抗体溶液加

入到酶标板孔中，用微量振荡器混匀，温育 (B KL8 后，再加

入 .1!A 磁珠分离液，再混匀、温育 B KL8!然后将微孔板放入

磁性分离器中，( KL8 后，将上清液倒掉，即可分离 !如此重复

9 次 !
（.）样品量的减少

磁酶免疫分析中使用的抗体、抗原的量分别为 (11，.11

!A，磁珠分离液为 .11 KA；利用本方法对 3,4 进行测定时，

使用的抗体、抗原和磁珠分离液的量均减为原来的 ( G (1［如

改进（(）所述］!
（9）抗体的稀释

用本文建立的方法对 3,4 进行测定时，使用的 3,4 的

抗体的浓度是磁酶免分析中使用 3,4 抗体浓度的 ( G 9 !
( !. !. 化学发光测定

向板孔内加入 (1!A 底物溶液，放置 91 KL8 后，用 A@:
B111 板式免疫发光测量分析仪测量化学发光信号 ! 并将数

据贮存入相应的定量程序 !
! !# 样品的收集

（(）血清样品的收集

全血溶液来自于北京大学第三临床医院，以转速为

(B11 O G KL8 离心 (1 KL8，取上清溶液 !
（.）唾液样品的收集

参照文献［(-］，分别取 < 个非孕妇女和 ( 个怀孕（91 周

左右）妇女的唾液，以转速 9111 O G KL8 离心 (1 KL8，然后冻

溶，再以转速为 9111 O G KL8 离心 (1 KL8! 收集上清液 ! 置于

" .1 V冷藏，备用 !

" 结果与讨论

" !! 利用化学发光法对酶免疫测定分析改进的基本原

理

磁性酶免疫分析中，待测物分别与 >A@ 和 )*+, 标记的

单克隆抗体反应，形成酶标抗体 " 抗原 " )*+, 标记抗体的

双抗体夹心复合物；再加入磁分离剂（含有与 )*+, 结合的磁

微粒），使复合物与磁性分离结合，在永久磁铁下使其沉淀到

管底，分离出游离酶标抗体 ! 加入底物单磷酸酚肽（@?@），

>A@ 催化 @?@ 水解释放出酚肽，在 S3 T (1NB 的缓冲溶液中

呈桃红色 !据此，用分光光度法进行管式测定 !此免疫分析方

法稳定性好，目前已经推向市场 !但使用分光光度法检测，灵

敏度受到了限制 !
化学发光法具有灵敏度高，线性范围宽等优点 !因此，化

学发光免疫分析在临床化学和环境检测领域中一直受到关

注 !以 >?@@5 为化学发光底物，>A@ 可以催化裂解 >?@@5
产生强的化学发光，此化学发光强度与 >A@ 的浓度呈正比，

且发光信号可以持续 0 W!根据这一特点，本文使用 >?@@5:
>A@ 体系对上述分光光度法测定的磁酶免疫分析进行改进，

建立了一种微板式磁性化学发光酶免疫分析方法（见图(），

.0 化 学 学 报 X7&! U.，.11<



图 ! 化学发光磁酶免疫分析原理示意图
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并以 567 为测定对象进行了研究 8 结果表明，利用本法对

567 进行测定，其灵敏度较分光光度法可以提高 9: 倍 8
( 8( 化学发光检测条件的确定

; 8; 89 底物浓度对测定的影响

分别在 &5 <=> 的 9 +? @,56A:B@,;6A: 缓冲液中，加入 >

!? 碱性磷酸酶（9 C 9D E > F G!?）和不同量的 HI!!J 溶液，:D
K放置 :D +#$，测 定 其 发 光 强 度（图 ;），结 果 表 明，加 入

HI!!J 的量在 9 L 9D!? 范围内，发光强度与 HI!!J 加入量

近似于直线关系，加入量大于 9D!? 时发光强度趋于平缓 8
本实验采用 HI!!J 浓度为 9D!? G +?8
; 8; 8; 介质的 &5 值和酶促反应时间对化学发光反应

的影响

固定 HI!!J 的量 9D!?，分别在不同 &5 值的 @,;6A:B
@,56A: 缓冲溶液中，对 HI!!JBH?! 反应体系进行发光测量

（图 :）8结果发现，发光过程与 &5 值有关：当 &5 为 <=> 时，

化学发光强度在:D +#$内逐渐增大，D = > *后，发光强度趋于

图 ( 底物浓度对化学发光强度的影响

"#$%&’ ( M11(%- 01 -*( HI!!J %0$%($-",-#0$ 0$ 6? #$-($)#-4

:N@08 9 赵利霞等：微板式磁化学发光酶免疫分析法对人绒毛膜促性腺激素（567）的灵敏快速测定



图 ! 酶促反应时间和 !" 值对化学发光强度的影响
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平缓 6这是 ;<==> 由酶裂解而产生的 ;<=? >，相对比较稳

定，降解之前浓度不断增大 6 到 8@7 / 之后，其发光趋于稳

定 6但当 !" 值增大时，发光强度先增大，后减小，且最大值

随 !" 值增大而增大 6这可能是由于反应中产生化学发光的

是间氧基安息香酸阴离子，它的 !!* 值大约为 5@8，而质子

化的电荷转移过程是非常低的，当 !" 值增大时，可能会促

使间氧基安息香酸阴离子浓度的增多，致使发光强度增大，

很难出现平台现象 6因此，我们选择介质的 !" 值 5@7，反应

时间为 A8 -+,6
( 6! 免疫反应改进实验

B 6A 69 抗体的稀释

抗原 和 抗 体 的 比 例 不 同，可 形 成 不 同 形 式 的（;C）"D
（;E）# 类可溶性免疫复合物［B9］6 抗体的稀释度会影响到化

学发光测定的灵敏度 6阳性质控血清与阴性质控血清的比值

（$ % &）反映了本体系的灵敏度 6在抗原一定的情况下，将抗

体分别进行稀释，用化学发光法进行 $ % & 测定，结果如图

:6

图 ) 抗体的稀释度对测定灵敏度的影响

"#$%&’ ) #$$%&’ ($ .+$$%)%,’ .+FG’()2 ($ *,’+D"0H (, ’/% $ % &

实验可知：抗体的稀释度逐渐增大时，灵敏度逐渐增大 6

当抗体的稀释系数大于 A 时，其灵敏度开始降低 6故本实验

选用稀释系数 A 为化学发光免疫酶反应体系抗体稀释度 6
采用本方法不仅使总的抗体量减少为原来的 9 I A，降低

了成本，并且灵敏度提高了 B@8 倍 6
B 6A 6B 样品量的减少

在微板式磁化学发光酶免疫分析中，测定发光信号时从

上方读取数值，溶液高度、磁珠数量对测定结果都会有影响 6
因此，对微板式磁化学发光酶免疫分析方法的温育体积进行

了考察 6分别取阴性血清和阳性血清 9，7，98，B8，78!1，按

照分光光度法测定之抗原、抗体、磁微粒的比例进行微板式

磁性酶免疫化学发光测定，结果如表 96我们发现，即使仅加

入 9!1 血清样品，$ % & 值也可测得；但在 78!1 处有略微降

低，这可能是由于磁珠量太大时，底部的一部分光被黑色磁

珠遮挡所致；其他体积的变化对灵敏度影响不大 6本实验加

入 "0H 体积为 98!1，这使抗体的量相应地又减为原来的

9 I 98，大大降低了成本 6

表 * 样品的加入量对化学发光测定的影响

+,-.’ * $ % & .*’* +, .+$$%)%,’ +,&GE*’+(, J(FG-%2

"0H I!1 9 7 98 B8 78
$ % &’ A76K :L6B :B6K :M67 BK69

’阳性质控血清与阴性质控血清的比值 6

B 6A 6A 管式分析改进为板式分析

建立一种快速、灵敏的检测方法在临床诊断中具有重要

的意义 6 我们设计了磁感应强度为 B788 "N 的磁性分离器

（如图 7）6将微孔板从一侧插入到磁性分离器中，9 -+, 后，

将上清液倒掉，然后抽出，完成分离 6洗涤时重复上述过程 6
用 5M 孔板代替单管分析，可以节省时间 6使用微板式磁免疫

酶分析只需 9 / 就可完成 5M 个样品的分析，且使用过程中，

试剂几乎无丢失，操作简单、方便 6此磁性分离器还可适用于

9B，B:，:8，:K，AK: 孔等所有等尺寸的酶标板，使用范围广，

尤其可以建立 AK: 微孔板的快速、灵敏的免疫分析，在临床

化学、环境污染、以及对大规模的流行病检测方面具有广阔

的应用前景 6

图 / 微板式磁性分离操作示意图

"#$%&’ / O&/%-*’+& .+*C)*- ($ -+&)(!F*’% -*C%,%’+& 2%!*)*’+(,
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! !" 非特异性吸附

"# 孔聚苯乙烯微量反应板对抗原 $抗体等蛋白质有吸

附能力 !因此，本文考察了游离抗原、抗体的非特异性吸附对

实验结果的影响 !对向孔中仅加入抗原、抗体溶液与向孔中

加入抗原、抗体和磁珠分离液两种情况进行实验考察，结果

如表 % 所示 !
从表中可以看出在加入磁珠后，化学发光信号随待测物

浓度的变化而会有很大的变化；而不加磁珠时，测得的发光

信号随待测物浓度的变化没有很大变化；且各浓度的信号均

接近于零浓度的发光信号 !这可能是由于在实验过程中，抗

原和抗体混合温育的时间较短 !因此，非特异性吸附对此实

验的影响很小 !

表 ! 非特异性吸附的研究

#$%&’ ! &’()* +, -+-./0123,32 4)/+50’3+-

678 浓度 $
（9:;·9<= >）

无磁珠时的

发光信号

加入磁珠的

发光信号

? >#@A >BB%
B >%AC BD"@

>%!B >C%B >>>%C
%B >#"D >#BDD

! !( 标准曲线和灵敏度

在最佳的反应条件下，用化学发光法测定了 678 的线

性范围，如图 # 所示，以化学发光强度（B / 积分）为纵坐标，

678 浓度为横坐标，测得的线性范围在 ?E>B F B?? 9:; $ 9<，

其变异系数在 DG之内 !
使用本文建立的化学发光酶免疫分析方法测定了 678

的灵敏度：对零标准管进行 D 次平行测定，并计算出其标准

偏差，根据检测限定义求得其检测限为 ?E?A% 9:; $ 9<!并与

其他“灵敏的”非同位素标记方法的检测限进行了比较（表

@）!

图 ) 化学发光法测定 678 的校准曲线

*+,-.’ ) 74H3I54’3+- 2(5J1 +, 2K193H(93-1/21-21 /3L-4H（B /
3-’1L54’1）J/! 678 2+-21-’54’3+-

! !) 精密度和回收实验

分别用 C 个和 @ 个不同的血清样品进行 >% 次平行测定

以及连续 @ ) 的测定，求得其批内变异系数和批间变异系数

均在 BEBG F >DEBG之间（表 C）!
将一阳性血清和一阴性血清分别用不同倍数的稀释，并

测定回收率，检验本法测定的可靠性 !表 B 结果表明，回收率

均在 D?G F >>#G之间 !
! !/ 样品测定

% !A !> 血清中的样品测定及与其它方法的相关性

用本文建立的方法对 >B 份病人血清进行测定，并与使

用美国 MN7 公司的免疫试剂及仪器测定的诊断结果进行比

较，其相关性很好 !以 MN7 公司的免疫试剂及仪器测定的结

果为横坐标 !，本法的测定结果为纵坐标 "，绘制相关曲线，

其曲线方程为 " O >E?"A! = %E#>D，相关系数 # O ?E"#B $ 结果

如图 A 所示 $

图 / 本法与 MN7 系统测定方法的比较

*+,-.’ / 7+551H4’3+- I1’P11- 05+0+/1) 91’K+)/ 4-) ’K1 91’K+)/ +,
MN7

% !A !% 唾液中人绒毛膜促性腺激素的初步测定

利用本文建立的微板式磁化学发光酶免疫分析方法，对

四个非孕妇女和一个怀孕妇女的唾液进行初步测定，结果

（如表 #）发现，测定的回收率除了一个是 >@#G之外，其它均

在 DBG F >%?G之间 !测定的值均为血清含量的 > $ >? F > $ >??
之间，这与文献报道［>D］相符 !因此，利用本法对唾液样品的

测定是完全可行的 !

0 结论

本文对磁性免疫酶光度分析法从三个方面进行了改进，

建立了一种孔板式化学发光磁性酶免疫分析方法，大大降低

了成本，节约了时间，在 > K 内可以检测 "# 个样本 ! 利用本

法对 678 进行测定，灵敏度较原来的磁性免疫酶分析方法

提高了 >@ 倍 !基于此，首次将免疫酶分析方法用于唾液样品

基质的初步测定，证明了本法用于唾液测定的可行性 !
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表 ! 与其他非同位素标记免疫分析的灵敏度的比较

"#$%& ! !"#$%&%’%&( )* #)#+%$)&),%- %../#)0$$0($ )* 123 -).,04"5

6$$0( ."&7)5 809": ;"&"-&%)# :%.%& <（.=>·.8? @） !):%5 $/,,)4& A"* B
CC28D=6 68E FBFGH C0I#"&%- ,04&%-0:（:09":"5 0#&%+J=K2） —

=DC6 68E L @ C0I#"&%- ,04&%-0:（:09":"5 0#&%+J=K2） ［@M］

=../:%&"（;E2） 68E FBN （E):($&(4"#"）9"05 ［O］

D:"-$($PHF@F A/（9,(）H QR C0I#"&%- ,04&%-0: ［@@］

8%0%$)#P FBN C0I#"&%- ,04&%-0: —

62!：@OF（S0("4） 6D @ C0I#"&%- ,04&%-0: ［@F］

68E：碱性磷酸酶；A/（9,(）H QR ：联钌吡啶；6D：吖啶酯 B CC28D=6：微板式磁性化学发光酶免疫分析法；=DC6：免疫酶磁性分析法；=../:%&"（;E2）：美国

;E2 公司的酶放大免疫分析系统；D:"-$($PHF@F：加拿大的电化学发光免疫分析仪；62!：@OF（S0("4）：拜尔公司的 62!：@OF 全自动免疫分析系统 B

表 ’ 微板式磁性化学发光酶免疫分析对 123 精密度的测定

"#$%& ’ E4"-%$%)# )* .%-4)+,:0&" .0I#"&%- -7".%:/.%#"$-"#& %../#)"#T(."&4%- 123 0$$0(

!0.,:" C"0# <（.=>·.8? @）A0#I" <（.=>·.8? @） !; 2BUB < V

=#&40+0$$0(（! W @H）

@ HXFBX @ONBO Y HOZBX XFBZ MBM
H @NNBO @@HBN Y @O@B@ HOBF @FBM
R NXBH XFBF Y GFBR @FBF @@BN
X @OBN @NBN Y HHBO HBR NBN

=#&"4+0$$0(（! W RF，5"&"-&%)# )* &74"" 50($）
@ @RZBX @@MBH Y @NXBO @FBN @RBG
H HRHBZ H@HBO Y HNHBM @NBO @OBG
R HHGBR H@HBO Y HROBM MBF @@BN

表 ( 两个不同样品的 123 的稀释和回收率测定

"#$%& ( 123 5%:/&%)# 4"$/:&$ *)4 &[) $0.,:"$

!0.,:" ;%:/&)4 \9$"4’"5 ’0:/" <（.=>·.8? @） D],"-&"5 ’0:/" <（.=>·.8? @） A"-)’"4( < V

@

@ @BHF — —

H FBGF FBZF @@Z
R FBRH FBXF OF
X FBHO FBRF MR

H

@ ONBOF — —

H XOBFF XHBMF @@H
R R@BHF HOBZF @FM
X HHBNF H@BXN @FN
N @GBFF @GB@Z MM
@F OBNX OBNF @F@

表 ) 唾液中 123 样品的初步测定

"#$%& ) E4":%.%#04( 5"&"4.%#0&%)# )* 123 %# &7" $0:%’0

!0.,:" 655"5 <（.=>·.8? @） ;"&"4.%#"5 <（.=>·.8? @） A"-)’"4( < V

@

F FBX@H —

HBN RBXX @HF
@HBN @GBXR @RZ
NF Z@BOH @HH

H

F FBXOZ —

HBN RBZH ON
@HBN @ZBFN @@Z
NF XOBZN MX
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续表

!"#$%& ’((&( )（#*+·#,- .） /&0&1#23&( )（#*+·#,- .） 4&567&18 ) 9

:

; ;<=>> —

?<= :<@: A=
.?<= .B<:B .;.
=; =><;? ..B

B

; ;<:AB —

?<= ?<>= .;:
.?<= .:<;: .;.
=; =.<C= .;?

=
; ><@>? —

.?<= ?B<>. .?.
=; C.<C: .;B

. D B—B 个未孕妇女的唾液样品；=—怀孕 :; 周左右的妇女的唾液样品

!"#"$"%&"’

. !E"#23"0F63，G< !"#$ % &’ % ()* % ’+,- % ()*+，./，=>><
? HI，4< JK< 0#,12#3" (3-#"14) 0"5#6 (),(， 78， ?> （ 23

LF23&M&）<
（徐仁淇，中华妇产科杂志，(),(，78，?><）

: N6O"(6，’<；’1"O"E"，P<；Q"&("，Q< 91"$ % :#6; % 9-<"
-+++，=>?，..><

B P&，R< JP<；S"6，G<；T23，U<J4< @ % :#+,;"<,2+ % ! -++.，

?A=，:B:<
= G"O"#I1"，G<；,2#，V< JN<；T&63W，T< JQ<；Q"0MI3"W"，V<

91"$ % :#6; % 9-<" -++(，=B/，.?=<
C RF"3W，X<；,2，K< JS<；,2，R< JK<；LF&3，T< :#61 % @ % 91"$ %

:#); % ()).，.7，C>A（23 LF23&M&）<
（张帆，李庆阁，李兆强，陈静，分析化学，()).，.7，C>A<）

@ Y"3O12&O&3，,<；P&106WF，4< /< :$61 % :#); % ())/，=7，:C<
A ,23，T< JQ<；VMIZ2，’<；Q"&("，Q< 91"$ % :#6; % 9-<" ())*，

BB/，.:><
> P"3，[< JR< (,+)621 C)*6-61)·D#) ("E-6-3$) ,F G"*6,;)*6-61) "1*

H3-$)"+;)*6-61) -+++，.=，.>C（23 LF23&M&）<
（韩佩 珍，国 外 医 学·放 射 医 学 核 医 学 分 册，-+++，.=，

.>C<）
.; N61&M0，T< JL<；Q"MM&，T<；,"3&< ’< :$61 % !6,-#); % ()),，

B7，A.<
.. 4"00%&，!< T<；[I13&%%，/< 4<；U2%%2"#M，[< * < Q<；!2((%&，

N<；X611&M0，S< L< :$61 % :#); % (),0，B>，.B=@<
.? X2%"21&，\<；]&13"23，H<；!"W36%，Q<；,"5，S< I3+ % @ % 9JJ$ %

’#KE6,$ % -++(，A8，.@><
.: Q6123&"I，S<；]6I(2，’<；]"1O"，’< S6I1#&%&3，Q<；/&W&2%F，

X<；P"1(8，G<；’%JP"%3"O，’<；!6%2#"3，P<；S6M%23W，T< [<；
TI%2&3，4<；]1&1"I%0，T< J,<；]6I(6I，[<；’I^&10，[<；Y2%%&00&，
T< JQ<；[1I3"，’<；S"%63M，P<；X2&0，T< :$61 % :#); % ())*，

=B，.:>@<
.B L66O，G< T<；!5"F&_&1，’< ,<；,&$"W&，[<；T63&M，!< /< Q<

@ % 92+6- % (,,* :#); % ())*，=L，:>=<
.= ‘"6，T< JN<；Q6MM，P< ]<；N212%%67"，S< [< :$61 % !6,-#); %

()),，B7，.A@<
.C [I02W3"36，[<；/I^23，’<；V6Z"，[<；*372002，L<；]63_"302，!<；

4&("&%%2， S<； R"$$I%%2， /<； L"7"W3232， X< I3+ % @ %
I1*,-+61,$ % -++(，7=L，.C=<

.@ ’3_6MM2，,<；V6aa2，L<；S267"336%2，L<；]"WW2"32，L<；S21"I(2，
S< 91"$ % :#6; % 9-<" -++-，=8A，:.=<

.A ,"5，S< ’"<#,$ % !6,$ % -++(，=/，CC;<

.> Q"6，P< J‘<；RF"6，H< 031K6 M6N3)K3"1 O3)P", ())*，.>，C@
（23 LF23&M&）<
（苗海玉，赵宪，遵义医学院学报，())*，.>，C@<）

?; /&"563，T< N<；VF6#M63，’< Q<；["W&，’< ,<；!06$M，T< \<；
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