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要"目的
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建立一种快速$特异$灵敏的检测人糖链抗原
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#的电化学发光免疫分析法"

NMGK3

#%方法
!

以链

霉亲和素包被的磁性微粒$生物素标记的抗
M3&-&

单克隆抗体$钌复合物标记配对的抗
M3&-&

单克隆抗体组成
M3&-&NMGK3

检测试剂!在
NMGK3

分析仪上对其特异性$精密度$灵敏度等效能进行方法学评价&用所建立方法与酶联免疫吸附分析法
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NGKO3

#对
*

例胰腺癌$

"-

例胃癌$

&!

例肠癌患者和
&)

名健康志愿者血清
M3&-&

检测结果进行相关性分析%结果
!

所构建的

M3&-&NMGK3

分析法与
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和
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无交叉反应!批内精密度为
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!批间精密度为
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!灵敏度为
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!测量范围为
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!与
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检测结果相关性好"
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#!且
NGKM3

检测耗时"

"#E/1

#短于
NGKO3

"
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#%结论
!

本研究所建立的
M3&-&NMGK3

分析法特异性高$灵敏度好$检测速度快$定量检测$

无放射性污染!在胰腺癌!胃癌和肠癌的辅助诊断和疗效判断中有较好的应用价值%
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%是存在于

粘蛋白复合物中的唾液酸化鞘糖脂抗原)健康者和良性疾病

患者血清
M3&-&

含量较低$参考值小于
&)d

"

EG

%#但胰腺*胃

肠道肿瘤患者血清含量升高#因此
M3&-&

可用于胰腺*胃肠道

肿瘤的诊断和疗效判断 '
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公司生产的酶联免

疫吸附分析法$
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%

M3&-&

检测试剂的使用十分广泛'

!

(

#但操作费时$超过
-<

%*

自动化程度低*为半定量分析#难以满足临床需要)本研究对

&

株
M3&-&

单克隆抗体分别进行生物素标记和钌复合物标

记#与链霉亲和素包被的磁性微粒组成电化学发光免疫分析法
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%检测试剂盒#

在全自动
NMG

分析仪上进行了血清
M3&-&

的检测和方法学

评价)

@

!

资料与方法

@+@
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一般资料
!

本院收治的
*

例胰腺癌*

"-

例胃癌*

&!

例肠

癌患者$患者组%和
&)

例健康志愿者$对照组%&男
$!

例*女
$"

例#年龄
&*

!

*)

岁&患者组均为病理学确诊患者)所有受试者

均采集静脉血
-EG

#分离血清#当天检测或
J&)X

保存待检)

@+A

!

试剂与仪器
!

罗氏公司链霉亲和素包被的磁性微粒$批

号
"!*$!"2)&

%*粒子浓度
)+*&E

@
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EG

#与生物素结合能力为

每毫克离子结合
-*)1

@

生物素$含防腐剂%)配对的鼠抗人

M3&-&

单克隆抗体$简称
M3&-&

抗体%由上海领潮公司提供)

罗氏公司生物素标记蛋白试剂盒由 $货号
""-"#"'!))"

%#按说

明进行生物素化的
M3&-&

抗体标记#检测浓度
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@
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#含

)+"E59
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G4?/0
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RM9

缓冲液#适量表面活性剂和蛋白稳定剂#

A

R*+*!

$含防腐剂%)钌复合物按参考文献'

'

(合成并标记配

对的
M3&-&

抗体#抗体检测浓度
"+!E

@
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G

#含
)+"E59

"

G

的
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缓冲液#适量表面活性剂和蛋白稳定剂#

A

R*+&

$含防腐

剂%)罗氏公司
&)")

型
NMGK3

分析仪和配套耗材)

M3&-&

NGKO3

检测试剂盒为瑞典
M813

@

公司产品$含标准品和质控

品%#试剂批号为
&!#)"g"

)酶标仪为上海科华仪器有限公司

O42$')

型产品)
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!

M3&-&NMGK3

分析法的建立
!

依据双抗体夹心法原理#

分别取
-)

"

G

检测样品$标准品和质控品%*生物素标记
M3&-&

抗体
*)

"

G

*钌复合物标记
M3&-&

抗体
')

"

G

于孵育杯内混

匀#

$*X

孵育
%E/1

&加入链霉亲和素磁性微粒缓冲液
!)

"

G

#

孵育
%E/1

&由
NMGK3

分析仪进行检测)每个测试
"#E/1

内

完成)与
NGKO3

检测结果进行检测性能分析和相关性比较)
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M3&-&NMGK3

分析法检测效能评价
!

$
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%特异性!用
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试剂测定
M3"%%

和癌胚抗原$
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%低*中*高含量的血清标本#观察交叉反应)$

&

%

精密度!取
M3&-&

高*中*低
$

个浓度的患者血清标本各
9

份#

+

#&$"

+

国际检验医学杂志
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年
#

月第
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卷第
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期
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分装后冻存#按照
NU!23

文件要求$每天各检测
&

次#持续

")(

%评价试剂批内*批间变异)$

$

%检测限!将
M3&-&NGKO3

检测为低值的血清标本$

M3&-&

$

")d

"
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%采用
NMGK3

进行

检测)观察检测下限)$

-

%线性评价!将在
NGKO3

检测线性范

围$

"+)

!

"!)+)d

"
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%的
M3&-&

低*中*高浓度血清标本
")

份#用
NMGK3

进行检测)观察
NMGK3

法线性范围)$

!

%

NMGK3

与
NGKO3

检测结果相关性!对
M3&-&

在线性范围内的

''

份$含正常和异常%样本以
NMGK3

与
NGKO3

分别进行检

测#对结果进行线性回归统计分析)

A

!

结
!!

果

A+@
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特异性分析
!

以
NMGK3M3&-&

检测试剂测定
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浓

度分别为
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*
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的
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份血清标本#交叉反应率小于
)+*,
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A+A
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精密度分析
!

精密度分析结果见表
"

)

表
"
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NMGK3

检测
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批内#批间变异分析
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$
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""-+* "+!% "+- &+#% &+!
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!检测结果均值&

@

批内*

@

批间!批内*批间标准差&

/Q

批内*

/Q

批间!批

内*批间变异系数$下同%)

A+B

!

检测限分析
!

NMGK3

检测
M3&-&

的最低检测限$分析

灵敏度%为
&+)d

"

EG

)

A+C

!

线性评价
!

NMGK3

检测
M3&-&

的检测线性范围$分析

测量范围%为
&+)

!

"!)+)d
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EG

)

A+D

!

NMGK3

与
NGKO3

检测结果相关性分析
!

对
M3&-&

在线

性范围内的
''

例标本进行
NMGK3

和
NGKO3

检测#检测结果

线性回归方程为
0k"+)''-Z)+%%*%1

$

9k)+%%#%

#

!

$
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B

!

讨
!!

论

M3&-&

测定常用的方法有
NGKO3

*芯片法和化学发光免

疫分析法等)

NGKO3

使用最为广泛#但因该法为手工操作#每

个工作日一般只能进行一次检测&半定量分析结果难以准确反

映患者病情的发展*变化)芯片法检测优势在于高通量#单项

检测仅需
$)E/1

左右'

*2#

(

)本实验室利用现有实验条件'

%

(

#在

获得本研究关键试剂,钌复合物-#将配对的
M3&-&

抗体分别

进行生物素和钌复合物标记#结合链霉亲和素包被磁性微粒#

建立了
M3&-&

全自动
NMGK3

分析法)研究显示#

NMGK3

检

测
M3&-&

特异性较高#与
M3"%%

和
MN3

交叉反应率较低&

NMGK3

线性范围与
NGKO3

接近#可能是用于钌复合物标记

M3&-&

抗体量偏少$只有微克级%#没能达到良好的标记发光

率&若能获得毫克级钌复合物标记
M3&-&

抗体#有助于扩大线

性范围)

抗体的测试体系配制也是影响
NMGK3

检测效果的关键因

素'

")2""

(

)本研究以经
NGKO3

确定的血清标本
M3&-&

测量值

为参考#不断优化
NMGK3

试剂中
&

种抗体的最佳工作浓度和

条件)本研究所配制的生物素和钌复合物标记
M3&-&

抗体缓

冲液含有适量表面活性剂*蛋白稳定剂和防腐剂等#在
-X

可

稳定
$

个月左右)

NGKO3

试剂中辣根过氧化酶标记
M3&-&

抗

体也为临用前配制)现有抗体稳定性欠佳#或需进一步优化该

抗体的稳定配方)

在实用型化学发光类仪器中#进口仪器自动化和集成化程

度高#使用高效*便捷#已有较大的市场占有率)国产自动化或

半自动化
NMGK3

分析仪和试剂还处于研发阶段'

"&

(

)本实验

室对
M3&-&

$

3TU

和
MN3

的研究另文报道%抗体进行的生物

素和钌复合物标记#及相关检测方法的探索有助于国产

NMGK3

免疫分析试剂和仪器的研究开发)
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