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流式荧光发光法检测多肿瘤标志物的方法学评价
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　　摘　要：目的　评价流式荧光发光法在ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１９９定量测定中的可靠性。方法　在Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式

点阵仪上评价了本法的精密度、准确度（回收实验）、检出限、线性和抗干扰性，并分析了本法与电化学发光法检测结果的相关性。

结果　批内变异系数均小于１０％，批间变异每米均小于１３％，回收率在８９％～１１３％之间，灵敏度较好，线性良好（狉＞０．９９），血红

蛋白、胆红素、三酰甘油对测定结果无显著性干扰（犘＞０．０５），与电化学发光法检测结果相关性良好（狉＞０．９７５）。结论　本方法测

定结果准确、可靠，操作简便、快速，适宜于临床检测推广。

关键词：实验室技术和方法；　肿瘤标记，生物学；　流式荧光发光法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０２．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０２０２０３０３

犕犲狋犺狅犱狅犾狅犵狔犲狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋狌犿狅狉犿犪狉犽犲狉狊

犫犪狊犲犱狅狀犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犾狌犿犻狀犲狊犮犲狀犮犲犿犲狋犺狅犱

犔犻犎狅狀犵狋犪狅，犌犪狅犜犻狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犌狔狀犲犮狅犾狅犵狔犪狀犱犗犫狊狋犲狋狉犻犮狊，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳

犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犛狅狌狋犺犆犺犻狀犪，犎犲狀犵狔犪狀犵，犎狌狀犪狀４２１００１，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｓＡＦＰ，ＣＥＡ，ＣＡ１２５ａｎｄ

ＣＡ１９９ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｌｉｎｅａｒｉｔｙａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｔｈｅｋｉｔｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｕｔｏｍａｔｅｄａｎａｌｙｚｅｄＬｕｍｉｎｅｘ２００ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｅｖａｌｕａｔｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｗｉｔｈｉｎ

－ｒｕｎａｎｄｂｅｔｗｅｅｎ－ｒｕｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ（ＣＶ）ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ１０％ａｎｄ１３％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ

８９％－１１３％，ａｎｄｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗａｓｈｉｇｈ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｅｘｃｅｌｌｅｎｔｌｉｎｅａｒｉｔｙ（狉＞０．９９）．Ｔｈｅａｓｓａｙｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎ

ｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｂｙｈａｅｍｏｇｌｏｂｉｎ（Ｈｂ），ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（Ｂｉｌ）ａｎｄｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ（ＴＧ）（犘＞０．０５）．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｖａｌｕａｔｅｄｋｉｔｓａｎｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｗａｓｅｘｃｅｌｌｅｎｔ（狉＞０．９７５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙｉｓｓａｆｅ，ａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ａｎｄｉｔｉｓ

ｗｏｒｔｈｙｔｏｅｘｔｅｎｄｉｎｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓａｎｄｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ；　ｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｓ，ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ；　ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｓ

ｓａｙ

　　肿瘤标志物是临床常用的生化检验项目，其常见的检测方

法主要有放射免疫法（ＲＩＡ）、酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、电

化学发光法（ＥＣＬＩＡ）等，这些方法各有不尽人意的地方。流式

荧光技术（液态芯片）近年来发展起来的基于荧光编码微球和

流式技术的一种临床应用型高通量发光检测技术［１］，具有通量

高、配套试剂多、应用领域广、重复性好、既能检测蛋白质又能

检测核酸等优点［２５］。本研究选择甲胎蛋白（ＡＦＰ）、癌胚抗原

（ＣＥＡ）、糖类蛋白１２５（ＣＡ１２５）、糖类蛋白１９９（ＣＡ１９９）４个指

标，在Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式点阵仪上评价了流式荧光发光

法的精密度、准确度（回收实验）、检出限、线性和抗干扰性，并

分析了本法与电化学发光法检测结果的相关性，以探讨本法在

肿瘤标志物联合检测方面的实用性。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式点阵仪（美国Ｌｕ

ｍｉｎｅｘ公司），多肿瘤标志物联合检测试剂盒（上海透景生命科

技有限公司），罗氏Ｅ４１１全自动电化学发光分析仪（瑞士罗氏

公司），肿瘤标志物质控品５４７、５４８、５４９（美国伯乐公司）。

１．２　检测标本　南华大学附属第一医院门诊和病房肿瘤患者

血清４０例。静脉抽血３ｍＬ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，分离血

清于－２０℃保存。

１．３　评价方法　按照美国临床与实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）

评价方案，在Ｌｕｍｉｎｅｘ２００多功能流式点阵仪上评价本法的精

密度、准确度（回收实验）、检出限、线性和抗干扰性，并分析本

法与电化学发光法检测结果的相关性。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对检测数据进行

配对狋检验和回归分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　精密度实验　我们选择伯乐肿瘤标志物质控品为检测标

本。水平１、２、３的批号分别为５４７、５４８、５４９。批内，选取水平

１、２、３质控品各一份，各连续测定２０次，批间：选取水平１、２、３

质控品各１份，各连续测定２０ｄ，每天测定１次。结果显示水

平１、２、３样本的各项肿瘤标志物批内变异系数（犆犞）均＜

１０％，批间犆犞均＜１３％，见表１、表２。

２．２　回收实验　在９０μＬ正常血清样本，分别加入１０μＬ试

剂盒所带的低、中、高值标准液，３份样本各重复测定３次，计

算平均回收率。结果显示各项肿瘤标志物回收率为８９％～

１１３％，见表３。

２．３　检出限实验　对试剂盒的标准品１重复检测２０次，计算

测定结果的平均值（Ｘ）与标准差（犛犇）。各指标灵敏度为＋

２ＳＤ所对应的浓度值。ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１９９指标的检出
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限分别为０．３２ｎｇ／ｍＬ、０．１２ｎｇ／ｍＬ、１．２Ｕ／ｍＬ、１．１Ｕ／ｍＬ。

２．４　线性　选低值和高值样本各１份，低值样本为１号，高值

样本为５号，二者３∶１混匀为２号，等份混匀为３号，１∶３混

匀为４号。５份样本各重复测定３次。结果显示各项肿瘤标

志物线性良好，各稀释度的检测结果与期望值之间密切相关

（狉＞０．９９）。ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１９９的狉值分别为０．９９８

４、０．９９７１、０．９９５１、０．９９６７。

表１　　流式荧光发光法精密度实验批内结果

标志物 标本号 平均值狓 标准差犱 犆犞（％）

ＡＦＰ 水平１ ８．８６ ０．７４ ８．３５

水平２ １２７．８１ ７．７１ ６．０３

水平３ ２８８．４１ ２４．０３ ８．３３

ＣＥＡ 水平１ １２．４６ １．１２ ８．９８

水平２ ２５．１２ １．５５ ６．１７

水平３ １０３．２０ ４．９６ ４．８１

ＣＡ１２５ 水平１ ２８．４２ ２．６４ ９．２９

水平２ ７８．２６ ６．６３ ８．４７

水平３ ２２７．６１ １６．６７ ７．３２

ＣＡ１９９ 水平１ １４．８６ １．２３ ８．２８

水平２ ７０．３８ ３．６８ ５．２３

水平３ １８８．１６ １８．２０ ９．６７

表２　　流式荧光发光法精密度实验批间结果

标志物 标本号 平均值狓 标准差犱 犆犞（％）

ＡＦＰ 水平１ ８．７５ ０．９４ １０．７４

水平２ １２６．６２ １１．７８ ９．３１

水平３ ２７８．３２ ２６．４８ ９．５１

ＣＥＡ 水平１ １２．８５ １．２６ ９．８１

水平２ ２６．２３ ２．５２ ９．６１

水平３ １０４．２５ ９．４７ ９．０８

ＣＡ１２５ 水平１ ２７．４６ ２．８９ １０．５２

水平２ ７９．６３ ８．４１ １０．５８

水平３ ２２８．９８ ２３．４５ １０．２４

ＣＡ１９９ 水平１ １４．４９ １．６４ １１．３１

水平２ ７１．５８ ８．８９ １２．４２

水平３ １８７．５６ ２２．４５ １１．９６

表３　　流式荧光发光法的平均回收率（％）

参数 低值 中值 高值

ＡＦＰ １０８．５ ９１．４ １０４．２

ＣＥＡ ９７．５ ９３．４ １０２．７

ＣＡ１２５ ９０．１４ １１０．７ ９４．６

ＣＡ１９９ ８９．４５ ９０．４７ １１２．４

２．５　干扰实验　取三酰甘油（ＴＧ，１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ）、高血红蛋

白（Ｈｂ，１２０．０ｇ／Ｌ）和高胆红素（Ｂｉｌ，２００．０μｍｏｌ／Ｌ）新鲜样

本，与各指标值进行比例稀释后，每份样本测定２次。结果显

示ＴＧ、Ｈｂ、Ｂｉｌ对测定结果无显著干扰（犘均＞０．０５）。

２．６　方法学对比实验　随机选取临床低、中、高不同范围的血

清样本４０例，每天选择８个血清样本，按１～８的顺序编号。

用流式荧光发光法和电化学发光法两种方法同时进行实验，按

照１，２，３，４，５，６，７，８，８，７，６，５，４，３，２，１的样本顺序进行测定。

以上实验重复５ｄ（不连续）。所得数据进行相关性的线性回归

分析，结果显示４项指标相关性良好（狉＞０．９７５），见表４。

表４　　流式荧光发法和电化学发光法测定结果相关性分析

参数 狀 狉值 回归方程

ＡＦＰ ４０ ０．９８５６ 犢＝１．０５６犡＋１．４５８

ＣＥＡ ４０ ０．９８２５ 犢＝０．９７３犡＋２．３２４

ＣＡ１２５ ４０ ０．９７８７ 犢＝１．０８２犡＋１．４７３

ＣＡ１９９ ４０ ０．９７６２ 犢＝０．９４５犡＋３．２１４

３　讨　　论

目前临床上检测肿瘤标志物的常见方法有ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、

ＥＣＬＩＡ。放射免疫法敏感性较高，但试剂稳定性受多种因素影

响，且存在放射线辐射和污染等问题，现已逐步被淘汰了。

ＥＬＩＳＡ操作简单，所需设备较少，但其灵敏度、精密度较低，跟

不上临床的需要。电化学发光法灵敏度高，精密度好，线性范

围较宽，但试剂成本昂贵。因此，一种化学性能合格，操作简

单、试剂成本较低的检测方法是目前临床上所急需的。

流式荧光技术是２０世纪９０年代中期发展起来的以美国

Ｌｕｍｉｎｅｘ公司的 ＸＭＡＰ（ｆｌｅｘｉｂｌｅｍｕｌｔｉａｎａｌｙｔｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇ）技术

为基础的新型生物芯片技术平台。在其多功能流式点阵分析

仪上，荧光编码的微球可被微量液体传送系统排成单列，通过

２束激光，一束判定微球的编码，从而决定被测物质的种类；另

一束测定微球上ＰＥ 的荧光强度，由仪器自动转换成数字信

号，数字信号的高低即反映被测物质的含量［６］。流式荧光发光

法多肿瘤标志物定量检测试剂盒的基本实验原理是双抗体夹

心法［１１］。

本研究中，评价了本法的精密度、准确度（回收实验）、检出

限、线性和抗干扰性，并比较本法与电化学发光法检测结果的

相关性。由于本法对每种检测指标最少进行１００个微球的计

数，而后取其平均值，相当于对每例样本重复了至少１００次检

测，从而保证了检测结果的精密度和准确性，本研究结果显示

批内变异系数（犆犞）＜１０％，批间犆犞＜１３％，表明本法精密度

较高，回收率在８９％～１１３％之间表明本法准确性较高过去的

研究也表明微球系统的敏感性，非细胞性高于传统ＥＬＩＳＡ和

放射免疫法［１２］。ＡＦＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１９９指标的检出限分

别为０．３２ｎｇ／ｍＬ、０．１２ｎｇ／ｍＬ、１．２Ｕ／ｍＬ、１．１Ｕ／ｍＬ表明

本法有较好的灵敏度，线性实验结果提示本法线性良好。干扰

实验表明，高浓度的三酰甘油、胆红素和血红蛋白对检测结果

没有影响。流式荧光法和电化学发光法相关性良好，相关系数

均大于０．９７５，提示两法测定的结果具有一致性。

流式荧光发光法的另一个优势体现在多肿瘤标志物联合

检测方法。由于流式荧光发光法可将许多种不同荧光编码的

微球放在同一反应体系内，理论上一次可同时检测１００种不同

的肿瘤标志物。一次检测的标志物越多，单个标志物的成本就

越低。另外流式荧光技术平台的操作过程主要为加样、孵育和

上机读数，步骤较少，简单易用。本法免疫反应在悬浮的液相

中进行，反应所需的时间短（从２ｈ缩短到２０～４０ｍｉｎ），反应

后常不用清洗，即可直接读数，所以检测效率高。

总之，本法精密度准、准确度较高，线性良好，灵敏度较好，

抗干扰能力强，与电化学发光相关性较好，操（下转第２０７页）
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各分量的相对贡献，从图中可以得知，吸光度、标准曲线的斜率

和截距是影响血清总胆红素测量不确定度的主要分量。

２．２．４　合成标准不确定度　血清总胆红素的合成标准不确定

度如下合成：

ｕｃ（ｃ）＝ ｕ２ｃＢ（ｃ）＋ｕ
２（ｒｅｐ槡 ）

图２　　样本中各分量的相对贡献

３　讨　　论

本研究建立血清总胆红素参考方法，以实现常规检测系统

的溯源性。对建立的参考方法的线性、精密度和准确度进行评

估，通过参加国际室间质量评价（ＩＦＣＣＲＥＬＡ）进行能力验证，

以ＩＦＣＣＲＥＬＡ对该项目的等效限作为合格指标。本研究测

定２０１１年和２０１２年ＲＥＬＡ样本结果均在等效限内，表明该方

法符合参考方法的要求。

本研究依据 ＧＵＭ
［１１］文件对建立的ＴＢＩＬ参考方法进行

不确定度评估，通过建立不确定度评估模型，探讨不确定度各

分量对测量结果不确定度的相对贡献。通过ＲＥＬＡＡ和ＲＥ

ＬＡＢ样本各分量的相对贡献分析可知，吸光度、标准曲线的斜

率和截距是影响血清总胆红素测量不确定度的主要分量。因

此，对标准溶液的配制和测定应严加控制，确保测量结果具有

较小的不确定度。这也是建立血清总胆红素参考方法的难

点［１２］。

综上所述，本实验室依据ＪＣＴＬＭ推荐方法建立的血清总

胆红素参考方法，方法性能符合要求，测定结果通过ＲＥＬＡ参

考实验室能力评估，同时建立了血清总胆红素测量结果不确定

度评估模型，可应用于血清总胆红素项目的量值溯源和标准

化，为血清总胆红素常规检测系统向参考方法／参考物质溯源

提供有效途径。
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作简单，适宜于临床检测推广。
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