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　　摘　要：目的　建立定量测定人血清中糖类抗原１２５（ＣＡ１２５）的化学发光免疫分析方法，并与电化学发光法进行比对，评估

其临床应用价值。方法　用抗ＣＡ１２５单克隆抗体包被的免疫磁珠、辣根过氧化物酶标记的抗ＣＡ１２５单克隆抗体建立了磁粒子

化学发光免疫分析体系，并研究该体系的最低检测限、批内及批间变异系数（犆犞）、参考值、线性范围、回收率以及抗干扰能力等性

能指标。与电化学发光法同步盲法测定１０９１例血清样本，对结果进行统计分析。结果　成功建立了磁粒子化学发光免疫分析

法，该法对ＣＡ１２５的最低检测限在０．６０Ｕ／ｍＬ以下。批间平均犆犞为３．７６％，批内运行变异系数（犆犞ｒ）平均为３．２３％，运行间变

异系数（犆犞ｒｒ）平均为５．３９％，运行日内变异系数（犆犞ｄ）平均为２．２２％，运行日间变异系数（犆犞ｄｄ）平均为６．８０％。该方法在

ＣＡ１２５浓度为２．００～１０００．００Ｕ／ｍＬ的范围内线性良好（狉≥０．９９００），方法回收率为１０２．８５％。该方法对胆红素（≤５００μｍｏｌ／

Ｌ）、血红蛋白（≤９．６ｇ／Ｌ）、乳糜（≤３．５％）、生物素（≤１００ｎｇ／ｍＬ）、肝素钠（≤３０ＩＵ／ｍＬ）、ＥＤＴＡＮａ２（≤５ｍｇ／ｍＬ）等干扰物质

具有一定的抗干扰能力。该方法特异性较强，甲胎蛋白、癌胚抗原、ＣＡ１５３、ＣＡ１９９、前列腺特异抗原不影响ＣＡ１２５测定。当

ＣＡ１２５浓度达到５００００Ｕ／ｍＬ时，未出现钩状效应。该方法与电化学发光法的检测结果线性回归方程为犢＝０．９８４犡－０．２５８

（狉＝０．９９３，狀＝１０９１），２种方法检测结果具有可比性（犘＝０．０９５）。结论　建立的磁粒子化学发光免疫分析法测定人血清

ＣＡ１２５，性能指标与电化学发光法具有良好的相关性，能够满足临床应用要求。
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　　早在１９８１年，就有研究者建立了化学发光免疫分析法，这

种方法具有灵敏、快速、稳定、选择性强、重现性好、易于操作等

优点。研究者从上皮性卵巢癌抗原测定出可被单克隆抗体

ＯＣ１２５结合的一种糖蛋白，即糖类抗原１２５（ＣＡ１２５），其相对

分子质量可达２２００００～１００００００，是研究最多的卵巢癌标记

物，关于ＣＡ１２５在卵巢癌早期筛查、诊断、治疗及预后中的应

用研究均有报道［１２］。目前，虽已有多种电化学传感器被开发

出来，但均存在操作复杂、灵敏度低、成本高等弊端［３］。常用的

ＣＡ１２５免疫学检测方法有放射性免疫分析法、酶联免疫分析

法以及化学发光免疫分析法等。放射性免疫分析法对人体及

环境有危害，已逐渐被淘汰，酶联免疫分析方法灵敏度低，不能

满足临床测定的需要。化学发光免疫分析法操作简便、灵敏度

高、无放射性危害、成本低，在ＣＡ１２５的临床分析中具有明显

的优势［４５］。本研究重点从实验室和临床两个方面对新建立的

ＣＡ１２５磁粒子化学发光免疫分析法进行了评价，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　从各临床医院纳入研究对象共计１０９１例，

分别采集血液样本，研究对象平均（６７±１７）岁，其中男性３０２

例，平均（６６±１５）岁，女性７８９例，平均（５９±１７）岁，包括相关

组织／器官恶性病变患者２４１例、其他组织／器官的恶性病患者

及相关的良性疾病患者７０２例、健康人１４８例。

１．２　仪器与试剂　抗ＣＡ１２５免疫磁珠、酶标记的抗ＣＡ１２５

抗体、洗涤液、底物缓冲液、校准品、质控物、全自动化学发光测

定仪由四川省迈克生物科技股份有限公司提供；ＣＡ１２５定量

测定试剂盒（电化学发光法）以及罗氏电化学发光免疫分析系

统，由各临床医院提供。

１．３　方法　利用双抗原夹心法原理，采用磁粒子化学发光免

疫分析法，包被抗ＣＡ１２５单克隆抗体的免疫磁珠，３７℃下孵

育１５ｍｉｎ后，洗涤反应磁珠３次，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）

标记的抗ＣＡ１２５单克隆抗体，两步反应形成双抗体夹心免疫

复合物，洗涤３次后加入发光底物并测定发光信号值，根据发

光信号值与样本中ＣＡ１２５浓度呈正比，计算样本中ＣＡ１２５浓

度值。

１．４　性能评价

１．４．１　最低检测限　用ＣＡ１２５浓度为０Ｕ／ｍＬ的校准品（主

校准品１），按说明书操作步骤重复测定２０次，得出２０次测定

结果的相对发光（ＲＬＵ）值，计算其平均值（狓）和标准差（狊），得

出（狓＋２狊）所对应的ＲＬＵ值。根据主校准品１与相邻校准品

（主校准品２）之间的浓度ＲＬＵ值结果进行两点回归拟合得出

一次方程，将（狓＋２狊）所对应的ＲＬＵ值代入上述方程中，计算

得出对应的ＣＡ１２５浓度，即为最低检测限。

１．４．２　批间精密度　用３个批号的试剂盒分别测定ＣＡ１２５

浓度为（３０±６）Ｕ／ｍＬ和（５００±１００）Ｕ／ｍＬ的样本（样本１和

样本２），每个批号各连续测定１０次，计算批间变异系数（犆犞）。

１．４．３　批内精密度　用同一批次试剂盒测定ＣＡ１２５浓度为

（３０±６）Ｕ／ｍＬ和（５００±１００）Ｕ／ｍＬ的样本（样本１和样本２），

连续２０ｄ，每天４次（上午、下午分别运行１次，每次运行重复２

次），共８０次，记录其运行内／运行间、日内／日间的测定值，分

别计算运行内变异系数（犆犞ｒ）、运行间变异系数（犆犞ｒｒ）、日内变

异系数（犆犞ｄ）、日间变异系数（犆犞ｄｄ）。

１．４．４　线性与准确度　用样本稀释液将浓度为１２０８．２１Ｕ／

ｍＬ的ＣＡ１２５样本稀释为９种浓度，其中低值浓度的样本须接

近测定范围的下限。每个浓度重复测定３次，计算平均值，用

线性回归方法计算结果平均值和对应浓度的相关系数（狉）。将

ＣＡ１２５浓度为６００Ｕ／ｍＬ的样本加入到血清基质中，加入体积

宜为总体积的１０％，按照说明书操作步骤进行测定，计算回收

率，计算方法参照第２版《临床检验质量管理技术基础》
［６］。

１．４．５　分析特异性　在ＣＡ１２５浓度为０Ｕ／ｍＬ的空白样本

中，分别加入甲胎蛋白（ＡＦＰ）、癌胚抗原（ＣＥＡ）、糖类抗原１５３

（ＣＡ１５３）、糖类抗原１９９（ＣＡ１９９）、前列腺特异抗原（ＰＳＡ），

使样本中的 ＡＦＰ≥５００ＩＵ／ｍＬ、ＣＥＡ≥５００ｎｇ／ｍＬ、ＣＡ１５３≥

１０００Ｕ／ｍＬ、ＣＡ１９９≥１０００Ｕ／ｍＬ、ＰＳＡ≥１００ｎｇ／ｍＬ，分别

·４５６１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２



测定样本中的ＣＡ１２５浓度。

１．４．６　钩状效应　将浓度为５００００Ｕ／ｍＬ的ＣＡ１２５血清样

本用样本稀释液稀释为８种浓度的样本，每一浓度重复测定２

次，计算平均值，评估钩状效应对检测结果的影响。

１．４．７　抗干扰能力　采用适量未溶血的血清样本混合成为基

质血清，重复测定基质血清１０次，并计算其均值。将干扰物质

（加入体积不超过总体积的１０％）加入基质血清，分别得到不

同浓度干扰物的血清样本，每个样本重复测定２次，比较测定

值与基质血清均值，计算干扰率。若干扰率在－１０．０％～

１０．０％内则表示本方法对含有该浓度的干扰物质有抗干扰能

力，反之，则不具有抗干扰能力。

１．５　临床验证评价　在临床医院用本方法和罗氏电化学发光

免疫分析系统同步盲法进行临床性能比对。将本方法测定的

结果与电化学发光法测定的结果进行相关性分析，作线性相关

图，获得回归方程，并进行统计处理。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，应

用线性回归对本方法所测得的结果与电化学发光法所测结果

做相关性分析，并进行总体回归系数β的９５％置信区间估计，

再对试验系统（本方法）和对照系统（电化学发光法）结果作配

对狋检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异具有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　最低检测限　分别用３批试剂对主校准品１和主校准品

２进行测定，结果分别为０．１４、０．２０、０．２０Ｕ／ｍＬ，均值为０．１８

Ｕ／ｍＬ。最低检测限计算结果不高于０．６０Ｕ／ｍＬ。

２．２　批间精密度　用３批试剂分别对样本１和样本２进行测

定，精密度的平均犆犞为３．１０％，批间差的平均犆犞为３．７６％。

２．３　批内运行精密度　用同一批试剂分别对样本１和样本２

进行测定，犆犞ｒ为３．２３％，犆犞ｒｒ为５．３９％，犆犞ｄ为２．２２％，犆犞ｄｄ

为６．８０％。

２．４　线性和准确度　将已知浓度的样本分别按照不同比例

（不稀释、１∶２、１∶４、１∶１２、１∶２４、１∶６０、１∶１２０、１∶４００、１∶

８００）进行稀释后，用３批试剂分别测定，结果线性范围为

２．００～１０００．００Ｕ／ｍＬ，狉≥０．９９００，平均回收率为１０２．８５％。

２．５　分析特异性　样本中的 ＡＦＰ≥５００ＩＵ／ｍＬ、ＣＥＡ≥５００

ｎｇ／ｍＬ、ＣＡ１５３≥１０００Ｕ／ｍＬ、ＣＡ１９９≥１０００Ｕ／ｍＬ、ＰＳＡ≥

１００ｎｇ／ｍＬ，分别测定空白样本中的ＣＡ１２５浓度，结果均小于

２．００Ｕ／ｍＬ。

２．６　钩状效应　将浓度为５００００Ｕ／ｍＬ的ＣＡ１２５血清样本

用样本稀释液稀释为８种浓度的样本。每个浓度的样本重复

测定２次，发光度均值分别为１２７７、６６０３、７６４４０、７３６９２４、

３９５１８６６、４９７３３０６、５９１３８３５、６７９１５８８ＲＬＵ／ｓ。结果呈线

性，无钩状效应出现。

２．７　抗干扰能力　血清样本中胆红素浓度小于或等于５００

μｍｏｌ／Ｌ、血红蛋白浓度小于或等于９．６ｇ／Ｌ、乳糜小于或等于

３．５％、生物素浓度小于或等于１００ｎｇ／ｍＬ、肝素钠浓度小于或

等于３０ＩＵ／ｍＬ、ＥＤＴＡＮａ２ 浓度小于或等于５ｍｇ／ｍＬ时，对

ＣＡ１２５测定结果的干扰率小于９％，干扰率低于产品标准，对

测定结果无明显影响。

２．８　临床验证评价　采用同步盲法，在３家医院分别采用本

方法与罗氏公司（Ｒｏｃｈｅ）电化学发光法共测定１０９１例血清样

本，２种方法检测结果具有相关性，线性回归方程为犢＝

０．９８４犡－０．２５８（狉＝０．９９３，总体回归系数β的９５％置信区间

为０．９７７～０．９９１）。配对狋检验结果显示，狋＝１．６７０，犘＝０．０９５

（犘＞０．０５），故认为两种方法测定结果差异无统计学意义。采

用 本 方 法 检 测 ＣＡ１２５ 的 正 常 参 考 区 间 为 ＣＡ１２５≤

３６．９３Ｕ／ｍＬ。

３　讨　　论

发光反应体系的选择是化学发光法检测的关键。鲁米诺

（５氨基邻苯二甲酰肼）属于酰肼类有机化合物，其性质稳定、

结构简单、易于合成、无毒、不污染环境、水溶性较好，是使用最

早、应用最广泛的化学试剂之一，它在强碱性溶液中可以被氧

化剂氧化而处于激发态，激发态发射蓝光同时回到基态，它可

与各种氧化剂如过氧化氢、氧气、次氯酸盐、碘、铁氰化钾、高锰

酸钾等反应产生化学发光［５８］。本研究采用鲁米诺作为发光反

应体系，成功建立了定量测定人血清中ＣＡ１２５的磁粒子化学

发光免疫分析法，经过验证，该方法适用于临床，与罗氏电化学

发光法进行临床比对试验时，狉达到０．９９３，与罗氏电化学发光

法检测结果具有可比性（犘＝０．０９５）。本方法的最低检测限低

于罗氏电化学发光的０．６０Ｕ／ｍＬ。重复性和精密度犆犞均小

于１０％。正常参考区间为ＣＡ１２５≤３６．９３Ｕ／ｍＬ，与罗氏电化

学发光法以及第３版《全国临床检验操作规程》中的正常参考

区间ＣＡ１２５≤３５Ｕ／ｍＬ保持一致
［９］。

与传统的定性方法相比，本研究所建立的磁粒子化学发光

免疫分析法属于定量测定，应用于临床，更具有参考价值。其

次，酶联免疫双抗夹心法结合化学发光体系，不仅缩短了时

间，而且让试验操作变得简便、易于控制［１０］。配套全自动化学

发光测定系统后，经全封闭式处理所得结果更具有真实性和可

靠性。相信随着研究工作的不断深入，新的发光试剂的推出，

仪器的更新换代，免疫学技术的发展会促使越来越多的特异性

好的单克隆抗体出现，化学发光免疫分析技术将更好地应用于

临床中［１１］。

参考文献

［１］ＢａｓｔＲＣ，ＦｅｅｎｅｙＭ，ＬａｚａｒｕｓＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｈｕｍａｎｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，１９８１，６８

（５）：１３３１１３３７．

［２］ ＫａｂａｗａｔＳＥ，ＢａｓｔＲＣ，ＢｈａｎＡＫ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａ

ｃｏｅｌｏｍｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍｒｅｌａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙＯＣ１２５［Ｊ］．ＩｎｔＪＧｙｎｅｃｏｌＰａｔｈｏｌ，１９８３，２（３）：２７５２８５．

［３］ＢａｓｔＲＣ，ＫｌｕｇＴＬ，ＳｔＪｏｈｎＥ，ｅｔａｌ．Ａｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｕｓｉｎｇａ

ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｃｏｕｒｓｅｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，１９８３，３０９（１５）：８８３８８７．

［４］ 马文丽，郑文岭．分子肿瘤学［Ｍ］．北京：科学出版社，２００３．

［５］ 林金明．化学发光基础理论与应用［Ｍ］．北京：化学工业出版社，

２００４：１２８．

［６］ 冯仁丰．临床检验质量管理技术基础［Ｍ］．２版．上海：上海科学技

术文献出版社，２００７：４２４４．

［７］ 吴广平，巴静，王恩华，等．检测胸水ＣＥＡ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５３、ＣＡ１９９

对肺癌的诊断价值［Ｊ］．中国肿瘤学杂志，２００４，７（１）：３５３７．

［８］ ＤａｂｒｏｗｓｋａＭ，ＧｒｕｂｅｋＪａｗｏｒｓｋａＨ，ＤｏｍａｇａｌａＫｕｌａｗｉｋＪ，ｅｔａｌ．

Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｓ（ＣＡ１２５，ＣＥＡ，

ＣＹＦＲＡ２１１）ｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰｏｌＡｒｃｈ Ｍｅｄ Ｗｅｗｎ，２００４，１１１

（６）：６５９６６５．

［９］ 叶应妩，王毓三，申子瑜．全国临床检验操作规程［Ｍ］．３版．南京：

东南大学出版社，２００６：６９４６９６．

［１０］ＣｈｏｕＳＦ，ＨｓｕＷＬ，ＨｗａｎｇＪＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｎｉｍｍｕ

ｎｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｈｕｍａｎｆｅｒｒｉｔｉｎ，ａｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒ，ｂａｓｅｄｏｎ

ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ［Ｊ］．ＢｉｏｓｅｎｓＢｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎ，２００４，１９（９）：

９９９１００５．

［１１］沈霞，李稻．临床免疫学与免疫学检验新技术［Ｍ］．北京：人民军

医出版社，２００２：３４４２．

（收稿日期：２０１４０３１０）

·５５６１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２


