
·检验技术与方法·

高通量ＥＬＩＳＡ法与电化学发光法测定血清癌胚抗原的比较


牟晓峰，周爱凤，赵自云，陈　娟，于　华△

（青岛市中心医院检验科，山东青岛２６６０４２）

　　摘　要：目的　探讨高通量ＥＬＩＳＡ法和电化学发光（ＥＣＬＩＡ）法测定血清癌胚抗原（ＣＥＡ）的可比性。方法　分别用ＥＣＬＩＡ

法和高通量ＥＬＩＳＡ法对标本中的血清ＣＥＡ浓度进行定量检测，并对检测结果进行比较。结果　２种检测方法均能相对准确地

反映血清中ＣＥＡ浓度，检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。高通量ＥＬＩＳＡ法ＣＥＡ检测结果在线性范围内与ＥＣＬＩＡ法高度

相关（狉＝０．９２２８，犘＜０．０１）。结论　高通量ＥＬＩＳＡ法可准确检测血清中ＣＥＡ浓度。
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　　癌胚抗原（ＣＥＡ）是首先从结肠癌和胚胎肠组织中提取的

一种肿瘤相关抗原［１］。ＣＥＡ正常存在于妊娠前几个月胎儿的

肠道、胰腺以及肝脏中，出生后体内浓度很低，一般在２．５ｎｇ／

ｍＬ以下。作为一种成熟的广谱肿瘤标志物，临床上主要将其

用于结直肠癌的诊断、肿瘤分期、疗效监测和复发预报等［２３］。

随着检测技术的发展，ＣＥＡ的检测技术得到了不断提高。目

前常用的检测方法有放射免疫法、ＥＬＩＳＡ法以及电化学发光

（ＥＣＬＩＡ）法等，以上各种检测方法都能对血清ＣＥＡ进行相对

定量，但方法学的不同决定了不同检测方法之间灵敏度、重复

性等的差异。本文旨在对高通量ＥＬ１ＳＡ法和ＥＣＬＩＡ法检测

ＣＥＡ的结果可比性进行评估，为高通量ＥＬＩＳＡ法检测ＣＥＡ

的系统化、标准化打下基础，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　青岛市中心医院２０１３年３～１０月采用罗氏

ＣＯＢＡＳｅ６０１电化学发光仪检测的ＣＥＡ血清标本共３４９份，

－４０℃冻存。

１．２　仪器与试剂　罗氏ＣＯＢＡＳｅ６０１电化学发光仪，试剂及

定标品均为罗氏配套产品。艾德康 ＡＤＤＣＡＲＥ１１００全自动

酶免仪，试剂为北京现代高达提供的ＣＥＡ定量检测试剂盒。

１．３　方法　ＥＣＬＩＡ法按罗氏ＣＥＡ检测试剂说明书进行操

作。高通量ＥＬＩＳＡ法定量检测范围为５～１００ｎｇ／ｍＬ，检测过

程如下：６个标准品每个平行测定２次，检测孔加５５μＬ待测

血清（标准品），加５５μＬ酶结合物，充分振荡混匀后，３８℃孵

育３０ｍｉｎ，洗板５次（浸泡时间为１０ｓ），洗板后加底物Ａ、Ｂ液

各５５μＬ显色１５ｍｉｎ，最后加入５５μＬ终止液终止显色，于４５０

ｎｍ／６３０ｎｍ波长处进行定量分析。

１．４　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件进行统计学处

理和分析，２种检测方法检测数据以狓±狊表示，采用狋检验比

较差异显著性，相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，率的比较

采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２种检测方法检测结果比较　将３４９份标本按ＣＥＡ浓

度分为３组：＜５、５～２０、＞２０ｎｇ／ｍＬ，对每组标本的２种方法

检测结果进行比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　２种检测方法检测血清ＣＥＡ结果比较（狓±狊，ｎｇ／ｍＬ）

方法 ＜５ｎｇ／ｍＬ组 ５～２０ｎｇ／ｍＬ组 ＞２０ｎｇ／ｍＬ组

ＥＣＬＩＡ ２．９１±０．０７ ８．６９±０．４３ ４６．０８±３．３３

ＥＬＩＳＡ ２．９８±０．０８ ８．９５±０．６５ ４３．７４±３．３９

２．２　２种方法检测结果的相关性分析　２种方法测定结果的

相关性良好，高通量ＥＬＩＳＡ法与ＥＣＬＩＡ法检测结果的相关系

数为０．９２２８（犘＜０．０１），见图１。高通量ＥＬＩＳＡ法在定量范

围内（５～１００ｎｇ／ｍＬ），标准曲线的相关系数都能达到０．９９

以上。
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图１　　高通量ＥＬＩＳＡ法与ＥＣＬＩＡ法检测结果的回归曲线

２．３　２种方法的重复性比较　选择血清ＣＥＡ浓度分别为５、

２０、５０、９０ｎｇ／ｍＬ的４份血清标本，分别采用２种方法进行２０

次重复测定，结果表明，ＥＣＬＩＡ 法的变异系数（犆犞）分别为

４．１％、３．３％、５．４％、４．３％，高通量 ＥＬＳＩＡ 法的犆犞 分别为

１３．２％、１４．１％、１２．７％、１４．５％，２种方法都可达到犆犞＜１５％

的要求，重复性合格。

２．４　２种检测方法符合率比较　本实验室既往对３００例健康

体检者血清ＣＥＡ检测结果显示，仅有１例体检者血清ＣＥＡ＞

３．５４ｎｇ／ｍＬ，考虑到该实验对低浓度标本的检测灵敏度相对

较低，以及ＥＬＩＳＡ技术本身存在的本底问题等，所以本实验室

未将９９％置信区间作为ＣＥＡ的参考区间，而将ＣＥＡ参考范

围初步设定在ＣＥＡ＜３．５４ｎｇ／ｍＬ。将３．５４ｎｇ／ｍＬ作为高通

量ＥＬＩＳＡ法的临界点，５．００ｎｇ／ｍＬ作为ＥＣＬＩＡ法的临界点，

采用高通量ＥＬＩＳＡ法和ＥＣＬＩＡ法分别对３４９份标本的血清

ＣＥＡ进行检测，结果见表２，高通量ＥＬＩＳＡ法和ＥＣＬＩＡ法的

阳性率分别为３４．６７％、３５．２４％，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

表２　　２种方法ＣＥＡ检测结果比较（狀）

ＥＬＩＳＡ法
ＥＣＬＩＡ法

阳性 阴性
合计

阳性 １１９ ２ １２１

阴性 ４ ２２４ ２２８

合计 １２３ ２２６ ３４９

３　讨　　论

目前，国内医学实验室中，ＥＬＩＳＡ检测普遍存在准确性和

重复性较差等问题，ＥＬＩＳＡ检测的标准化和系统化是亟待解

决的问题。目前，ＥＣＬＩＡ法仍然是肿瘤标志物检测的金标准，

但其成本较高，难以在大规模筛查中应用。ＣＥＡ作为较为成

熟的广谱肿瘤标志物，在肿瘤的监测中具有重要意义，且血清

ＣＥＡ浓度与病情进展和复发有一定的平行相关关系
［４５］。随

着检验技术的不断进步，ＥＬＩＳＡ试剂盒已拓展到很多领域。

高通量ＥＬＩＳＡ由机器代替了手工，减少了人为误差，提高了工

作效率。高通量ＥＬＩＳＡ的系统化、标准化不仅可以规范国内

现行医学实验室的ＥＬＩＳＡ测定，同时也可为流行病，重大传染

病、恶性肿瘤等常见病、生殖健康和食品安全等社会关注焦点

等疾病的检测和数据库的建立提供数据支持。为此，本研究首

先对高通量ＥＬＩＳＡ法与ＥＣＬＩＡ法的ＣＥＡ检测结果进行了比

较，旨在为高通量ＥＬＩＳＡ的条件摸索以及后续研究奠定基础。

本研究结果显示，因方法学的限制，高通量ＥＬＩＳＡ法检测

ＣＥＡ的灵敏度较ＥＣＬＩＡ法低，但根据本实验室对ＣＥＡ参考

范围的初步设定，高通量ＥＬＩＳＡ法以３．５４ｎｇ／ｍＬ为临界点，

ＥＣＬＩＡ法以５．００ｎｇ／ｍＬ为临界点，二者阳性率差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。说明虽然高通量ＥＬＩＳＡ法的检测灵敏度不

如ＥＣＬＩＡ法，但并不影响阳性率的判断，不影响临床敏感度。

将３４９份标本按ＣＥＡ浓度分为３组：＜５、５～２０、＞２０ｎｇ／ｍＬ，

对每组标本的２种方法检测结果进行比较，差异均无统计学意

义（犘＞０．０５），说明高通量ＥＬＩＳＡ法的ＣＥＡ检测结果可信。

高通量ＥＬＩＳＡ法与 ＥＣＬＩＡ 法检测结果的相关性较好（狉＝

０．９２２８，犘＜０．０１），在线性范围内（５～１００ｎｇ／ｍＬ），标准曲线

的相关系数都能达到０．９９以上，其准确性和重复性均可满足

试验要求。

本研究同时发现，高通量ＥＬＩＳＡ具有良好的重复性，虽然

其灵敏度偏低，线性范围较窄，但结合临床诊断对比发现，以上

偏差对临床诊疗无明显影响，但以上２种方法的性价比差别甚

大。ＥＣＬＩＡ法成本高，而高通量ＥＬＩＳＡ法的检测成本低，这

也是高通量ＥＬＩＳＡ法的优势之一。同时，因其从加样到结果

判读的全过程均由机器完成，使加样及洗板等过程具有良好的

重复性，减少了人为误差，高通量的加样大大提高了工作效率。

虽然高通量ＥＬＩＳＡ法的线性范围较ＥＣＬＩＡ法窄，在低浓

度标本检测的灵敏度也不及ＥＣＬＩＡ法，但并不影响临床阳性

率的判断。ＣＥＡ浓度检测对肿瘤的疗效监测具有重要意义，

故高浓度样本的稀释，以及临床可报告范围的拓展有待于进一

步研究。
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瘤术后复发的诊断价值［Ｊ］．世界华人消化杂志，２００５，１３（１２）：

１４７２１４７３．

［４］ ＭｕｌｃａｈｙＭＦ，ＢｅｎｓｏｎⅢＡＢ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｉｎｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｎｃｏｌ

Ｒｅｐ，１９９９，１（２）：１６８１７２．

［５］ＳａａｄＡ，ＡｂｒａｈａｍＪ．Ｒｏｌｅｏｆｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｓａｎｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｓ

ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，２００８，２２

（７）：７２６７３１．

（收稿日期：２０１４０３２６）

·９８０３·国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２


