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糖类抗原$
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是乳酰
"S"

岩藻五糖
*

的唾液

酸衍生物(是由
4

个糖单位组成的糖脂'通过病理学

检查已证实
V)$00

广泛存在于胎儿结肠+小肠+胃+

胰和肝的细胞中'成人胃肠道器官和肺组织中可检

测出微量的
V)$00

(而成人唾液+精液+胃液+羊水+尿

液+卵巢囊肿液(胰腺+胆囊+十二指肠的分泌物(以及

其他含黏蛋白的体液中
V)$00

的水平都很高(故常

以血清或血浆为检测标本)
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主要的检测方

法包括免疫放射法$

-9)

%+酶联免疫吸附法$

UQ-W)

%+

电化学发光法$

UVQ-)

%和时间分辨荧光免疫分析法

$

*9O-)

%'而本研究将磁性微球$纳米磁珠%作为固

相载体)

%".

*建立了检测
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疫分析法$

SD8;"*9O-)

%(现将结果报道如下'
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材料与方法

B&B

"

标本来源
"

0(

份血清样品均来自江苏省原子医

学研究所附属江原医院就诊者(年龄
%3

#

+.

岁(其中

.(

份样品经
UVQ-)

检测
V)$00

$
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./_
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AQ

%为阳

性(其余
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份标本均为阴性标本$
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仪器与试剂
"

S,W

耦联磁珠+缓冲液和封闭液

为英芮诚
a:;<U?@<

公司产品(

%

株抗体$抗
V)$00

单

克隆抗体
#$

和
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.Y

"V)$00"#/

%及
V)$00

参考标

准+增强液和洗涤液由江苏省无锡市江原实业技贸总

公司提供(

V)$00

质控品由罗氏公司提供'牛血清蛋

白$

#W)

%为
W6

K

AD

产品'

0'

孔微孔板系
S@8F

产品(

去离子超纯水由本室自制(其他试剂均为国产分析

纯'

e9''('

型时间分辨荧光免疫分析仪为广州达瑞

公司产品'

V)$%4

+甲胎蛋白$

)Oa

%标准液为达安基

因公司产品'

B&D

"

方法

B&D&B

"

免疫磁珠的制备
"

严格按英芮诚
a:;<U?@<

公司提供的操作步骤完成耦联
V)$00"#$

抗体磁珠的

制备(完成后将该磁珠置于
$AQ

的保存试剂中$含

(&(41

叠氮化钠的磷酸盐缓冲液%(放置
3]

备用'

B&D&C

"

测定方法
"

0'

孔微孔板中先加入
4

&

Q

被磁

珠耦联的抗
V)$00"#$

单抗(再依次加入
4(

&

Q

V)$00

参考标准和待测血清(再加入
$4(

&

Q

以
4(

AA;Q

"

Q

$

I

,/&+

%的
*:67",V?

反应缓冲液$含
+

AA;?

"

QSDV?

+

(&$1#W)
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(&$AQ
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Q

的

吐温
"+(

和
(&$1SDS.

%

$i.(

稀释的
U@

.Y

"

抗
V)$00"

#/

(

%4]

振荡孵育
$(A68

后(磁性分离(保留磁珠&用

含
$3&4AA;?

"

QSDV?

+

(&%AQ

"

Q

吐温
"+(

和
(&%1

SDS.

上述缓冲液洗涤液重复上述步骤洗涤
4

次(再

加增强液
%((

&

Q

(

%4 ]

振荡反应
.A68

(荧光检测'

检测过程和拟合结果在
e9''('

型时间分辨荧光免

疫分析仪上完成'

B&E

"

统计学处理
"

用
WaWW$0&(

软件进行数据处理

及统计学分析'

C

"

结
""

果

C&B

"

磁珠耦联的抗
V)$00"#$

单抗的理化鉴定
"

分

别检测耦联反应前与反应后的溶液中鼠
-

K

b

抗体的

量(加入纳米磁珠前检测值为
%+

&

K

(反应结束分离去

除纳米磁珠后上清液中检测值为
3&+

&

K

'标记率为

%.&%

"

%+&(2+%&+'1

'

C&C

"

实验条件的选择

C&C&B

"

耦联
V)$00"#$

抗体磁珠加样量的选择
"

在

反应微孔中分别加入
4(

&

Q

的参考标准后(分别加入

%

+

4

+

$(

+

$4

+

%(

&

Q

耦联
V)$00"#$

抗体的磁珠微球(

按反应条件检测(考察并验证不同的免疫磁珠上样量

对检测结果的影响(结果见图
$

'由图
$

可知(随抗体

标记浓度的增加(各浓度点的结合率呈现先增后降的

趋势(耦联
V)$00"#$

抗体磁珠量为
4

&

Q

时就有最大

值'因此(本着简便经济的原则选择耦联
V)$00"#$

抗体磁珠量为
4

&

Q

的免疫磁珠进行后续实验'

图
$
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抗体标记量对检测结果的影响

C&C&C

"

上样量的选择
"

在保持其他条件不变情况

下(比较不同上样量对测量结果的影响'在反应微孔

中分别加入
$(

+

%(

+

4(

+

$((

&

Q

的
V)$00

参考标准液

进行检测(结果见图
%

'由图
%

可知(随着上样量的增

加(各浓度点的结合率均增大'当上样量为
4(

&

Q

时(继续增加上样量(结合率增加不明显(可认为反应

微孔中的双抗体夹心吸附基本达到饱和(因此后续选

择
4(

&

Q

上样量进行实验'

图
%
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上样量对检测结果的影响

C&C&D

"

检测时间的选择
"

在反应微孔中加入
4

&

Q

的标记纳米磁珠(再加入
4(

&

Q

的参考标准(按反应

条件分别在
4

+

$(

+

$4

+

%(

+

%4

+

.(A68

时检测(考察检测

时间对结果的影响(结果见图
.

'由图
.

可知(随检测

时间的延长(各浓度点的结合率基本呈现增加的趋

势'而随着检测时间增加(各浓度点的结合率不再发

生较大的变化(趋于平稳(反应微孔中的双抗体夹心

吸附在反应
$(A68

时基本达到饱和(因此(按照快速

简便的原则(选择检测时间为
$(A68

'

图
.

""

检测时间对检测结果的影响

C&D

"

标准曲线数据
"

按照自编程软件(用双对数函

数处理所得标准曲线(以检测样品荧光值为纵坐标(

V)$00

标准品水平为横坐标(建立方程并拟合成标准
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曲线见图
3

'

图
3

""

磁性微球时间分辨荧光免疫分析

技术检测
V)$00

的标准曲线

C&E

"

纳米磁珠时间分辨免疫技术定量检测
V)$00

的方法学评价

C&E&B

"

灵敏度与稳定性
"

以零浓度点计数$

F

I

7

%均

值$

S

%加
%H

后的计数率在标准曲线上所得到的相应

值为检测的灵敏度(可知本方法的灵敏度为
(&%_

"

AQ

'

3]

保存的抗
V)$00"#$

+

U@

.Y

"V)$00"#/

冻干

粉剂在
.

+

'

个月后分别测定(最高浓度点的结合率平

均仅下降
01

和
'1

(说明试剂盒稳定性较好(可较长

时间保存应用'

C&E&C

"

精密度和回收率
"

采用
SD8;"*9O-)

测定罗

氏质控血清中
V)$00

低+高
%

种浓度的
$(

次批内和

批间 变 异 系 数 $

9P

%分 别 为
3&.31

#

4&..1

和

3&001

#

$$&'31

(见表
$

(平均
9P

分别为
3&+31

和

+&.%1

(符合批内
9P

&

$(1

和批间
9P

&

$41

的要求'

低+高
%

组质控品浓度分别为
%(&'

+

$((&(_

"

AQ

(样品

浓度为
%4&+_

"

AQ

(添加样品后实测样品浓度分别为

3.&3'

+

$%+&4$ _

"

AQ

(回 收 率 分 别 为
0.&''1

+

$(%&$41

(添加样品后的平均回收率为
0/&0$1

'

表
$

""

纳米磁珠时间分辨免疫技术定量检测

"""

V)$00

的精密度试验

浓度

批内

批内均值

$

SjH

(

_

"

AQ

%

9P

$

1

%

批间

批内均值

$

SjH

(

_

"

AQ

%

9P

$

1

%

低
%(&+.j%&%% 4&.. %%&(3j4&$. $$&'3

高
$($&3%j+&+$ 3&.3 $(4&43j$(&43 3&00

C&E&D

"

特异度
"

采用
SD8;"*9O-)

测量
4((_

"

AQ

水平的
)Oa

时(测定值为
$&4_

"

AQ

(测量浓度为

%4(_

"

AQ

的
V)$%4

时测定值为
$&%_

"

AQ

(说明该

试剂盒与
)Oa

及
V)$%4

之间无交叉反应(抗体特异

度比较好'

C&E&E

"

临床血清标本分析
"

采用
SD8;"*9O-)

检测

0(

例本院就诊者的血清标本(并作比较(见图
4

'

SD8;"*9O-)

和
UVQ-)

两者结果基本相符(两者高度

相关(其中
UVQ-)

检出的阳性血清样品采用
SD8;"*9"

O-)

检测均为阳性'以
UVQ-)

为金标准(其中有
%

份

标本出现假阳性'从图
4

可以看出(

32(&0'0++Y

3&($4.

(

@

%

2(&0++/

'

SD8;"*9O-)

与
UVQ-)

法测定

血清中
V)$00

结果高度相关'

图
4

""

UVQ-)

与
SD8;"*9O-)

测定
V)$00

的

相关试验#

)20(

%

D

"

讨
""

论

""

V)$0"0

是一种低聚糖类相关抗原(由腺癌细胞

产生(经胸导管引流到血液中(引起外周血中
V)$0"0

水平的升高(该指标异常与消化系统疾病相关(尤其

在胃癌+结直肠癌+胰腺癌等疾病的良恶性鉴别中有

较大意义)

3"/

*

'

目前
V)$00

的全定量检测方法主要有
-9)

+

UQ-W)

+

UVQ-)

+

*9O-)

等(随着方法学的发展和对

指标精确定量等要求的提高(其中一些方法的缺点也

日益突显(如
UQ-W)

灵敏度不高(

-9)

有放射性污

染(

*9-O)

自动化程度不高+反应时间长等'本文所

建方法与其他检测方法相比较具有独特优势(首先

S,W

磁珠是以超顺磁性四氧化三铁 $

OB

.

Z

3

%为

核)

+"0

*

(磁珠直径小(可以均匀地分散于液相中(反应

体系可以暴露更多的结合位点(明显减小抗原
"

抗体反

应的空间位阻(利于抗体与血清标本中特异度结合效

率提高)

$("$$

*

(且可提高检测的特异度及灵敏度(

S,W

磁珠具有超顺磁性(可通过施加外部磁场进行快速移

动和分离(无需离心即可将免疫反应形成的免疫复合

物与未结合的其他物质分开(经过洗涤液的充分洗

涤(可以有效降低检测过程中的干扰(提高检测灵敏

度和降低检测信噪比&免疫磁珠均匀分散于溶液中(

与
V)$00

抗体接触机会更大(从而加快免疫磁珠与

V)$00

抗体的结合速率)

$%"$.
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(反应时间只需要
$(

A68

(大大提高了临床检测速度'本研究将纳米磁性

微球引入到
*9O-)

技术中(构建
SD8;"*9O-)

方

法'这个改变解决了
*9O-)

自动化检测的技术瓶

颈(既突出了
*9O-)

高灵敏+宽范围的特性(又可缩

短反应时间'

SD8;"*9O-)

法灵敏度高(与
UVQ-)

结果高度相关$

@

%

2(&0++/

%&平均
9P

分别为
3&+31

和
+&.%1

(完全符合临床使用需求'本研究中测量结

果与现有方法比较存在一定的差异(初步分析为如下

两个原因!$

$

%目前
V)$00

检测均基于免疫检测技

术(但不同公司所用的标记方法不同(所使用的的试

剂来源也不一样(导致系统之间存在差异&$

%

%

%

例差

异标本的测定值在正常参考值范围的上限附近(这种

称为灰区的测值有可能影响结果判断的准确性(需要

进一步作临床追踪检测才可能进行 $下转第
.04
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检测速度快(可同时进行
N*#

鉴定和

9-O

+

-S,

耐药鉴定(可以为临床提供更为快速+有效

的诊断依据(对传统比例法药敏试验进行了一定的

补充'
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试验结果的判断和临床意义的分析'

综上所述(本文所建方法将
*9O-)

的灵敏性+磁

分离技术的高反应效率相结合(在显著缩短反应时间

的基础上(获得可靠的临床检验结果且重复性良好(

如果有相关配套设施跟进即可形成全自动化操作(具

有良好的推广意义'
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