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  摘 要:目的 建立一种人血清癌胚抗原(CEA)发光免疫分析方法并进行性能评价。方法 根据生物学

上抗原与抗体会发生特异性反应的原理,将CEA捕获抗体包被在羧基磁珠表面,与血清中的CEA及吖啶酯标

记的CEA抗体反应形成双抗夹心“三明治”免疫复合物,清洗复合物后,加入预激发液和激发液,用化学发光免

疫分析仪检测反应过程中的发光强度,四参数Logistic方程拟合后计算出标本中CEA浓度,并对线性范围、准

确度、精密度及与雅培CEA检测系统相关性进行性能评估。结果 该方法空白限为0.2
 

ng/mL,线性范围为

0.4~1
 

000.0
 

ng/mL,批内精密度分别为5.12%、5.17%,批间精密度分别为5.52%、5.60%,与雅培CEA检

测系统测定结果拟合方程为Y=1.004
 

6X+0.073
 

4,相关系数(r)=0.994
 

9。结论 该方法各项性能指标均

能满足医院检验需求,与进口试剂结果比较有很好的相关性,有较好的临床检验应用前景。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

luminescent
 

immunoassay
 

for
 

human
 

serum
 

carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA)
 

and
 

evaluate
 

its
 

performance.Methods According
 

to
 

the
 

principle
 

of
 

specific
 

reaction
 

between
 

antigen
 

and
 

antibody
 

in
 

biology,CEA
 

capture
 

antibody
 

was
 

coated
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

carboxyl
 

magnetic
 

beads,which
 

reacted
 

with
 

serum
 

CEA
 

antigen
 

and
 

acridine
 

ester
 

labeled
 

CEA
 

antibody
 

to
 

form
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

immune
 

complex,then
 

the
 

immune
 

complex
 

was
 

cleaned,and
 

pre-trigger
 

solution
 

and
 

trigger
 

solution
 

were
 

added,the
 

luminescence
 

intensity
 

of
 

the
 

reaction
 

was
 

measured
 

by
 

chemiluminescence
 

immunoanalyzer,CEA
 

concentration
 

in
 

the
 

samples
 

was
 

calculated
 

after
 

fitting
 

with
 

four
 

parametric
 

Logistic
 

equations,and
 

the
 

linear
 

range,accuracy,precision
 

and
 

correlation
 

with
 

the
 

Abbott
 

CEA
 

detection
 

system
 

were
 

evaluated.Results The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

of
 

this
 

method
 

was
 

0.2
 

ng/mL,the
 

linear
 

range
 

was
 

0.4-1
 

000.0
 

ng/mL,the
 

intra-
batch

 

coefficient
 

of
 

variation
 

was
 

5.12%,5.17%,and
 

the
 

inter-batch
 

coefficient
 

of
 

variation
 

was
 

5.52%,
5.60%,the

 

fitting
 

equation
 

with
 

the
 

test
 

results
 

of
 

Abbott
 

CEA
 

detection
 

system
 

was
 

Y=1.004
 

6X+
0.073

 

4,and
 

correlation
 

coefficient
 

(r)
 

was
 

0.994
 

9.Conclusion All
 

the
 

performance
 

indexes
 

of
 

this
 

method
 

can
 

meet
 

the
 

requirements
 

of
 

hospital
 

testing,and
 

it
 

has
 

a
 

good
 

correlation
 

with
 

imported
 

reagents,and
 

good
 

application
 

prospects
 

in
 

clinical
 

examination.
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  肿瘤标志物可用于胃癌、肠癌、肺癌、肝癌等常见 肿瘤疾病的预防筛查、辅助诊断及复发监测[1]。癌胚
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抗原(CEA)是一种广谱肿瘤标志物,可通过细胞膜分

泌进入人体体液中[2]。健康人群血液中CEA浓度很

低,部分吸烟人群血液中CEA浓度会升高[3]。目前,
CEA被广泛应用于各类恶性肿瘤的辅助诊断、筛查。
化学发光免疫分析法是将化学光信号检测技术和免

疫分析法相结合的一种新技术,该方法的灵敏度高,
仪器操作智能简便,检测时间短,并且没有放射性污

染[4-5]。本研究通过双抗夹心法原理建立人血清CEA
发光免疫分析方法,并对各项性能进行了评估,选取

雅培CEA检测系统作为参比系统,调试检测结果与

世界公认的检测系统靠拢,以期为国内临床快速检测

CEA提供方法。
1 材料与方法

 

1.1 材料来源 血清标本由湖北医药学院附属襄阳

市第一人民医院提供。
1.2 仪器与试剂

 

 SMART
 

500全自动化学发光免

疫分析仪(科斯迈生物技术有限公司)、雅培i2000全

自动化学发光免疫分析仪(美国雅培公司)、BY-L600
型立式低速离心机(白洋医疗器械有限公司)、移液器

[大龙兴创实验仪器(中国)有限公司]、CEA捕获抗体

和检测抗体(金斯瑞生物科技有限公司)、CEA(海肽

生物科技有限公司)、吖啶酯[西格玛奥德里奇(上海)
贸易有限公司(Sigma-Aldrich)]、羧基磁珠(重庆博蓝

鹰生物技术有限公司)、CEA测定试剂盒(化学发光微

粒子免疫检测法,美国雅培公司)、ProClin
 

300[西格

玛奥德里奇(上海)贸易有限公司(Sigma-Aldrich)]、
新生牛血清(杭州四季青生物科技有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 吖啶酯标记CEA检测抗体
 

 取pH=7.4的

磷酸盐缓冲液置换抗体缓冲体系,调整抗体浓度为1
 

mg/mL。吖啶酯用无水N,N-二甲基甲酰胺配制成3
 

mg/mL的溶液。取500
 

μL抗体溶液,加入一定量的

吖啶酯溶液,室温避光振荡反应40
 

min。反应结束后

用G25脱盐纯化柱纯化后加入等体积甘油,储存于

-20
 

℃冰箱备用。
1.3.2 羧基磁珠偶联CEA捕获抗体 取1

 

mL浓度

为10
 

mg/mL的羧基磁珠于EP管中,磁力架磁性分

离磁珠和保存液,移液枪移除上清液,加入1
 

mL
 

MES缓冲液,反复清洗2次后混合重悬于1
 

mL
 

MES
缓冲液中。重悬液中依次加入EDC和NHS活化剂,
置于混匀仪中反应30

 

min,反应结束后置于磁力架中

静置,移除上清液,加入1
 

mL
 

MES缓冲液,反复清洗

2次。清洗结束,加入0.5
 

mL
 

MES缓冲液重悬,再
加入0.5

 

mL预处理的CEA捕获抗体,置于混匀仪中

反应120
 

min。反应结束后,用1
 

mL
 

MES缓冲液反

复清洗3次。加入磁珠封闭液封闭120
 

min后用1
 

mL
 

MES缓冲液反复清洗3次,加入磁珠保存液于

2~8
 

℃冰箱中备用。
1.3.3 CEA校准品配制 新生牛血清中加入0.1%

 

ProClin
 

300,混匀仪混匀60
 

min后制备成校准品稀

释液,经雅培i2000全自动化学发光免疫分析仪检测

CEA浓度低于检测下限,可用作CEA 校准品的配

制。将CEA用校准品稀释液分别配制成浓度为0.0、
1.0、2.5、50.0、100.0、1

 

000.0
 

ng/mL的校准品,各
浓度使用雅培CEA检测系统进行标定,溯源至国际

标准品NIBSC73/601。
1.3.4 检测方法设定 使用SMART

 

500全自动化

学发光免疫分析仪设定检测程序,将20
 

μL标本、包
被在羧基磁珠上的 CEA 捕获抗体、吖啶酯标记的

CEA标记抗体加入到反应杯中,37
 

℃恒温条件下孵

育反应一定时间形成磁珠-CEA捕获抗体-抗原-CEA
标记抗体-吖啶酯复合物。利用磁场吸引复合物,清洗

液洗涤后,加入100
 

μL预激发液和100
 

μL激发液。
免疫复合物中的吖啶酯在两种试剂的作用下会形成

激发态中间体,激发态回到基态时会发出恒定波长的

可见光,通过SMART
 

500全自动化学发光免疫分析

仪中的传感器可检测到反应过程中的发光强度。发

光强度与标本中的CEA浓度在线性范围内呈正相

关,四参数Logistic方程进行拟合后,即可计算得到

血清标本中CEA的浓度。
1.3.5 羧基磁珠偶联CEA捕获抗体浓度及工作浓

度的筛选 采用棋盘实验法。分别向10
 

mg磁珠中

加入0.05、0.10、0.20
 

mg的CEA捕获抗体进行偶

联,分别按照200∶1、100∶1、50∶1的质量比进行偶

联(因素A)。每个羧基磁珠偶联物,其工作浓度分别

按照1∶5、1∶10、1∶20的稀释比例进行稀释(因素

B),采用双因素交叉实验,评估校准品拟合的线性及

校准品1(S1)与零浓度校准品(S0)信噪比(S1/S0)。
1.3.6 吖啶酯标记CEA检测抗体浓度及工作浓度

的筛选 采用棋盘实验法。分别向5
 

μg吖啶酯试剂

中加入25、50、100
 

μg的CEA检测抗体进行标记,分
别按照1∶5、1∶10、1∶20的质量比进行标记(因素

A)。每个浓度的标记物其工作浓度分别按照1∶
500、1∶1

 

000、1∶2
 

000的比例进行稀释(因素B),采
用双因 素 交 叉 实 验。评 估 校 准 品 拟 合 的 线 性 和

S1/S0。
1.3.7 反应时间选择 确定了羧基磁珠偶联CEA
捕获抗体、吖啶酯标记CEA检测抗体的工作浓度后,
进一步探究最佳的反应时间。设定反应时间分别为

5、8、10、15
 

min,通过评估不同时间下校准品的回归

曲线选择最佳反应时间。
1.4 统计学处理 采用Excel2019及SPSS20.0软件

进行数据处理及统计分析。呈偏态分布的计量资料以

M(P25,P75)表示,组间比较采用配对 Wilconxon符号

秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

 

2.1 方法学建立

2.1.1 羧基磁珠偶联CEA捕获抗体浓度及工作浓

度确定 随着CEA捕获抗体浓度的升高,其线性相

关系数(r)呈升高趋势。随着羧基磁珠浓度的升高,

·8301· 国际检验医学杂志2022年5月第43卷第9期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,May
 

2022,Vol.43,No.9



信噪比随之降低。因此,根据CEA校准曲线的线性

和信噪比情况,筛选出最优的偶联条件为羧基磁珠与

CEA捕获抗体质量比为100∶1,羧基磁珠工作浓度

为1∶10,在该条件下其r值和信噪比最优,并且原料

用量较少。见表1。
表1  不同包被浓度及稀释比例的选择

包被浓度(因素A,mg) 稀释比例(因素B) 信噪比 r

0.05 1∶5 2.5 0.998
 

3

1∶10 2.7 0.998
 

9

1∶20 2.4 0.999
 

2

0.10 1∶5 3.2 0.999
 

9

1∶10 3.6 0.999
 

8

1∶20 3.0 0.999
 

7

0.20 1∶5 3.8 0.999
 

8

1∶10 3.1 0.999
 

8

1∶20 2.5 0.999
 

7

2.1.2 吖啶酯标记CEA检测抗体浓度及工作浓度

确定 吖啶酯标记的CEA偶联物稀释至1∶1
 

000
时,其信噪比降低,在稀释比例为1∶1

 

000时,标记物

的线性和信噪比能达到最优。因此,筛选出最优偶联

条件为吖啶酯与CEA检测抗体质量比为1∶10,吖啶

酯标记的CEA偶联物的稀释比例为1∶1
 

000时,其
校准曲线拟合的r值和信噪比最优,并且原料用量较

少。见表2。
表2  不同标记物浓度及稀释比例的选择

标记比例(因素A) 稀释比例(因素B) 信噪比 r

1∶5 1∶500 3.7 0.998
 

3

1∶1
 

000 4.5 0.998
 

2

1∶2
 

000 4.1 0.998
 

1

1∶10 1∶500 3.7 0.999
 

8

1∶1
 

000 4.1 0.999
 

9

1∶2
 

000 3.5 0.999
 

8

1∶20 1∶500 3.6 0.999
 

9

1∶1
 

000 4.1 0.999
 

7

1∶2
 

000 3.5 0.999
 

6

2.1.3 反应时间确定 设定反应时间分别为5、8、
10、15

 

min,评估不同时间下校准品的回归曲线,结果

见图1。随反应时间的延长,校准品各个浓度点的相

对发光值也随之升高,升高到一定时间后基本达到平

衡,为实现临床快速检测,因此反应时间选择10
 

min。
2.2 试剂性能评价

2.2.1 空白限检测 用S0 作为标本进行检测,重复

测定零浓度校准品20次,得到20次测量结果的相对

发光值(RLU),计算其平均值(x)和标准差(s),得出

x±2s,将(x±2s)代入校准品曲线公式,计算得出对

应的浓度值为0.2
 

ng/mL,即为本方法的空白限。

图1  不同反应时间下的校准品相对发光值

2.2.2 线性范围 接近线性范围上限的CEA高浓度

标本和接近线性范围下限的CEA低浓度标本混合成5
个稀释浓度(xi)(包括下限、中限及上限),即配制浓度

为0.40、200.16、400.24、600.16、800.08、1
 

000.00
 

ng/mL的线性参考品,每个稀释浓度测试3次,分别

求出测定结果的均值(yi)。以稀释浓度(xi)的对数为

自变量,以测定结果均值(yi)的对数为因变量拟合线

性,见图2,根据拟合的线性方程,结果表明本方法在

0.4~1
 

000.0
 

ng/mL范围内的r为0.999
 

6,线性范

围符合行业标准要求。

图2  线性范围实验结果

2.2.3 准确度 取已知浓度的高浓度CEA标本(浓
度记为Xs)和已知浓度的低值血清标本;将参考品与

低值血清标本以1∶9的体积比进行混合,然后分别

检测低值血清标本和混合标本,每个标本重复检测3
次,计算检测结果的平均值X0 和X。根据公式回收

率(P)=(10X-9X0)/Xs×100%计算出P,本方法的

P为102.70%,说明 P在85.00%~115.00%范围

内,符合准确度要求。
2.2.4 精密度 配制预期浓度为100

 

ng/mL和10
 

ng/mL高、低两个浓度的样品,分别重复检测10次,
计算高、低两个浓度的批内精密度,见表3。重复3次

实验,分别统计高、低两个浓度的30次检测结果并计

算高、低两个浓度的批间精密度,见表4,结果显示,本
检测方法批内精密度分别为5.12%、5.17%,批间精

密度分别为5.60%、5.52%,这一结果表明本检测方

法的精密度均优于行业标准要求。
2.2.5 HOOK 效 应  使 用 CEA,配 制 浓 度 为

160
 

000、120
 

000、60
 

000、30
 

000、15
 

000、1
 

000
 

ng/mL的CEA高值标本。同时配制后的高值标本,
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制作浓度相对发光值曲线,见图3,分析曲线可知,当
CEA浓度超过120

 

000
 

ng/mL时出现拐点,说明

CEA 浓 度 最 高 达 到 120
 

000
 

ng/mL 时,未 出 现

HOOK效应。
表3  批内精密度(n=10,ng/mL)

质控编号 质控浓度 测定均值 标准差 CV(%)

QC
 

Ⅰ 10 9.68 0.50 5.12

QC
 

Ⅱ 100 100.42 5.19 5.17

表4  批间精密度(n=30,ng/mL)

质控编号 质控浓度 测定均值 标准差 CV(%)

QC
 

Ⅰ 10 9.92 0.56 5.60

QC
 

Ⅱ 100 97.98 5.41 5.52

图3  HOOK效应浓度-RLU值曲线

2.2.6 与雅培CEA检测系统比对 使用雅培CEA
检测系统,与本方法同时测定200份临床血清标本

CEA浓度,二者相关性见图4,相关性方程为Y=
1.004

 

6X+0.073
 

4,r=0.994
 

9。通过分析这两种方

法的标本检测结果比较,差异无统计学意义(P=
0.468)。结果表明,本方法与雅培CEA检测系统临床

标本结果的相关性较好。

图4  两种试剂盒测定结果的相关性

3 讨  论

  化学发光免疫分析法是一种高灵敏度、高特异度

的检测方法,即将高灵敏度的化学分析方法和高特异

度的免疫学反应相融合的一项技术,符合临床检验需

求。化学发光免疫分析法以其线性范围宽、灵敏度

高、特异度高、精确定量等优势,逐步替代传统的酶联

免疫吸附试验和定性产品,同时早期的微孔板式化学

发光法也逐步被磁微粒化学发光技术所取代[6-7]。从

目前化学发光法市场占有率和主流技术应用看,非酶

参与的直接化学发光免疫分析法、电化学发光法占比

高于酶促化学发光法,直接化学发光法标记物相对分

子质量很小,便于对小分子物质进行标记,能检测的

项目多于酶促化学发光法,在临床检验中应用更广

泛。以吖啶酯标记的化学发光免疫分析法属于直接

化学发光法,体系标记简单,无需酶催化和增强剂的

作用,能明显降低化学发光背景值,提高信噪比,干扰

作用少,同时,还表现出光释放集中迅速、发光强度和

发光效率高的特点[8],此外,由于其相对分子质量较

小,易与抗体结合,且对抗体构像影响小,标记后比较

稳定,现如今在直接化学发光免疫分析 法 中 成 为

主流。
在一般情况下,CEA能够通过胃肠道代谢作用,

维持一种动态平衡,并处于较低浓度。在恶性肿瘤发

生、发展过程中,血清中的CEA可进入血液循环,因
此,在胰腺癌、肺癌、结肠腺癌、肝细胞癌和胃癌患者

血清中CEA浓度明显升高[9]。CEA作为临床试验中

的肿瘤标志物,已逐渐成为临床上诊断肿瘤的重要辅

助指标之一,定量检测血清中的CEA浓度在恶性肿

瘤手 术 后 的 疗 效 评 估 及 预 后 观 察 中 发 挥 重 要 作

用[10-11],另外,CEA也可辅助检测用于部分癌症患者

的靶向治疗[12]。目前,临床上用于检测CEA的手段

方法多样,同时也有不少研究对CEA检测方法进行

了报 道。薛 盼 等[13]构 建 了 基 于 辣 根 过 氧 化 物 酶

(HRP)催化发光的CEA分析检测方法,该方法可基

本满足医院检测,但是由于 HRP不及碱性磷酸酶

(ALP)稳定[14],目前大多数试剂厂家将 HRP体系更

换为更加稳定的ALP体系。李雪萌[15]构建了一种基

于纳米材料的CEA荧光免疫检测方法,该方法的优

势是设备更加小巧便携,操作更加灵活,但在准确度、
灵敏度及抗背景干扰等性能方面不及化学发光法。
周齐洋等[16]报道了基于链霉亲和素-生物素体系的

CEA直接发光检测方法,该方法性能出色,各项技术

指标均达到国家标准要求,但是该方法用的主要试剂

均为进口试剂,且仪器为封闭系统。
本研究成功建立了基于磁微粒化学发光系统的

CEA定量检测方法,并应用所建立的方法与雅培

CEA检测系统同时检测200份临床血清标本。本方

法性能评估结果显示,所建立方法的空白限、准确度、
线性范围、批内精密度、批间精密度等性能指标均满

足行业标准,与雅培CEA检测系统临床标本结果的

相关性较好,说明本研究所研制的CEA定量检测方

法达到了临床诊断的要求。本研究采购的大部分主要

原料为国产试剂,生产成本较低,可降低检测费用。此

外,本研究中CEA定量检测方法使用仪器为国产开放

式全自动化学发光免疫分析仪,适宜国内临床推广,有
助于推进国内诊断试剂国产化。 (下转第1045页)
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