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建立一种快速&灵敏的化学发光免疫分析方法检测人血清中鳞状细胞癌抗原"
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$水平%方法
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使用异鲁

米诺"

5NUQ

$和异硫氰酸荧光素"

Q̀>S

$分别标记
*SS5

的单克隆抗体!与待测
*SS5

抗原通过夹心法免疫反应形成抗原抗体复

合物!采用包被有
Q̀>S

的磁颗粒作为固相分离载体!加入底物之后检测发光强度%结果
!

本方法线性范围达到
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!批内变异系数"
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分别小于
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和
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%与现有的
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检测方法进行比对!相关系数为
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%结论
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基于磁颗粒化学发光免疫分析检测
*SS5

的方法性能稳定&可靠!可用于定量检测人血清中
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鳞状细胞癌抗原$
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&是一种异构体的糖蛋白#相对分

子质量为
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等)
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*在
!88<

年首次发现

它是一个肿瘤相关抗原'

*SS5

在正常的皮肤和其他鳞状上

皮细胞中浓度很低)

',=

*

#在头部和颈部(肝脏等上皮癌组织中高

浓度表达#现已被证明有助于肺癌(鳞状细胞癌的诊断)
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前临床常用于检测血清中
*SS5

的方法包括酶联免疫吸附试

验$
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(化学发光酶免疫法$

STUQ5

&和化学发光免疫分

析法$

STQ5

&等'然而#

UTQ*5

法有其局限性#如重复性差(灵

敏度低(线性范围窄等'

STUQ5

是一种间接发光检测方法#使

用酶催化发光#但是酶促反应容易受到温度波动的干扰'

STQ5

是一种直接发光检测方法#使用发光物质如吖啶酯和
0,

$氨基丁基&

,0,

$异鲁米诺&$

5NUQ

&直接标记抗原或抗体#不需

要酶的参与'因此#笔者研究了一种采用
5NUQ

标记单克隆抗

体(磁珠$

7)*

&作为分离载体的化学发光方法#用于检测人体

血清中的
*SS5

浓度#试验的各项参数均进行了优化并对整个

分析系统进行了评价分析'
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材料与方法
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样品来源
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收集
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份医院患者血清标本储存在
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备用'
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仪器与试剂
!
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原液(异硫氰酸荧光素$

Q̀>S

&(
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羟基$

0R*
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5NUQ

和
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乙基
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二甲基氨基丙基&碳二亚胺

盐酸盐$

U+S

&购自美国
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3.,5/GC2JE

公司'羊抗鼠
Q̀>S

标

记抗体包被的磁珠$
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&购自意大利
5G./D2:

公司'两

种针对不同表位的鼠抗人
*SS5

单克隆抗体购自美国
2̀De,
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@C./G

公司'化学发光底物)氢氧化钠$

0.1R

&和过氧化氢

$
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"
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"

&*(牛血清清蛋白$

N*5

&和二甲基甲酰胺购自北京金科

生物科技有限公司'

c̀T,c*,!$(T

恒温箱$北京福意联公司&

和
dbT,!((R

摇床$郑州南北仪器设备有限公司&用于温育和

振荡操作'
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自动分析仪购自深圳新产业生物医

学工程有限公司'雅培$中国&有限公司提供
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市售试剂

盒和
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化学发光分析仪进行方法比较'
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缓冲液及校准品的制备
!

洗涤缓冲液为
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&缓冲
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R<#&

#含
(#$PN*5

和
(#$P

甘油&作为
5NUQ,*SS5

和

Q̀>S,*SS5

抗体的稀释缓冲液'碳酸盐缓冲液$

B

R8#'

&和磷

酸盐缓冲液$
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&用于
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和
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标记
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*稀释
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原液#制备校准品'校准品的浓度分别为
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'校准品分装(冻干后储存在
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备用'
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Q̀>S

标记
*SS5

抗体制备
!

Q̀>S

标记
*SS5

抗体

的方法参照文献)
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*并稍作修改'称取
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-
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#用
!((

"

T

二甲基甲酰胺溶解#然后再慢慢加入
!#(3T(#!3?/
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T

碳酸

氢钠$

0.RS1
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&缓冲液$

B
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抗体放入透析袋中#

用
(#"3?/
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T0.RS1

'

缓冲液
= [

洗脱过夜'透析得到的
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抗体和
Q̀>S

溶液混合#在
=[

条件下搅拌
"=E

#用
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3T)N*

$

B
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&在
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对混合液进行透析
'G

#中间对透析液

进行
=

次交换'收集
Q̀>S

标记的
*SS5

抗体溶液#

'(((C

"

32;

离心
'(32;

#收集上清'测试溶液在
"%(;3

和
=8$;3

处

的吸光度#估算抗体的浓度'

Q̀>S,*SS5

抗体加入甘油之后

分装#

_"([

储存备用'

?#A#A

!

5NUQ

标记
*SS5

抗体制备
!

5NUQ

标记
*SS5

抗体

参考文献)
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*进行'配制
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T5NUQ

溶液
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#然后加入
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&溶解#接着加

入
!#$3

-

*SS5

抗体#混匀#

'<[

温育
!E

'混合液透析
"G

后#用
(#!3?/
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T)N*

$
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&洗脱未参与反应的试剂#

'(((

C

"

32;

离心
'(32;

#收集上清#储存在
_"([

备用'
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免疫反应
!

本试验使用
5NUQ

作为化学发光物质#采

用抗体夹心法结合磁珠分离技术检测
*SS5

#免疫分析步骤如

下!首先#加入
!((

"

T

待测血清或者
*SS5

校准品#然后分别

加入
'(

"

T

的
5NUQ,*SS5

抗体和
Q̀>S,*SS5

抗体#

'<[

温

育
"$32;

#形成双抗体
,

抗原夹心复合物#加入包被有抗
Q̀>S

抗体的磁珠
=(

"

T

%

'<[

温育
$32;

$捕获时间&#在磁铁作用下

将抗原抗体复合物沉淀吸到反应管底部#加入
=((

"

T

洗液#除

去游离的抗体和样品中杂质成分#重复清洗
'

次#最后加入

!((

"

T

发光底物$

$(

"

T0.1R

和
$(

"

TR

"

1

"

&检测相对发光

强度值$

4Tg

&'

?#A#C
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方法学评价
!

$

!

&线性范围!在优化条件下#测试
*

(

(

*

!

(

*

"

(

*

'

(

*

=

和
*

$

的
4Tg

#得到标准曲线方程及线性范围上

限'$

"

&灵敏度!重复测定标准品
*

(

!(

次#求发光平均值及其

标准偏差#再由发光平均值减去
"

倍标准偏差后的值代入校准

曲线所求得的浓度#计算平均检测限'$

'

&精密度!低(中(高
'

种不同浓度的样品分别进行
"(

次重复测定#计算批内变异系

数$

)W

&%对
'

个样品每天重复测试
=

次#连续测试
$G

#计算批

间
)W

'$

=

&临床比对!使用该方法对
=(

份血清标本进行检测#

每一个临床样品的检测值与雅培
*SS5

试剂盒测定值比较'

以参比方法测定值为
+

轴#本研究方法的测定值为
D

轴#作图

得相关曲线'

?#B

!

统计学处理
!

每个校准品浓度重复测试
"

次#以校准品

浓度为横坐标#

4Tg

为纵坐标#采用双对数作图法绘制标准曲

线并拟合线性回归方程#根据样品的
4Tg

值#计算血清样品

中
*SS5

的浓度'

@

!

结
!!

果
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免疫试剂的优化
!

免疫试剂是影响免疫检测灵敏度的一

个关键参数#本实验对
5NUQ,*SS5

抗体(

Q̀>S,*SS5

抗体溶

液的最佳浓度进行了研究'

5NUQ,*SS5

抗体原液进行了一系

列稀释#稀释比例从
!i=((

到
!i%((

#抗体的最佳稀释比例

参考校准曲线的测试结果'根据线性范围$最高
4Tg*

$

"

4Tg*

(

&最宽#灵敏度$最高
4Tg*

!

"

4Tg*

(

&最高的原则#

5NUQ,*SS5

抗体原液
!i&((

的稀释比例被认为最佳#见表

!

'对
Q̀>S,*SS5

抗体溶液进行一系列稀释#稀释比例从
!i

$((

到
!i"$((

'同样#根据
4Tg*

!

"

4Tg*

(

和
4Tg*

$

"

4Tg*

(

的值#选择
Q̀>S,*SS5!i!(((

的稀释比例进行后续

的研究#见表
"

'

表
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温育时间的优化
!

免疫反应的温育时间可直接影响免疫

检测的灵敏度'如图
!

所示#当温育时间延长#免疫复合物增

多#

4Tg

随之增加#当时间达到
"$32;

之后#发光强度趋于缓

慢下降#表明抗原和抗体之间的反应已经达到平衡'因此#免

疫反应的温育时间设定为
"$32;

'

图
!

!!

温育时间优化结果图
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方法学评价
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标准曲线
!

标准曲线方程为
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#线性范围上限为
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#相关系数为
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灵敏度
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该方法的检测限为
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精密度
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批内精密度)均值$
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批间精密度)均值$

)W

&*分别为)

!#!';

-

"

3T

$

&#'(P

&*()

"#$=

;

-

"

3T

$

$#<8P

&*和)

&#&<;

-

"

3T

$

=#'&P

&*'

@#A#B

!

临床对比
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使用该方法对
=(

份血清标本进行检测#与

雅培
*SS5

试剂盒测定值的比较作图得相关曲线#见图
"

'曲

线方程为
D\!#(!=%+a(#(!$!

#相关系数为
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#两者
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相关性良好'

图
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本方法与商品试剂盒测试
=(

份标本的对比结果
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论

本研究基于磁珠分离系统#建立了一种灵敏(快速的化学

发光免疫分析方法用于检测人体血清中
*SS5

水平'该发光

系统主要包括包被有抗
Q̀>S

抗体的磁珠#

Q̀>S

标记的
*SS5

抗体#

5NUQ

标记的
*SS5

抗体及发光强度检测系统
=

个部

分'

*SS5

抗原和标记的抗体形成.夹心反应物/#试剂的浓度

和反应时间是影响免疫反应的关键参数'研究结果显示#当

5NUQ,*SS5

抗体和
Q̀>S,*SS5

抗体的稀释比例增大时#

*

!

和
*

$

的
4Tg

呈下降趋势'考虑到线性范围$

4Tg*

$

"

4Tg*

!

比值&和灵敏度$

4Tg*

!

"

4Tg*

(

比值&#分别选择了
!i&((

和

!i!(((

作为最优的稀释比例'免疫反应时间的长短也是影

响免疫检测灵敏度的关键参数之一#研究显示#随着温育时间

延长#

4Tg

增加#当温育时间为
"$32;

时达到最大#因此免疫

反应的时间设为
"$32;

'本方法检测步骤包括加试剂(温育(

洗涤(捕获等#完成一个完整的测试只需
=(32;

#而采用
STU,

Q5

法检测一般需要一个多小时)
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等)
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*研发了基

于微孔板的
UTQ*5

测定血清
*SS5

#尽管结论显示这种方法

的性能参数符合要求#但手工
UTQ*5

操作需要更长的时间#检

测效率不高'

本方法与其他
*SS5

检测方法相比具有几个优点'首先#

灵敏度高#本方法
*SS5

检测的灵敏度为
(#("$;

-

"

3T

#而

UTQ*5

方法的灵敏度为
(#';

-

"

3T

'其次#免疫反应不需要

通过酶的催化作用#并能避免一些非特异性反应'另外#磁珠

用来作为分离载体#很好地解决了使用微孔板作为分离载体带

来的不均匀性及包被抗体数量较少的问题#从而可以提高反应

的线性范围#有较好的临床应用价值'
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