
书书书

·体外分析·

ＣＡ２４２高灵敏时间分辨荧光免疫分析
及其初步应用
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【摘要】　目的　采用时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ）建立高灵敏的恶性肿瘤相关糖类抗
原（ＣＡ）２４２的快速全自动检测方法并进行初步应用。方法　以抗 ＣＡ２４２单克隆抗体６０１＃包被９６
孔微孔板，以Ｅｕ３＋Ｎ２［ｐ异氰酸苄基］二乙烯三胺四乙酸标记抗ＣＡ２４２单克隆抗体２４２＃，发光增强
系统为以β二酮体为主的增强液。采用平衡饱和法建立ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ，采用ＡｕｔｏＤＥＬＦＩＡ１２３５系统考
核ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ，并进行健康人和胃癌患者血清样本的检测。结果　该方法的批内和批间 ＣＶ分别
为２．９２％和５．３６％，平均回收率为９８．７５％，灵敏度为０．２ｋＵ／Ｌ，可测范围为０．２～２００ｋＵ／Ｌ，最高浓
度点计数的２０％、５０％、８０％对应的效应点值（ＥＤ２０、ＥＤ５０、ＥＤ８０）分别为２５．２ｋＵ／Ｌ、５３．３ｋＵ／Ｌ和
１１２．５ｋＵ／Ｌ。ＣＡ５０、ＣＡ１９９对ＣＡ２４２分别有１５％和３２％的交叉反应，癌胚抗原（ＣＥＡ）、甲胎蛋白
（ＡＦＰ）、ＣＡ１２５对ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ均无交叉反应。Ｅｕ３＋标记２４２＃抗体于 －２０℃下保存６个月免疫反
应性基本无损，同批试剂连续６个月应用分析结果稳定，检测健康体格检查人员的血清，样品的平均
值为（６．５２±５．１５）ｋＵ／Ｌ，建议阳性阈值为１７ｋＵ／Ｌ，临床结果与酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）的结果
相符，ｒ为０．９１６。１１６例胃癌患者血清 ＣＡ２４２的阳性率为２６．７％。结论　ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ的灵敏度
高、稳定性好，可用于血清ＣＡ２４２含量的免疫测定。

【关键词】　荧光免疫测定；抗原，肿瘤相关，碳水化合物；消化系统肿瘤
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　　糖类抗原（ＣＡ）２４２（ＣＡ２４２）是一种唾液酸化的
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黏蛋白型糖类抗原，于１９８５年经 ＣＡ２４２单克隆抗
体（简称单抗）筛选而得。ＣＡ２４２与 ＣＡ１９９、ＣＡ５０
的抗原决定簇为同种黏蛋白表面的不同糖链结构，

其已应用于胰腺癌、胃癌和结直肠癌等消化道恶性

肿瘤的诊断［１２］。由于ＣＡ１９９，ＣＡ５０等在良性阻塞
性黄疸及肝实质损害性疾病时易出现假阳性，而血
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清ＣＡ２４２水平很少或仅轻微升高，ＣＡ２４２假阳性率
明显低于 ＣＡ１９９及 ＣＡ５０，其特异性明显优于
ＣＡ１９９及ＣＡ５０，因此在消化道恶性肿瘤的诊断中，
ＣＡ２４２比 ＣＡ１９９、ＣＡ５０更有价值［３］。新近研究表

明，ＣＡ２４２对肺腺癌也有较高的灵敏度和特异性。
本研究利用时间分辨荧光免疫分析技术（ＴＲＦＩＡ）的
高灵敏度和较好的稳定性［４］，建立了夹心法 ＣＡ２４２
ＴＲＦＩＡ，现报道如下。

材料与方法

１．材料与试剂。抗ＣＡ２４２单抗（克隆号分别为
２４２＃和 ６０１＃），ＣＡ２４２，ＣＡ１９９，ＣＡ５０，癌胚抗原
（ＣＥＡ），甲胎蛋白（ＡＦＰ）参考标准由北京佳瑞公司
提供。Ｅｕ３＋标记试剂盒为美国 ＰＥ公司产品。二乙
烯三胺五乙酸（ＤＴＰＡ）为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。ＰＤ
１０和ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ为瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司产品。
增强液和洗涤液由本室自制。其他试剂均为国产分

析纯。全自动 ＴＲＦＩＡ检测仪（ＡｕｔｏＤＥＬＦＩＡ１２３５）为
美国ＰＥＷａｌｌａｃ公司产品。ＣＡ２４２酶联免疫吸附测
定（ＥＬＩＳＡ）试剂盒为瑞典ＣａｎＡｇ公司产品。
２．样本来源。检测血清由江苏省江原医院提

供，胃癌患者均经胃镜和病理检查确诊，健康人为健

康体格检查者。空腹采集外周血５ｍｌ，分离血清。
３．固相抗体制备。将 ６０１＃单抗用 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ２ＣＯ３ＮａＨＣＯ３、ｐＨ值９．６的缓冲液稀释成１０ｍｇ／Ｌ
的包被液，９６孔微孔板各孔加２００μｌ，４℃放置过夜。
弃去包被液，冲洗３次，加２００μｌ含３ｇ／Ｌ牛血清白
蛋白（ＢＳＡ）的上述缓冲液封闭，４℃放置过夜。弃去
封闭液，真空抽干，板条密封后置－２０℃冷冻保存。
４．Ｅｕ３＋２４２＃单抗制备。参照 Ｅｕ３＋标记试剂盒

说明书操作。取２４２＃单抗０．４ｍｌ，经ＰＤ１０柱转换缓
冲条件，至ｐＨ值９．０，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３ＮａＨＣＯ３缓
冲液（含０．１５５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）。取５００μｌ加入０．１ｍｇ
的 Ｅｕ３＋Ｎ２［ｐ异氰酸苄基］二乙烯三胺四乙酸
（Ｅｕ３＋ＤＴＴＡ）中，２５℃下磁力搅拌反应２０ｈ。反应
液用ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ柱（１ｃｍ×４０ｃｍ）层析，吸光度
（Ａ）２８０监测收集蛋白质峰，用洗脱缓冲液稀释后分装。
５．测定方法。采用平衡法建立 ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ，

反应缓冲液为ｐＨ值７．８的５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，含
８ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、质量分数 ０．１％ ＢＳＡ、５０μｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＰＡ、０．１ｍｌ／Ｌ吐温８０和质量分数０．１％ ＮａＮ３，
先在包被有６０１＃单抗的９６孔微孔板上，每孔依次加入
５０μｌＣＡ２４２参考标准或待测血清。取１５０μｌＶ（反应
缓冲液）∶Ｖ（Ｅｕ３＋２４２＃单抗）＝５０∶１的溶液，于２５℃对

其振荡保温２ｈ后，洗涤６次，再加增强液２００μｌ，２５℃
振荡反应 ５ｍｉｎ，荧光检测。全部过程均在 Ａｕｔｏ
ＤＥＬＦＩＡ１２３５上自动完成，软件由本所编制。
６．临床验证。ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ试剂盒与进口的

ＣＡ２４２ＥＬＩＳＡ试剂盒检测相同的样本，并进行相关
性分析。采用ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ试剂盒检测２１０名健康
人血清，确定参考值，检测１１６例胃癌患者血清的
ＣＡ２４２浓度，并与ＣＡ５０、ＣＥＡ比较，分析其临床意义。
７．数据分析。ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ标准曲线由 Ａｕｔｏ

ＤＥＦＩＡ１２３５自带的双对数程序处理。

结　　果

一、Ｅｕ３＋２４２＃单抗的理化和免疫学鉴定
Ｅｕ３＋２４２＃单抗经 ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ层析，收集

第１洗脱峰。以 ＰＥ公司提供的 Ｅｕ３＋标准为参考，
第１洗脱峰的 Ｅｕ３＋含量为３１μｍｏｌ／Ｌ，２４２＃单抗蛋
白含量为３．２μｍｏｌ／Ｌ，即平均每个２４２＃单抗上连接
了９．７个Ｅｕ３＋。

二、ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ的考核
经双对数函数处理程序处理所得的ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ

标准曲线见图１。

图１　ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ标准曲线

１．方法的特异性。将 ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＣＡ５０、ＣＡ１２５
和ＣＡ１９９分别配成１０～５００，１０～１０００，１０～１５０，
１０～５００和１０～１４０ｋＵ／Ｌ一系列不同水平，代替标
准曲线中的ＣＡ２４２参考标准。在上述值范围内，ＣＡ５０、
ＣＡ１９９对ＣＡ２４２分别有１５％和３２％交叉反应，ＣＥＡ、
ＡＦＰ、ＣＡ１２５对ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ均无交叉反应。
２．精密度、回收率和健全性。按操作步骤操作，

１０孔平行测定不同浓度的质量控制样品，计算测定
结果的 珋ｘ与ｓ；在１份健康人血清中分别添加不同浓
度的参考标准品，双孔平行测定添加样品，测定结果

表明本方法的批内和批间 ＣＶ分别为 ２．９２％和
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５３６％，在可测范围内其平均回收率为９８．７５％。
把Ｖ（高含量的ＣＡ２４２血清样品）∶Ｖ（缓冲液）＝

１∶（２～３２）的溶液用本方法测定，换算后的 ＣＡ２４２
含量非常接近；用该系列稀释血清代替 ＣＡ２４２参考
标准作标准曲线，其斜率与 ＣＡ２４２的标准曲线斜率
基本一致，表明ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ有良好的健全性。
３．灵敏度和稳定性。以零剂量点发光值珋ｘ＋２ｓ后

的发光值在标准曲线上得到的相应值为０．２ｋＵ／Ｌ。
８条不同时间进行的ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ最高浓度点计数
的２０％、５０％、８０％对应的效应点值（ＥＤ２０、ＥＤ５０和
ＥＤ８０）分别为２５．２，５３．３和１１２．５ｋＵ／Ｌ。

三、临床应用

１．与ＣＡ２４２ＥＬＩＳＡ试剂盒对照。采用 ＣＡ２４２
ＴＲＦＩＡ检测２１０名健康体格检查人员的血清，样品
的平均值为（６．５２±５．１５）ｋＵ／Ｌ，建议阳性阈值为
１７ｋＵ／Ｌ，ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ和瑞典 ＣａｎＡｇ公司的
ＣＡ２４２ＥＬＩＳＡ试剂盒对３２例血清样品进行检测，两者
结果基本相符，ｒ为０．９１６，其中ＥＬＩＳＡ试剂盒检出的阳
性血清样品采用ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ检测均为阳性。
２．胃癌患者检测结果。检测１１６例胃癌患者血

清中的 ＣＡ２４２、ＣＡ５０、ＣＥＡ，其含量（珋ｘ±ｓ）分别为
（２４７８±５０．３８）ｋＵ／Ｌ，（１７．４１±３９．１７）ｋＵ／Ｌ和
（８２８±２０．５６）μｇ／Ｌ，阳性例数（阳性率）分别为３１例
（２６．７％）、１６例（１３．８％）和１５例（１２．９％）。

讨　　论

恶性肿瘤细胞膜上某些糖抗原的表达与肿瘤的

发生和发展密切相关。ＣＡ２４２是近年来应用于临床
较新的一种消化道肿瘤相关抗原，胰腺癌、直肠癌和

胃癌患者ＣＡ２４２水平会异常，其应用正逐步得到临
床的关注［５６］。本研究在胃癌患者中的应用表明，

其检出率明显好于 ＣＥＡ和 ＣＡ５０，ＣＡ２４２的应用对
于提高胃癌等疾病的早期诊断率、判断疗效和预后

都具有重要意义。

目前血清ＣＡ２４２的检测方法主要有ＥＬＩＳＡ法、
免疫放射分析法（ＩＲＭＡ）等，前者的灵敏度不高，检
测范围有限；后者受放射性核素半衰期的影响，有效

期短，临床上只能手工操作，工作量大且易产生人为

误差，此外还有一定的放射性污染。ＴＲＦＩＡ采用离
子标记，标记位点多，可极大地提高方法学的灵敏

度，而且对生物活性影响小。ＴＲＦＩＡ测定的基础是
抗原抗体反应，测定时加入增强液，荧光增强上百万

倍，测定其荧光强度，即可确定抗原的量。因此，

ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ排除了非特异荧光干扰，具有测量灵

敏度高、操作简便、示踪物稳定、定量分析量程宽、无

放射性污染和应用范围广等优点［７８］。如ＣＡ２４２的
进口ＥＬＩＳＡ试剂盒的灵敏度为１ｋＵ／Ｌ，检测范围在
１５０ｋＵ／Ｌ以内。而笔者研制的ＣＡ２４２ＥＬＩＳＡ试剂盒
灵敏度提高５倍，检测范围可以扩大３０％以上。其中
Ｅｕ３＋２４２＃单抗经标准曲线比较鉴定，免疫反应性基
本无损失；试剂盒于－３０℃保存６个月后免疫反应
参数基本未改变。批内及批间重复性研究结果表明

本方法是可靠的。由于ＣＡ２４２与ＣＡ５０、ＣＡ１９９都是
糖蛋白上肿瘤相关四糖，包括ＳＬｅａ、ＳＬｅｘ、ＳＬａｃ４等
乳四糖的衍生物，所以其有一定的交叉反应。

笔者采用该ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ试剂盒对健康人、胃
癌患者的ＣＡ２４２水平进行了测定，研究了ＣＡ２４２对
恶性肿瘤诊断的价值。其中 ＣＡ２４２在胃癌组表达
水平较健康对照组明显升高，阳性率较 ＣＥＡ、ＣＡ５０
高１倍，是一种较好的胃癌血清学指标。

ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ和瑞典 ＣａｎＡｇ的 ＣＡ２４２ＥＬＩＳＡ
试剂盒对照检测，ｒ为 ０．９１６，两者结果相符。但
ＥＬＩＳＡ技术应用的普遍问题是稳定性难以满足临床
工作的需要，每次分析时，即使单样品检测也必须制

标准曲线作为相对测量的依据。笔者建立的ＣＡ２４２
ＴＲＦＩＡ同批试剂连续６个月应用分析，发现标准曲线
基本重合，无明显漂移，可以用同批试剂单次标准曲线

作为今后分析的固定参考。这既可减轻临床应用时的

工作强度，又可提高试剂盒的经济价值。

ＣＡ２４２ＴＲＦＩＡ的分析时间仅为２ｈ，且分析系统
高度自动化，这可提高获得临床检验结果的速度，又

可大幅度降低人为误差和提高检出结果的可靠性。
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