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流动注射化学发光同时检测甲胎蛋白和癌胚抗原

林洁华 � 张 慧 � 梅振华 � 胡孔诚*

(青岛科技大学化学与分子工程学院, 生态化工教育部重点实验室, 青岛 266042)

摘 � 要 � 将包被有单克隆抗体的两个透明微型检测池串联在流动注射分析装置上,利用移动式微型检测池

建立了一种能同时检测甲胎蛋白和癌胚抗原的流动注射化学发光免疫分析方法, 为提高分析效率提供了一

种有效途径。样品抗原和辣根过氧化物酶标记的相应抗体分别导入微管进行孵育,形成三明治式免疫夹心结

构。在注入鲁米诺和 H2O2后, 两微型检测池中分别形成较稳定的酶催化化学发光体系。通过切换检测池,

使两个透明微型检测池中发生的酶促增强化学发光反应相继得到检测,从而实现两种待测物的同时检测。考

察了一系列影响化学发光检测的参数,如免疫反应时间、鲁米诺和 H 2O2的浓度及反应介质的 pH 值。在最佳

实验条件下, 甲胎蛋白和癌胚抗原的检测线性范围分别为 1. 25~ 50. 00 �g /L和 1. 25~ 40. 00�g /L,检出限分

别为 1. 06和 1. 00 �g /L。对人血清实际样品进行了检测,取得了满意的结果。

关键词 � 流动注射化学发光; 甲胎蛋白; 癌胚抗原; 串联微型检测池

� 2009�10�24收稿; 2010�03�03接受
本文系国家自然科学基金 (N os. 20775038, 20905041 )及山东省自然科学基金 ( Nos. Y2008B02, Y2008B32, Q2007B03 )资助

* E�m ai:l hukongcheng@ 126. com

1� 引 � 言

癌症是全人类所面临的最危险的疾病之一。对肿瘤标记物的检测在疾病普查、癌症的临床诊断和

患者的康复评估方面起着极重要作用
[ 1, 2]
。由于抗原 �抗体的特异性分子识别具有很高的选择性,免疫

分析技术已成为临床肿瘤标记物定量分析中的主要方法。免疫传感器选择性好、灵敏度高、操作简便,

与其它换能器相结合在近年来得到迅速发展。目前已出现许多用于单组分肿瘤标记物检测的免疫传感

器的报道
[ 3, 4]
。

在临床检测中,许多疾病的诊断通常需要综合研究多种肿瘤标记物的数据来断定,仅对单个肿瘤标

记物的检测是不足以诊断疾病的。因此, 多组分肿瘤标记物的同时检测迅速发展起来并极大促进了癌

症的精确诊断
[ 5, 6]
。与传统的单组分免疫分析相比,多组分免疫分析法具有样品分析通量高、样品消耗

低、分析时间短等优点
[ 7]
。文献 [ 3, 8]对多组分免疫分析的发展历程进行了详细综述。有关多种标记

物模式
[ 9]
或不同免疫反应区域的区间分辨模式

[ 10, 11]
的多组分免疫分析方法报道较多。许多电化学免

疫传感器
[ 12, 13]

和光学阵列法
[ 14, 15]

用于多组分肿瘤标记物的检测。

化学发光 ( CL)分析技术以其灵敏度高、选择性好、装置简单和检测速度快等优点在多组分分析中

引起广泛重视
[ 16~ 20]

。 Sun等
[ 21]
将芯片技术与化学发光技术联用, 实现了人体血清中 CA125, CA15�3,

CEA, AFP, PSA等 12种肿瘤标记物的平行检测, 用于 1000多例癌症病人的血清检测, 综合灵敏度达

68. 18%。Fu等
[ 7, 20]
将底物区带分辨技术用于多组分肿瘤标记物的连续化学发光检测, 以甲胎蛋白

(AFP)和癌胚抗原 ( CEA )为目标分析物, 聚醚噻酚为捕获抗体的固定化膜材料, 建立了基于双通道分辨

技术的流通式两组分免疫分析体系, 联合检测 AFP和 CEA的检出限分别为 1. 5和 0. 25 �g /L
[ 21]
。本研

究建立了测定 AFP和 CEA两组分肿瘤标记物的化学发光酶联免疫分析法 ( CL�E IA )。以分别包被了

AFP单克隆抗体和 CEA单克隆抗体的微孔板 (微型检测池 )为免疫反应器,基于夹心式免疫反应模式,

结合流动注射化学发光分析技术,在自制的串联可移动式免疫流通检测池中同时检测 AFP和 CEA。

本研究采用两种固定了单克隆抗体的微型检测池串联的模式,实现了单通道同时分离检测甲胎蛋

白和癌胚抗原。使用串联的模式组装微型免疫检测池,在串联阵列中分别固定和标记。各微型检测池

中的固定化单克隆抗体与注入的待测物及酶标抗体发生夹心免疫反应,随后再与发光底物反应,进行信
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号检测。采用外部手柄来灵活切换串联式检测池在光窗处的位置,实现多组分混合样品的同时测定。

本方法虽然比并联式检测池消耗样品量多,但是可控性和可操作性强, 并且采用一次性使用的杯状微孔

板 (用过即抛型 )作为检测池,成本低,避免了传感器应用中的再生步骤,节约了测定时间。本研究为探

索单通道多组分在线化学发光免疫分析技术提供了一定的理论依据。

2� 实验部分

2. 1� 仪器与试剂

检测装置包括可移动的自制检测池床 (图 1)和两个固定了单克隆抗体 ( anti�AFP, anti�CEA )的微型

检测池。聚四氟乙烯管 (内径 0. 8 mm )和硅胶管 (内径 1. 0 mm )作为整个系统中的管道流路材料。从

透明微型检测池发出的化学发光信号由 IFFM �E型光学分析器 (西安瑞迈电子仪器有限公司 )检测, 利

用两微型检测池中间的不透光部分作为光路开关, 类似于分光光度计的样品拉杆,拉动检测池床使不同

微型检测池处于化学发光分析仪光电倍增管上方, 检测该池发光强度。

甲胎蛋白和癌胚抗原诊断试剂盒 (郑州埔赛生物与技术有限公司 ), 包含一系列不同浓度的标准抗

原、辣根过氧化物酶标记的二抗体以及预先固定了单克隆抗体的微孔板 (微型检测池 )。鲁米诺 ( ABCR

GmbH & Co. K G, 德国 ); H2O2 ( 30% ,上海化学试剂厂 )。

0. 01mo l/L鲁米诺溶液:将 0. 1772 g鲁米诺溶解在 0. 1mo l/L N aOH�N aHCO3溶液 ( pH 11. 0)中避

光保存, 使用前用 0. 1 mol /L Tris�HC l缓冲溶液 ( pH 9. 2)稀释; 0. 1 mol /L磷酸盐缓冲溶液 ( PBS,

pH 6�8)。实验用水为二次蒸馏水。
2. 2� 多重免疫分析程序

图 1为单通道同时分离检测甲胎蛋白和癌胚抗原的流程, 除可移动的自制检测池床需要手动拉杆

控制光路的开关和切换微型检测池外,其它步骤均由计算机自动控制。首先开动泵 P2, 甲胎蛋白和癌

图 1� 串联微型检测池流动注射化学发光免疫分析过程示意图

F ig. 1� Schem a tic d iagram of series�wound and subm in ia ture m easure ce ll flow�through chem ilum ines�

cent m ulti�ana ly te immunoassay procedure

e. 换向阀 (进样阀 ) ( Sam p le valve) ; P. 蠕动泵 ( Peristaltic pump ) ; PMT. 光电倍增管 ( Photomu ltipl ier tube) ;

R. 记录仪 ( Recorder) ; HV. 高压电源 (H igh voltage) ; F. 可移动的检测池组件 (M ob ile f low cell); A. 放大的

可移动检测池内部结构 (M agnif ied flow cell)。
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胚抗原混合样品 ( AFP和 CEA抗体酶标混合溶液 )由管路 d泵入且流经进样阀 e完成采样 (进样阀的采

样管截取样品流 500 �L), 接着进样阀 e切换到载液管路 c, c中载液 ( 0. 1mol /L PBS, pH 6. 8)将 500 �L

混合样品送入微型检测池并停留孵育 40 m in, 保持阀 e阀位不变使载液管 c中载液冲洗微型检测池

3 m in,切换阀 e阀位再由管路 d泵入 HRP标记的混合抗体,同样经进样阀 e采样 500 �L后由管路 c中的

载液带入微型检测池并停留孵育 20m in。最终甲胎蛋白和癌胚抗原样品以及它们各自的酶标抗体分别固

定到各自相应的微型检测池中完成夹心免疫反应。每个微型检测池体积约为 250 �L(扣除柱塞体积 )。

由管路 c中 0. 1 mol /L PBS( pH 6. 8)冲洗微型检测池 3 m in后开动泵 1,由管路 a和 b将鲁米诺溶

液和 H 2O2溶液混合并注入微型检测池。通过拉动微型检测池床拉杆, 控制光路开关和将各检测池置

于仪器检测窗口上方来检测各微型检测池中产生的酶促化学发光信号。

3� 结果与讨论

3. 1� 最佳检测条件

酶联免疫化学发光分析条件的优化包括孵育时间、化学发光底物浓度和 pH值等。本实验进行了

单克隆抗体与其抗原之间免疫反应最佳时长的选择实验,结果如图 2A所示。由图 2A可知, 化学发光

信号强度随着孵育时间的延长而增加, 但在 40 m in后趋于稳定, 因此抗原孵育免疫反应时间定为

40 m in。同样由图 2B得出,酶标抗体与抗原之间的最佳孵育免疫反应时间为 20 m in。

图 2� AFP和 CEA流动注射化学发光分析最佳条件优化实验

F ig. 2� E ffects on flow�through chem ilum inescentm ulti�ana lyte imm unoassay o f AFP and CEA

a. 第一步孵育时间 ( Incubat ion tim e for the first�step) ; b. 第二步孵育时间 ( Incubation t im e for th e second�step) ;

c. 鲁米诺浓度 (插图 pH值 ) ( Lum inal concentrat ion, Inset: pH va lue) ; d. H
2
O

2
concentrat ion。其它实验条件 ( O rther

cond itions) : a, b. 5 �g /L AFP, 5 �g/L CEA, 1. 0mm ol/L lum ina,l 10mm ol/L H2O2, at pH 10. 0; c, d. 5 �g /L AFP。

设计串联检测池需要满足的一个重要条件是两池间的反应互不干扰或者干扰较小,由于采用了夹

心免疫的固定模式,酶标抗体是固定在两微型检测池中的,本身不产生交叉干扰,鲁米诺和 H2O2的混

合溶液流经前池接触酶标抗体发生酶促化学发光反应, 然而流出前池后酶促效果快速减弱,这保证了串

联设计的可行性。本实验考察了底物鲁米诺浓度及缓冲体系的 pH值、H 2O 2浓度对化学发光免疫测定

的影响,实验结果如图 2C和图 2D所示,鲁米诺和 H 2O2的浓度分别在 1. 0和 10mmol /L时发光强度达

到最大值,随着浓度的进一步增大, 化学发光信号不再明显变化,因此本实验中鲁米诺和 H 2O 2的最佳

浓度分别选择为 1. 0和 10mmol /L。图 2C表明, 在 0. 1mo l/L Tris�HC l缓冲体系中,当 pH = 10. 0时,发

光强度达到最大值。因此,最佳的缓冲体系的 pH = 10. 0。
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� 图 3� 不同浓度条件下 AFP和 CEA同时检测的流动注

射化学发光强度

F ig. 3� CL intens ity for sim ultaneous detection of AFP and

CEA w ith d ifferen t concentra tions by flow�through chem ilu�

m inescent m ethod

3. 2� 甲胎蛋白和癌胚抗原的免疫分析

在最佳实验条件下, AFP和 CEA的免疫分析的

工作曲线如图 3所示。对 AFP和 CEA检测的线性

范围分别为 1. 25~ 50. 0 �g /L和 1. 25~ 40. 0 �g /L,

相关系数分别为 0. 9982和 0. 9989, 检出限 ( 3�)分

别为 1. 06和 1. 00 �g /L。AFP和 CEA的 ELISA免

疫分析试剂盒的临床诊断指标分别为 25. 0和

5. 0 �g /L,所以本实验的免疫传感器系统提供的灵

敏度足以满足实际应用。高含量的血清肿瘤样品可

用 0. 1 mol /L PBS( pH 6. 8)稀释后检测。

3. 3� 交叉反应评价

交叉反应是多重免疫分析中应加以考虑的重要

因素。本实验中, 因 AFP和 CEA是在两个分离通

道中分别检测的,所以可避免来源于反应产物扩散

效应
[ 20, 22]

的交叉干扰,在肿瘤标记物和它们相应的抗体之间潜在的交叉反应是唯一影响多重免疫反应

可靠性的因素。为了研究 AFP和 CEA之间的交叉反应, 在 10 �g /L AFP标准溶液中添加 CEA并与

HRP�anti�AFP孵化反应的系列实验。结果表明, 化学发光信号仅增加 1. 5% ,对测定 AFP无实质性影

响。因此,两种肿瘤标记物在单次实验中同时得到检测,交叉反应的影响可忽略不计 (结果未列出 )。

3. 4� 精密度和重现性

平行实验是用载流冲洗管路和检测池并更换检测池中的固定化抗体杯状微孔板 (一次性使用 )后,

用相同浓度的 AFP和 CEA重复进样测定, 发光强度在进行 9次重复实验后没有发现明显变化。AFP

和 CEA的标准偏差分别为 2. 3%和 3. 2%, 显示了较好的分析精密性和重现性。

3. 5� 实际样品分析与对比

采集了 5个实际人血清样品,对其中的 AFP和 CEA采用本方法和传统的免疫放射法 ( IRMA )分别

进行分析检测,结果列于表 1。表 1数据表明,两种方法的结果基本一致。

表 1� 人血清样品中 AFP和 CEA的多重免疫分析与传统免疫分析结果对比

Table 1� Compar ison of detec tion results w ith traditiona l ones o fAFP and CEA in hum an serum samp les by flow�through chem ilu�
m inescent mu lti�ana ly te immunoassaym e thod

AFP

本方法
Th is method

(�g /L )

IRMA法
IRMA m ethod

( �g /L)

相对误差
R elative dev iation

(% )

CEA

本方法
Th ism ethod
( �g /L)

IRMA法
IRMA m ethod

( �g/L)

相对误差
Relative deviation

(% )

21. 05 22. 99 - 8. 4 7. 44 7. 88 - 5. 6

139. 50 154. 60 - 9. 8 9. 05 9. 86 - 8. 2

5. 62 6. 00 - 6. 3 8. 82 9. 56 - 7. 7

5. 35 5. 60 - 4. 5 7. 76 8. 29 - 6. 4

10. 62 10. 02 6. 0 7. 32 6. 74 � 8. 6
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Chem ilum inescence Immunoassay for Simultaneous Detection

of  �Fetoprotein and Carcinoembryonic Antigen

L IN Jie�H ua, ZHANG H u,i ME I Zhen�H ua, HU Kong�Cheng*

(K ey Laboratory of E co�chem ical Eng ineering, M inistry of Education; Co llege of Chem istry and M o lecular Engineering,

Q ingdao Un iver sity of Science and Technology, Q ingdao 266042)

Abstract� A nove l flow �through chem ilum inescent ( CL) immunoassay w as designed for the simultaneous

detection o f �fetoprote in ( AFP) and carcinoembryonic ant igen ( CEA) . Tw o transparentm icrotubes immobi�
lized w ithmonoclonal ant ibodiesw ere set in amob ile flow cel.l Based on a sandw ich immunoassay forma,t tw o

m ixtures of the sample antigens and corresponding horserad ish perox idase ( HRP ) labe led antibod ies w ere

introduced into the channels for on�line incubation. A fter the injection of lum ino l andH 2O 2 so lution, d ifferen t

CL signa ls from the two transparentm icro tubes were sequent ia lly detected bymov ing themob ile flow cel.l The

effects on the chem ilum inescence detection, such as the immuno log ical reaction tim e, the concentrations o f

lum ino l andH 2O 2, and the pH value of the buffer so lut ion, w ere carried ou.t U nder the optim al experimenta l

conditions, AFP and CEA could be detected in the linear ranges o f 1. 25- 50 �g /L and 1. 25- 40. 0 �g /L

w ith detection lim its of 1. 06 and 1. 0 �g /L, respectively. The actual samples o f human serum was ana lyzed

w ith satisfactory resu lts.

Keywords� Flow injection chem ilum inescence;  �Fetoprotein; C arcinoembryon ic ant igen; Series m icro�
testing poo l
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