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摘要!采用两株QB%*$*单克隆抗体$一株用于%!(3标记%另一株包被于试管作为固相抗体$用血清稀释

QB%*$*抗原$制备标准品$建立了QB%*$*双位点夹心免疫放射分析方法"3̂ MB#&分析采用两步法$本方

法最小检测限为!9"f’=>$批内%批间变异系数分别为#9)@!*9(@和#9"@!%!9#@!样品添加实验结

果显示$回收率为UU9%@!%"#9%@!血清样品倍比稀释后的测定值和稀释度的相关系数为"9**"&QB%*$*
浓度至%%U""f’=>时测定未见(弯钩)效应&#*例健康人血清样品测定值为"9&!!*9#f’=>".8e)为

’9)e(9Uf’=>#$和法国Q3T公司的QB%*$*免疫放射分析药盒同时测定U)例人血清样品$二者测定值相

关方程为5Z%9&!8\%’9#$相关系数*Z"9U*#&

关键词!肿瘤标志物!QB%*$*!免疫放射分析!单克隆抗体

中图分类号!̂ U%’$&&!̂ ))#9#!!文献标识码*B!!文章编号*%"""$’(%!"!""’#"%$""%#$")
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!!肿瘤标志物是肿瘤细胞或机体应答肿瘤而
产生的物质!测定血清中肿瘤标志物含量在癌症

诊断"监测及预后等方面有重要意义#QB%*$*
是一种类粘蛋白形式的糖蛋白!具有唾液酸化的

乳$:$岩藻戊糖-抗原决定簇!是消化道癌如胰
腺癌"结肠癌"胃癌等肿瘤的较特异标志物!常用

于上述癌症的监测"预后 及 辅 助 诊 断$%!&%#

]71ND110/,_Q等$)%采用单克隆抗体%%#:T%*$*
建立了 QB%*$* 免疫放射分析法!其它多种

QB%*$*单克隆抗体亦见报道$(%#本工作拟用

QB%*$*的两株单克隆抗体&!)%和%*!’分别作

固相抗体和标记抗体!建立QB%*$*免疫放射分

析法#

8!主要实验材料

!!QB%*$*单克隆抗体和抗原(美国;D5LH7.01?
3/?-45.D013/57./05D,/01公司产品!两株单克隆

抗体克隆号和浓度分别为!)%"!9)H)>和%*!"

!9#H)>!抗原为标准级*:0%!(3溶液&无还原剂!

放化纯度(*U@’(美国杜邦公司产品*氯胺$A
&QF$A’(美国 TDH=0$B1?.DGFQ,9公司产品*

T76F0?7g‘$!((瑞士XF0.=0GD0_D,57GF公司产
品*血清样品从临床医院收集*QB%*$*免疫放射

分析药盒(法国Q3T<D,D/57./05D,/01公司产品*

正常小鼠3H‘和羊抗小鼠3H‘ 抗体由本所自

备*六角聚苯乙烯试管(北京友好塑料厂产品#

!!实验方法
!:8!8!<0标记D38?=?单克隆抗体及正常小鼠

0IF量的确定

采用QF$A法标记$#%!T76F0?7g‘$!(柱&%

G=W!(G=’分离纯化!用纸层析法测定标记率"

标记物放化纯度及比活度$’%#用磷酸缓冲液&含

"9*@:0Q1!"9"(=,1)>"6C’9(!X_T’将标记

物稀释至工作浓度!加入正常小鼠3H‘#为了确

定正常小鼠3H‘ 加入量!用%"")>羊抗小鼠

3H‘抗血清作为样品进行测定!观察反应体系中
加入不同量小鼠3H‘ 后!抗小鼠3H‘ 抗体和

QB%*$*单抗结合的变化#

!:!!固相抗体的制备

用"9"( =,1)>"6C’9( 磷酸缓冲液将

QB%*$*单克隆抗体配制成!9()H)>溶液!取

!"")>加入底部为六角形的%!==W’U==聚

苯乙烯试管中!!!UV下静置过夜#弃去管中

上清液!用洗涤液&"9"%=,1)>"6C’9(的X_T’

洗涤试管#再加入("")>X_T&"9"(=,1)>"

6C’9(!含%"H)>牛血清白蛋白’!室温下放置

&F!弃去管中上清液!室温干燥备用#

!:9!D38?=?系列标准品的制备

稀释QB%*$*抗原配制成一系列QB%*$*浓

度的标准品!加入"9%@:0:&!分装"冻干!于!

!UV下储存备用#取部分标准品作为实验样

品!分别以冻干态&’V下和液态!!UV下存

放!观察标准品的稳定性#

!:;!免疫放射分析程序

采用两步法!在固相包被试管中!加入标准

品&或样品’和温育液&含"9%@_TB 的"9"(

=,1)>"6C’9(X_T’各%"")>!&’V反应&F#

弃去管中上清液!用去离子水洗涤试管!次#加

入!"")>
%!(3$QB%*$*单克隆抗体&放射性活度

约为!W%"( =D/\%’!!!UV下温育%U!!!F!

弃去管中上清液!用%=>去离子水洗涤试管!
次!测量各管放射性计数率#

9!结果与讨论
9:8!正常小鼠0IF加入量确定

标记抗体中加入不同量小鼠3H‘!用%"")>
羊抗小鼠3H‘抗血清作为样品进行测定!结果

列于表%#由表%可知!小鼠3H‘能显著阻断抗

小鼠3H‘抗体和QB%*$*单抗&MB<4’的结合!

以未加小鼠3H‘时标记抗体结合率为%""@!则

加入"9%&)""9!#U和"9(&#H)>小鼠3H‘后!结

合率分别下降为%#9*@"%%9!@和*9"@*当加

入"9!#UH)>小鼠3H‘时!标记抗体的结合计数

率为!!!(=D/\%!已接近正常人样品和QB%*$*
标记单抗结合计数率的平均值!因此!本工作选

定小鼠3H‘加入量为"9!#UH)>#

9:!!标准品的稳定性

标准品&_"Q"]"O";!冻干’于&’V下放置

*?"溶解后存放在!!UV下!!U?后!以存于\

!"V下的冻干品做对照!按免疫分析程序进行

分析!结果列于表!#由表!可知!在&’V下放

置*?!QB%*$*活性保留平均为*&9"@#溶解

后存放在!!UV下!!U?后QB%*$*活性保留
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平均U&9’@!因此选择冻干标准品存放在!!U
V下"用前溶解!

表8!抗小鼠0IF抗体与D38?=?单抗的结合

小鼠3H‘加入量#

$H%>\%&

结合计数率#

=D/\%
相对结合率#@

" %*’U’ %""

"9%&) &&(% %#9*

"9!#U !!!( %%9!

"9(&# %’’% *9"

表!!标准品稳定性实验结果

存放条件
样品活性#@

_ Q ] O ; 平均

*?"&’V UU9% *#9& *"9# *’9" *&9! *&9"

!U?"!!UV ’%9) U(9! ’(9* *#9! *"9" U&9’

9:9!方法学鉴定

99998!标准曲线和灵敏度!QB%*$*免疫放射
分析标准曲线示于图%!以!"个零标准管的计
数率.8[)对应的浓度为最小检测限!最小检测
限为!9"f#=>!

9999!!精密度!&个样品多次测定"结果列于
表&!由表&可知"批内变异系数为#9)@!
*9(@’批间变异系数为#9"@!%!9#@!

图8!D38?=0ES3标准曲线

表9!样品精密度测定

样!品
批内$$Z!"&

.8e) Q8#@

批间$$Z!"&

.8e) Q8#@

% &!9)e&9"’ *9( &%9#e)9" %!9#

! ’(9(e)9U) #9) ’!9’e’9" U9!

& %)&9(e%"9# ’9) %&’9Ue*9# #9"

99999回收率!按体积比%k%%将已知量

QB%*$*分别加入)份血清样品中"测定结果列
于表)!由表)可知"本法的回收率为UU9%@!
%"#9%@!

9999;!稀释实验!两份血清样品"用小牛血清
稀释后测定"结果列于表(!从表(可知"高值
段线性略差!计算测定值和稀释度相关方程为

5Z&&"9U8[%U9%"*Z"9**"$样品%&"5Z%*&9"
8[%!9&"*Z"9**"$样品!&!表明方法的健全
性是可接受的!

表;!回收实验结果

样品
QB%*$*#$f% =>\%&

加入值 测定值 期望值
回收率#@

% " &*9(

%&9’ (%9# )*9# %")9"

!’9( #&9! #&9) **9’

! " ’&9)

%&9’ U"9% U"9) **9#

!’9( *%9’ *)9! *’9&

& " %"!9"

%)!9) !)*9( !&(9% %"#9%

!U)9U &)#9* &’’9( *%9#

) " %("9(

%)!9) !’)9) !’*9! *U9&

!U)9U &’%9# )!%9# UU9%

表<!稀释实验结果

稀!释!度
测定值#$f% =>\%&

样品% 样品!

%#% &&&9" %*’9(

%#! !")9U %!&9U

%#) %!!9! #)9U

%#U ##9% &#9’

%#%# &&9) %!9U

%#&! %#9!

%##) ’9)

9999<!(弯钩)效应!血清中加入QB%*$*"配制
一系列高浓度QB%*$*血清$浓度至%%U""f#

=>&进行测定"结果示于图!!图!中未见(弯
钩)效应!
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9:;!正常参考值
测定了#*例健康人血清样品!QB%*$*浓度

测定值为"9&!!*9#f"=>!.8e)Z’9)e(9U
f"=>!和]71ND110/,_Q等#)$报道的U9)e’9)
f"=>较接近%

图!!弯钩效应实验结果

9:<!和国外药盒比较
用本法和 Q3T<D,D/57./05D,/01 公 司 的

QB%*$*3̂ MB药盒同时测定了U)例血清样品!
本法所测QB%*$*血清浓度为&9"!&!&9*f"

=>!Q3T药盒所测浓度为%9%!!&"9Uf"=>!
两者相关方程为5Z%9&!8\%’9#&5为本法所
得结果!8为 Q3T法所得结果’!相关系数*Z
"9U*#%测定值有一定差异!可能是由于单克隆
抗体较强的特异性造成的#U$%

;!小!结
!!QB%*$*作为消化道癌症较特异的肿瘤标志
物在临床检测中应用较普遍%现有QB%*$*测
定法大多是基于单克隆抗体%%#:T%*$*的各种
免疫分析法%本工作采用另外两株QB%*$*单
抗!建立了双位点夹心免疫放射分析方法%方法
学各项技术指标&灵敏度(精密度(回收率’均满
足免疫分析要求%
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##$!Cf:AÔ YM!‘̂ OO:YEE];Q9X.760.05D,/

,23,?D/7$%&%>0<7117?C-=0/‘.,J5FC,.=,/7

,2CDHFT67GD2DGBG5DND5I#+$9:05-.7!%*#!!%*))

)*($)*#9
#’$!王玉肖!燕强奋!于洁9抗ATC单克隆抗体的碘

标记及其在免疫放射分析中的应用#+$9同位素!

%**&!#&)’)!"&$!"’9
#U$!RE_BbBTC33!EC3C!ME:3YB :!75019

QF0.0G57.DL05D,/,2QB%!(B/5DH7/3?7/5D2D7?<I

M,/,G1,/01B/5D<,?D745F05 7̂G,H/DL7]D227.7/5

O6D5,674#+$9Q1D/DG01_D,GF7=D45.I!%**&!!#&(’)

&*%$&*’9

*%!第%期!!!!!!!!!燕强奋等)QB%*$*双位点夹心免疫放射分析法的建立


