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前列腺抗原酶促化学发光免疫分析方法学的建立
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摘要!应用鲁米诺E过氧化氢发光体系建立定量测定血清前列腺特异性抗原含量的酶促化学发光免疫分

析方法%该方法测量范围为<&C#)($3,B!灵敏度为(&<"$3,B!批内变异/C]!批间变异/<C]%回

收率为)=&)]#<<)&G]!稀释实验测定值与稀释度呈线性相关!相关系数为(&>>>%本方法与免疫放

射分析方法的相关方程4c<!(G8d(!F)!相关系数2c(&>G%
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!!前列腺特异性抗原"b5*$是由前列腺上皮
细胞和尿道周围腺体产生的一种相对分子质量

为=&=#=&C万道尔顿的单链糖蛋白%正常情
况下!b5*主要存在于前列腺液和精液中!血
液中浓度很低"(#!$3,B$%当前列腺病变

时!b5*进入血液!引起血液b5*浓度升高!
因此!b5* 检测技术应用于前列腺疾病的诊
断*疗效观察和愈后判断(<E=)%化学发光免疫测
定技术"LBN*$是继放射性同位素和酶标记技
术后发展起来的免疫标记技术!它是在化学发



光反应的基础上!将免疫反应与化学发光相结
合而建立起来的新技术(!EC)!它既具有免疫反应
的特异性!又具有化学发光反应的高灵敏性!且
无放射性同位素污染(FE))%前列腺特异性抗原
酶促化学发光免疫分析方法的建立可为前列腺

癌和炎症诊断*疗效观察和愈后判断提供科学*
准确*可靠的临床依据!也可为酶促化学发光免
疫分析方法应用于其他抗原的检测以及国产化

学发光免疫分析仪器的研制提供参考%

@!实验仪器和试剂
@&@!主要仪器
发光检测仪及其软件为 S6%%6.公司产品#

伽玛计数器"R*HH*EL<"$!?bL公司#<"F(
(型I计数器"BfO$%

@&B!主要材料和试剂
辣根过氧化物酶"V@b$*吐温"8T110$*

过氧化氢"V"W"$均为5-3,6产品#51Y9671\
RE<((购自上海化学试剂厂"进口分装$#>F孔
发光板购自深圳金灿华实业有限公司#牛血清
白蛋白系上海赛达生物有限公司产品#包被单
克隆 抗 体 "b"G*<($和 标 记 单 克 隆 抗 体
"b"GO<$*发光底物*前列腺特异性抗原免疫放
射分析试剂盒*前列腺特异性抗原放射免疫分
析试剂盒均由中国原子能科学研究院原子高科

医学二部提供%实验用化学试剂均为分析纯%

B!实验方法
B&@!抗原的纯化

b5*的制备和纯化参照文献(>)!精液进
行低速和高速"次离心!低速"(((2,,-0离心

=(,-0!高速")(((2,,-0离心=(,-0%对

(&(<,$%,B*YVcG&)的82-UEVL%透析后!用

51Y9671\RE<((凝胶层析进行分离纯化!用放
射免疫分析试剂盒对收集到的蛋白溶液进行鉴

定并测定b5*含量%参照临床应用实际和其
他分析方法标准品浓度的设置!结合酶促化学
发光分析方法自身灵敏度高*检测范围宽等特点!
最终将标准品浓度范围设定为<&C#)($3,B%

B&B!固相抗体的制备
用(&<,$%,B*YVc>&C的碳酸缓冲液"LO$

稀释包被抗体至<(,3,B!并加入发光板"每孔

"(($B$中%置!i过夜%次日!弃去包被液!拍

干%加入封闭液"含(&!]明胶!每孔"C($B$!

=Gi封闭<9%倒出封闭液!晾干备用%

B&A!酶标抗体的制备
采用改良高碘酸钠氧化法(<()制备b5*的

酶标记物!辣根过氧化物酶与抗b5*标记单抗
用量均为<,3%酶标记物经(&(<,$%,B*

YVcG&!的bO于!i透析过夜后!加入等体
积甘油于_"(i下保存备用%

A!实验结果
A&@!方法学建立

<$包被浓度的选择%包被抗b5*单克隆
抗体 b"G*<(!包被浓度分别为F*)*<(*<"*

<!,3,B%酶标记物稀释C(((倍!两步法反
应!反应时间为<9!结果示于图<%图<表明!
标准品各点发光值略有增加%选定<(,3,B
作为本分析方法的包被浓度%

图<!包被浓渡的选择

:-3&<!51%1.+-03.$0.10+26+-$0

$Z60+-;$74KU17Z$2.$6+-03
标准品浓度!$3,B&’’’’<&C#$’’’!#&’’’<(#

a’’’"(#)’’’!(#%’’’)(

"$酶标记物稀释度的选择%在确定了最
佳包被浓度后!将酶标记物分别稀释"(((*

C(((*<((((倍%计算曲线信噪比和相关系
数!以寻找最佳包被浓度%结果列于表<%据
此!选定酶标记物稀释度为<lC(((%

=$反应时间的选择%确定了最佳包被浓
度和酶标记物稀释度后!分别为两步反应设定
不同的反应时间!观察发光值的变化!结果示于
图"%通过实验!最后选用每步反应<9*总反
应时间为"9作为本分析方法的反应时间%
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表@!酶稀释度的选择

5*>+$@!,$+$;)&(3.&+-)&0(+$I$+07+*>$+$.N*>

稀释度 信噪比 曲线相关系数

<l"((( !&> (&>>(

<lC((( C&C (&>>G

!!<l<(((( !&= (&>>!

图"!第<步"6$和第"步";$反应时间选择

:-3&"!51%1.+-03-0.K;6+-$0Y12-$7

$Z+91Z-2U+"6$607+91U1.$07";$U+1Y
标准品浓度!$3,B&’’’’(#$’’’<&C#&’’’!#

a’’’<(#)’’’"(#%’’’!(#d’’’)(

A&B!方法学鉴定

<$标准曲线及灵敏度%b5*酶促化学发
光免疫分析曲线示于图=!同时测量<(个-零.
标准的发光值!求出8d"5?!并将此值代入曲
线方程!求得灵敏度为(&<"$3,B%

"$精密度%重复测定含有不同b5*浓度
的人血清标本!观察批内*批间变异!结果列于
表"%

=$健全性%将<份高值b5*血清样品进
行倍比稀释!稀释度与检测值呈线性相关!得到
的相关方程为4c==!=8d(!<F!2c(&>>>!结
果示于图!%

图=!8Eb5*酶促化学发光免疫分析方法标准曲线

:-3&=!5+607627.K2[1Z$2b5*6UU64

表B!批内$批间变异系数测定结果

5*>+$B!S()%*L*66*/*(.&()$%L*66*/HT6

样品
批内变异

平均值 5? L#,]

批间变异

平均值 5? L#,]
< =&!( (&<C !&! G&<G (&)! <<&G
" <<&G= (&C> C&( "(&F> <&C! G&!
= =<&<G <&CF C&( !!&<) "&GF F&"

图!!8Eb5*酶促化学发光免疫分析方法健全性

:-3&!!L$221%6+-$0.$1ZZ-.-10+$Z7-%K+-$01\Y12-,10+

!$回收率%向=份血清样品中加入已知
浓度的b5*标准品!测定其回收率!结果列于表

=%由表=可知!回收率为)=&)]#<<)&G]%

表A!回收实验测定结果

5*>+$A!=(*+/)&;*+%$;0I$%/07J,=

血清样品
测量值,
",3+B_<$

计算值,
",3+B_<$

回收率,]

< C<&F> CF&!" ><&C
!=&"< =F&!" <<)&F
"C&!" "<&!" <<)&G

" <=&(G <=&GC >C&<
)&C! )&GC >G&F
F&=" C&GC <(>&>

= !&GG C&F> )=&>
"&>! "&>< <(<&(
"&!! "&F> >(&G
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C$-弯钩.效应%当血清样品b5*浓度达
到"C($3,B后!会出现-弯钩.效应"图C$%

图C!-弯钩.效应

:-3&C!-V$$̂ .1ZZ1.+

A&A!方法学比较
用本方法与免疫放射分析方法测定CC份

血清样品b5*浓度!结果示于图F!相关方程
为4c<!(G8d(!F)!相关系数2c(&>G%

图F!酶促化学发光分析方法与

免疫放射分析方法的相关曲线

:-3&F!@1%6+-$0U9-Y;1+T110LBN*607@NH*
8’’’免疫放射分析方法测定值#

4’’’酶促化学发光免疫分析方法测定值

A&D!试剂盒主要试剂组分稳定性

<$包被板稳定性%包被<批发光板!封闭
后抽真空!于室温和=Gi下放置%考察其稳定
性!结果示于图G%由图G可见!"(7内!室温
下的包被板是稳定的!=Gi下的包被板!前=7
略有下降!=7后基本稳定%

"$标准品稳定性%将标准品置于室温和

=Gi下!经一段时间后!用经化学发光分析方
法测定其b5*含量!结果示于图)!标准品在
室温下能保存"(7!在=Gi下只能保存C7%

=$酶标记物稳定性%将酶标记物稀释至

<lC((!置于室温和=Gi下保存!一段时间后考察
其稳定性!结果示于图>%由图>可知!酶标记物
在室温下可保存<C7!在=Gi下可保存C7%

图G!室温"6$和=Gi";$下包被板的稳定性

:-3&G!5+6;-%-+-1U$Z.$6+17Y%6+1U

6+2$$,+1,Y126+K21"6$607=Gi ";$
标准品浓度!$3,B&’’’’(#$’’’<&C#&’’’!(#a’’’)(

图)!室温"6$和=Gi";$下标准品稳定性

:-3&)!5+6;-%-+-1U$ZU+607627U

6+2$$,+1,Y126+K21"6$607=Gi ";$
标准品浓度!$3,B&’’’’<&C#$’’’!#&’’’<(#

a’’’"(#)’’’!(#%’’’)(
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图>!室温"6$和=Gi";$下酶标记物的稳定性

:-3&>!5+6;-%-+-1U$Z%6;1%17H*;

6+2$$,+1,Y126+K21"6$607=Gi ";$
标准品浓度!$3,B&’’’’(#$’’’<&C#&’’’!(#a’’’)(

D!结论
已建立的b5*酶促化学发光免疫分析方

法对血样的测量值与免疫放射分析方法的测量

值比对良好!经与放射免疫分析方法的相关性
实验分析!4c(!C>8d(!GF!2c(&>(!表明该
方法的测定值低于放射免疫分析方法的测定结

果%出现这种情况有两个原因&血清对酶促化
学发光免疫分析方法的固液相反应存在干扰!
放射免疫分析属于液液相反应!无此类干扰#本
方法学用两株单克隆抗体夹心法!单克隆抗体
特异性强!放射免疫分析方采用多克隆抗体!特
异性稍弱!可能会发生交叉反应%
前列腺特异性抗原酶促化学发光免疫分析

方法与免疫放射分析方法和酶联免疫分析方法

相比!在灵敏度*测量范围等测量指标上有所提
高%在灵敏度方面!以前建立的免疫放射分析
方法和酶联免疫分析方法的灵敏度分别为(&C
和(&"$3,B!而酶促化学发光免疫分析方法则
达到了(&<"$3,B%在测量范围方面!免疫放
射分析方法和酶联免疫分析方法分别为"&C#

<((和<&=#!($3,B!酶促化学发光免疫分析
为<&C#)($3,B!适合临床检测要求%
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