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【摘要】 　 目的　 建立时间分辨荧光免疫层析法（ＴＲＦＭＩＡ）联合检测血清甲胎蛋白（ＡＦＰ）和癌

胚抗原（ＣＥＡ）的反应体系，并对其进行评价。 方法　 以包裹有 Ｅｕ 螯合物的荧光微球作为标记物，共
价偶联抗 ＡＦＰ 单克隆抗体（简称单抗）ＡＣ１８＃和 ＣＥＡ 单抗 ＡＥ０３＃，将抗 ＡＦＰ 单抗 ＡＣ１７＃、抗 ＣＥＡ 单抗

ＡＥ０５＃和羊抗兔 ＩｇＧ 抗体喷涂于硝酸纤维素膜上，作为检测线和质控线，制作免疫层析试纸条，确定

检测方法线性范围、最低检测限等指标，并将该法与时间分辨荧光免疫法（ＴＲＦＩＡ）和电化学发光免

疫分析法（ＥＣＬＩＡ）进行直线相关分析。 结果　 标准曲线显示，ＡＦＰ 可测范围为 ０．０７～１ ０００．００ ｋＵ ／ Ｌ，
批内和批间 ＣＶ 分别为 ５．９３％和 １１．０７％，平均回收率为 ９２．７７％；ＣＥＡ 可测范围为 ０．１２～５００．００ μｇ ／ Ｌ，批
内和批间 ＣＶ 分别为 ７．５３％和 １２．１３％，平均回收率为 ９４．７３％。 ＴＲＦＭＩＡ 与 ＴＲＦＩＡ 和 ＥＣＬＩＡ 检测的 ＡＦＰ
和 ＣＥＡ 结果有较好的相关性，相关系数为 ０．９３～０．９７。 结论　 成功建立时间分辨荧光免疫层析试纸

联合检测法，可同时检测 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ。
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　 　 肿瘤标志物在肿瘤早期检测和诊断、临床分期、
病理分型、疗效评估、监测及预后判断等方面具有重

要意义。 但单一检测往往灵敏度及特异性不高，对
多种肿瘤标志物进行联合检测，可提高诊断的灵敏

度。 时间分辨荧光免疫层析法（ ｔｉｍｅ⁃ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ，
ＴＲＦＭＩＡ）是一种新型的免疫层析技术，结合了镧系

元素独特的荧光特点，快速、定量、灵敏、稳定。 本研

究利用表面羧基化修饰、包裹有 Ｅｕ 螯合物的荧光

微球与免疫层析技术结合，建立定量检测多种肿瘤

标志物的联合检测体系，并以甲胎蛋白（ ａｌｐｈａｆｅｔｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＦＰ ） 和癌胚抗原 （ ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ， ＣＥＡ）为例，探讨该技术用于多种肿瘤标志物

联合检测的可行性，现报道如下。

材料与方法

１．主要材料与仪器。 ＡＦＰ 单克隆抗体（简称单

抗；ＡＦＰ ＭｃＡｂ） ＡＣ１７＃ 和 ＡＣ１８＃、 ＣＥＡ 单抗 （ ＣＥＡ
ＭｃＡｂ）ＡＥ０３＃和 ＡＥ０５＃、ＡＦＰ 参考标准品、ＣＥＡ 参考

标准品、糖类抗原（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉｇｅｎ， ＣＡ）１９⁃９ 标

准品、ＣＡ２４２ 标准品、羊抗兔抗体、质控标记微球、
ＡＦＰ⁃时间分辨荧光免疫法 （ ｔｉｍｅ⁃ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｆｌｕｏｒｏｉｍ⁃
ｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＴＲＦＩＡ）和 ＣＥＡ⁃ＴＲＦＩＡ 试剂盒均由无锡

市江原实业技贸总公司提供。 ＣＡ１２５ 标准品、
ＣＡ１５⁃３ 标准品、ＣＡ５０ 标准品购自广州中山大学达

安基因股份有限公司。 ＢＭ １０００１０⁃Ｅｕ⁃时间分辨荧

光纳米微球购自上海西宝生物科技有限公司。 吸水

纸、样品垫、硝酸纤维素膜购自上海杰一生物技术有限

公司。 １⁃（３⁃二甲氨基丙基）⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸盐［１⁃
（３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）⁃３⁃ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏ⁃
ｒｉｄｅ， ＥＤＣ］和 Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎ⁃
ｉｍｉｄｅ， ＮＨＳ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 ＨＧ⁃９８ 免疫定

量分析仪购自上海互帼科学仪器有限公司。 全自动

ＴＲＦＩＡ 检测仪 ＤＥＬＦＩＡ１２３５ 购自美国 Ｐｅｒｋｉｎ⁃Ｅｌｍｅｒ
公司。 Ｅｌｅｃｓｙａ １７０ 电化学发光分析仪及试剂盒购

自美国罗氏公司。 临床血清标本分别来自江苏省原

子医学研究所江原医院、无锡市人民医院和江阴市

人民医院。 其他试剂均为国产分析纯。
２．制备包被膜。 在聚氯乙烯底板上粘贴包被

膜，使用含质量分数 １％蔗糖的 ０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ
缓冲液（ｐＨ 值 ７．４），将检测抗体 ＡＦＰ ＭｃＡｂ ＡＣ１７＃、
ＣＥＡ ＭｃＡｂ ＡＥ０３＃和羊抗免 ＩｇＧ 稀释至 ０．７５ ｇ ／ Ｌ，将三

者以 ０．３５ ｃｍ 的间隔喷于硝酸纤维素膜上，３０ ℃烘

箱中放置 ３ ｈ 后装入铝膜袋封存备用。
３．抗体标记微球。 以 ｍ（ＡＦＰ 抗体） ∶ｍ（微球）

为 １ ∶５０、１ ∶１０、１ ∶５、１ ∶１ 分别标记 ２００ μｌ 免疫微球，
具体如下：４ ℃保存的 １０ ｇ ／ Ｌ Ｅｕ⁃时间分辨荧光微球

经超声重悬后，取 ２００ μｌ 于 １．５ ｍｌ 离心管中，室温

１．４×１０４ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ（半径 ６．４ ｃｍ），弃上清，
加入 ６００ μｌ ２⁃吗啉乙磺酸（２⁃ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏ⁃
ｎｉｃ ａｃｉｄ， ＭＥＳ）活化缓冲液（ｐＨ 值 ４．５）洗涤 ２ 次后，
加入 ４００ μｌ 活化缓冲液，再加入 ５０ μｌ １０ ｇ ／ Ｌ 的 ＥＤＣ
和 ５０ μｌ １０ ｇ ／ Ｌ 的 ＮＨＳ，室温下避光振荡 ３０ ｍｉｎ，以
活化缓冲液洗涤，用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液（ｐＨ
值 ７．２）重悬至 ８００ μｌ 后均分成 ４ 管，分别加入相应量

的 ＣＥＡ ＭｃＡｂ ＡＥ０５＃，补充 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液至终体积

４００ μｌ，室温下避光振荡 ２ ｈ；分别加入 ４ μｌ 封闭剂

［质量分数 １０％牛血清白蛋白（ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕ⁃
ｍｉｎ， ＢＳＡ）， ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液， ｐＨ 值

７􀆰 ２）］，室温下避光振荡 ３０ ｍｉｎ，１．４×１０４ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ（半径 ６．４ ｃｍ），弃上清，用去离子水洗涤标记

微球。 最后用含有质量分数 １％ ＢＳＡ、体积分数

０􀆰 １％吐温⁃２０ （ ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｓｏｒｂｉｔａｎ ｍｏｎｏｌａｔｒａｔｅ，
Ｔｗｅｅｎ⁃２０）、０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液（ｐＨ 值 ７．２）
分别重悬至 ２００ μｌ，４ ℃避光保存备用。 参考文献

［１］，选择 ｍ（ＡＦＰ 抗体） ∶ｍ（微球）＝ １ ∶２５ 为标记比

例，标记免疫微球，标记过程同上，标记微球 ４ ℃避

光保存备用。
４．荧光免疫层析试纸条的组装。 在相对湿度小于

３５％、 ２０～２５ ℃的环境下，在聚氯乙烯底板上粘贴样

品垫和吸水纸形成微滤体系，将其切割为 ０．４ ｃｍ 宽，
制成试纸条（图 １），将试纸条装入卡壳中制成卡条，
装入铝膜袋封存备用。

图 １　 时间分辨荧光免疫层析联合检测甲胎蛋白（ＡＦＰ）和癌

胚抗原（ＣＥＡ）试纸条示意图

５．测定方法。 采用夹心法建立同时检测 ＡＦＰ
和 ＣＥＡ 的方法，即在同时包被有 ＡＦＰ 抗体和 ＣＥＡ
抗体的试纸条上，加入 ２０ μｌ 标准品（ＡＦＰ： ０、１、１０、
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１００、５００、１ ０００ ｋＵ ／ Ｌ；ＣＥＡ： ０、１、５、１０、１００、５００ μｇ ／ Ｌ）
或待测血清，再加入 ５０ μｌ 体积分数 １％稀释的混合标

记微球（稀释液含质控标记微球），室温下静置 １５ ｍｉｎ，
检测试纸条并绘制标准曲线。

６．方法学考核。 （１）最低检测限。 考察待分析物

从检测背景中可靠识别出的最小量或最低浓度，分别

以 １０ 组标准曲线零管计数求得 􀭰ｘ和 ｓ，计算 􀭰ｘ＋２ｓ，在标

准曲线上找到对应浓度。 （２）特异性。 考察抗体与被

测物质的交叉反应程度，ＣＡ１９⁃９（４００ ｋＵ／ Ｌ）、ＣＡ２４２
（２００ ｋＵ／ Ｌ）、ＣＡ１２５（７７０ ｋＵ／ Ｌ）、ＣＡ１５⁃３（１４ ｋＵ／ Ｌ）和
ＣＡ５０（２００ ｋＵ／ Ｌ）标准品作为样本测量，分析 ＡＦＰ 和

ＣＥＡ 抗体的特异性。 （３）回收率。 在已知浓度样本

（Ｓ）中加入低、中、高质控品（ｑ），按检测方法测定样

本（ｍ），计算实测值与理论值的比值。 （４）精密度。
选择低、中、高浓度的 ３ 组样本进行精密度试验。 考

察批内精密度时，ＡＦＰ、ＣＥＡ 每个浓度（质量浓度）
样本各设 ７ 个复管；考察批间精密度时，３ 组样本各

测 ３ 次，每次各设 ７ 个复管，计算 􀭰ｘ、ｓ 及 ＣＶ。
７．临床样本检测。 分别使用 ＴＲＦＩＡ 试剂盒、电

化学发光免疫分析法（ｅｌｅｃｔｒｏ⁃ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍ⁃
ｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＥＣＬＩＡ）试剂盒与 ＴＲＦＭＩＡ 试纸同时测

试 １２５ 例样本，考察 ３ 种方法鉴别诊断肝癌结果的

相关性。 严格按照 ＴＲＦＩＡ 和 ＥＣＬＩＡ 试剂盒说明书

操作；行荧光微球 ＴＲＦＭＩＡ 时，按照测定方法操作，
样本值由数据分析软件给出。 正常参考值范围：
ＡＦＰ，０～１０ ｋＵ ／ Ｌ；ＣＥＡ，０～５ μｇ ／ Ｌ。

８．统计学处理。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ １９．０ 软件分析数

据，符合正态分布的计量数据采用 􀭰ｘ±ｓ 表示。 采用单

因素方差分析、配对 ｔ 检验、 χ２ 检验和直线相关分析

处理数据。 Ｐ＜０．０５ 为差异或相关性有统计学意义。

结　 　 果

１． ＣＥＡ ＭｃＡｂ ＡＥ０５＃标记量的选择。 在卡条加

样区分别加入 ２０ μｌ 标准品后，加入 ５０ μｌ 不同标记

量的稀释微球，室温下静置 １５ ｍｉｎ 后检测结果见图

２。 由图 ２ 可知，对于 ＣＥＡ 抗体标记，随着标记量的

增加，各质量浓度点结合率逐渐增加，抗体 ／微球质量

比为 １ ∶５ 时，即能达到较好的结合；质量比增至 １ ∶１
时，高质量浓度点的荧光计数未见增加；考虑到检测

成本，最终选择抗体 ／微球的质量比 １ ∶５ 作为标记量。
２．检测结果的判读。 加样后，液体向前移动，先

后与包被膜上的抗体形成免疫复合物，因此，卡条经

仪器读取后即可显示 ３ 条荧光条带，分别为 ＣＥＡ
线、ＡＦＰ 线和质控线，质控线荧光扫描值基本一致，

ＣＥＡ 和 ＡＦＰ 线的荧光计数值分别随样本或标准品

中 ＣＥＡ 和 ＡＦＰ 浓度（质量浓度）的增加而升高。 以

浓度（质量浓度）为横坐标，荧光值信号为纵坐标，
拟合得标准曲线（图 ３）。

图 ２　 癌胚抗原（ＣＥＡ）单克隆抗体（ＭｃＡｂ） ＡＥ０５＃的不同标记比

对 ＣＥＡ 检测结果的影响。 图例比例为抗体与微球的质量比

图 ３　 时间分辨荧光免疫层析技术检测甲胎蛋白（ＡＦＰ）（３Ａ）
和 ＣＥＡ（３Ｂ）的标准曲线

３．方法考核结果。 （１）最低检测限和稳定性。
以零浓度点计数率（ｃｏｕｎｔｓ ｐｅｒ ｓｅｃｏｎｄ， ｃｐｓ）􀭰ｘ＋２ｓ 后
的计数率在标准曲线上所得到的相应浓度（质量浓

度）值为检测最低检测限，本试纸条检测范围为：ＡＦＰ，
０．０７～１ ０００．００ ｋＵ／ Ｌ；ＣＥＡ， ０．１２～５００．００ μｇ ／ Ｌ。 试剂盒

于 ４ ℃避光条件下保存 ６ 个月后测定，对于检测 ＡＦＰ
和ＣＥＡ，结合率分别为９３．４％（５９４ １０６ ／ ６３６ １２８）和
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表 １　 时间分辨荧光免疫层析法检测血清 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 的精密度

肿瘤标志物
样本检测值（􀭰ｘ±ｓ）

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３
批内平均精密度

样本检测值（􀭰ｘ±ｓ）

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３
批间平均精密度

ＡＦＰ（ｋＵ ／ Ｌ） １９．３９±１．０２ ５８．７０±４．３４ ３７９．７１±１９．８０ ５．９３％ ２０．９９±２．３８ ５５．１０±７．６８ ３８３．３３±３０．７６ １１．０７％
ＣＥＡ（μｇ ／ Ｌ） ７．０９±０．６０ ２３．７７±２．１３ ２８８．９２±１５．０４ ７．５３％ ６．９９±０．９６ ２６．３４±３．３２ ２９２．４０±２９．８３ １２．１３％

　 　 注：批内测定 ７ 次，批间测量 ３ 次；ＡＦＰ 为甲胎蛋白，ＣＥＡ 为癌胚抗原

表 ２　 时间分辨荧光免疫层析法检测血清 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 的回收率

肿瘤标志物 样本浓度 质控浓度 样本检测值 回收率（％） 平均回收率（％）

ＡＦＰ（ｋＵ ／ Ｌ） ２５．２０ ４０．３０ １２６．８０ ３１５．３８ ３０．０２ ７０．１６ １６０．６３ ９１．６６ ９２．３２ ９４．３３ ９２．７７
ＣＥＡ（μｇ ／ Ｌ） ４２．００ ８．７５ ５３．５８ １７０．１２ ３１．２０ ４２．４３ ９６．１１ １０４．８７ ８８．７８ ９０．６２ ９４．７３

　 　 注：测定样本（２０ μｌ）为样本（１０ μｌ）与质控（１０ μｌ）的混合样本；回收率＝测定浓度 ／ 理论浓度×１００％

表 ３　 不同方法测得的患者血清 ＡＦＰ 与 ＣＥＡ（􀭰ｘ±ｓ）

方　 法
ＡＦＰ（ｋＵ ／ Ｌ）

ＰＨＣ 组 ＭＨＣ 组 对照组

ＣＥＡ（μｇ ／ Ｌ）

ＰＨＣ 组 ＭＨＣ 组 对照组

ＴＲＦＭＩＡ ２ ５５５．１５±１ ４１８．０４ １２．０３±１０．８０ １．６４±０．８５ ９．１４±６．７９ ２０５．３１±１６４．５６ １．３８±０．５１
ＴＲＦＩＡ １ ９９４．０４±１ ３１０．６９ １３．１８±１１．７８ １．４１±０．４７ ９．７３±７．８３ ２４８．３６±２２７．４９ １．９５±０．７０
ＥＣＬＩＡ ２ ６７９．１９±１ ６８１．７３ １１．４０±９．４１　 １．５４±０．５７ ７．７３±５．９９ ２６４．９２±２０８．７３ １．１４±０．７１

　 　 注：ＥＣＬＩＡ 为电化学发光免疫分析法，ＴＲＦＩＡ 为时间分辨荧光免疫法，ＴＲＦＭＩＡ 为时间分辨荧光免疫层析法；ＭＨＣ 组为转移性肝癌组（２０ 例），
ＰＨＣ 组为原发性肝癌组（３５ 例），对照组 ７０ 名

８８．８％（１２３ ５２８／ １３９ ０９５），平均下降 ６􀆰 ６％和 １１．２％；试
剂盒放于 ３７ ℃ ７ ｄ 后测定，结合率分别为 ８８．９％
（５６５ ５１２ ／ ６３６ １２８）和 ８６􀆰 ９％（１２０ ８６１ ／ １３９ ０９５），平
均下降 １１．１％和 １３􀆰 １％；说明试剂盒稳定性较好，货
架期较长。

（２）精密度和回收率。 采用 ＴＲＦＭＩＡ 测定血清

ＡＦＰ 和 ＣＥＡ，低、中、高 ３ 种浓度或质量浓度（２２．３１、
５６．８９ 和 ３６２．１６ ｋＵ ／ Ｌ，７．３８、 ２２．２１ 和 ３０１．３０ μｇ ／ Ｌ）
的 ２０ 次测定结果见表 １。 检测 ＡＦＰ 批内和批间平

均 ＣＶ 分别为 ５．９３％和 １１．０７％，检测 ＣＥＡ 批内和批

间平均 ＣＶ 分别为 ７．５３％和 １２．１３％，符合批内 ＣＶ＜
１０％和批间 ＣＶ＜１５％的要求。 选择 ２５．２０ ｋＵ ／ Ｌ ＡＦＰ
和 ４２．００ μｇ ／ Ｌ ＣＥＡ 做添加回收率试验，ＡＦＰ 和 ＣＥＡ
平均回收率分别为 ９２．７７％和 ９４．７３％（表 ２）。

（３）特异性。 采用 ＴＲＦＭＩＡ 分别检测高浓度 ＣＡ１９⁃９
（４００ ｋＵ／ Ｌ）、ＣＡ２４２（２００ ｋＵ／ Ｌ）、ＣＡ１２５（７７０ ｋＵ／ Ｌ）、
ＣＡ１５⁃３（１４ ｋＵ ／ Ｌ）、ＣＡ５０（２００ ｋＵ ／ Ｌ）标准品，试纸

条显示其 ＡＦＰ 对应值分别为 ０．０６、０􀆰 ０２、０．１１、０．０７
和 ０．２３ ｋＵ ／ Ｌ，ＣＥＡ 值分别为 ０．３３、０．１９、０．０１、０．０５
和 ０．４０ μｇ ／ Ｌ，表明高浓度（质量浓度）标准品与试

纸条间无交叉反应，抗体特异性较好。
４．临床血清样本的分析。 不同方法检测肝癌组

与健康对照组的结果比较。 分别用 ＴＲＦＭＩＡ 试纸、
ＴＲＦＩＡ 试剂盒和 ＥＣＬＩＡ 试剂盒对 ３５ 例原发性肝

癌、２０ 例转移性肝癌和 ７０ 名健康对照组患者血清

ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 进行检测。 结果表明，三者所得 ３ 组患

者的 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 差异均无统计学意义（Ｆ 值：０．５３６～
４．０２３，均 Ｐ＞０．０５；表 ３）。 对于 ＡＦＰ，ＴＲＦＭＩＡ 与 ＴＲＦＩＡ
和 ＥＣＬＩＡ 的相关系数分别为 ０． ９６ 和 ０． ９３；对于

ＣＥＡ，相应值分别为 ０．９３ 和 ０．９７；ＴＲＦＭＩＡ 与 ＴＲＦＩＡ
法和 ＥＣＬＩＡ 法测定结果高度相关。

５．联合检测与单项检测的比较。 分别采用 ＡＦＰ＋
ＣＥＡ 联合检测与单项检测对原发性肝癌组和转移

性肝癌组进行判断，联合检测对原发性肝癌患者的

阳性检出率为 ８８． ５７％ （３１ ／ ３５），高于仅检测 ＣＥＡ
（５７．１４％， ２０ ／ ３５； χ２ ＝ ８．１３， Ｐ＜０．０５）； 联合检测对

转移性肝癌患者的阳性检出率为 ８５．００％（１７ ／ ２０），高
于仅检测 ＡＦＰ（４０．００％， ８ ／ ２０； χ２ ＝８．６４， Ｐ＜０􀆰 ０５）。

讨　 　 论

肿瘤标志物的检测有助于原发肿瘤的早发现、
早治疗及肿瘤治疗效果监测，但单项检测的灵敏度

和特异性有关；而血清学肿瘤标志物进行联合检测

可相互补充，避免漏诊，提高对肿瘤的检出率，具有

重要的参考价值［２⁃３］。 目前，用于多肿瘤标志物联

合检测的方法很多，如放射免疫法［４］、微阵列酶联

免疫法［５］、固相蛋白芯片技术［６］、表面增强的激光

分析 ／电离化飞行时间质谱法［７］ 等，但上述均需大

型的检测仪器，操作繁琐或价格较贵。 荧光微球免

疫层析技术是检验医学的新兴技术，具有灵敏度高、
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特异性好、成本低廉、操作简便等优点，已应用于莱

克多巴胺［８］、大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７［９］、ＡＦＰ ［１］、空肠弯

曲杆菌［１０］等的检测，并展现出明显优势。
荧光微球指直径在纳米至微米级（０．０１～１０．０ μｍ）

范围内负载有荧光物质、受外界能量刺激能激发出

荧光的固体微粒。 基于荧光微球相对稳定的形态结

构及发光行为、发射强而稳定、基本不受外界环境介

质变化的影响等优点［１１］，荧光微球免疫层析法具有

较好的应用前景。 荧光微球 ＴＲＦＭＩＡ 采用包裹有镧

系元素（Ｅｕ）螯合物的荧光纳米微球作为示踪标记

物，同时结合了镧族元素荧光的长寿命和纳米微球

的信号放大效应，灵敏度高、稳定性高、特异性好、线
性范围宽，且检测所需时间短［１１］。

本研究探讨了 ＴＲＦＭＩＡ 用于多肿瘤标志物联合

检测的可行性，采用双抗体夹心法建立了同时定量

检测血清 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 的反应体系。 该法检测血清

ＡＦＰ 的灵敏度为 ０．０７ ｋＵ／ Ｌ，ＣＥＡ 为 ０．１２ μｇ ／ Ｌ；对 ＡＦＰ
测量范围为 ０．０７～１ ０００．００ ｋＵ／ Ｌ，对 ＣＥＡ 测量范围为

０．１２ ～ ５００． ００ μｇ ／ Ｌ；检测 ＡＦＰ 的平均回收率为

９２􀆰 ７７％，ＣＥＡ 为 ９４．７３％。 该反应体系在 ４ ℃下贮

存 ６ 个月性能仍稳定，货架寿命可满足实际应用需

求。 该法与 ＴＲＦＩＡ 和 ＥＣＬＩＡ 检测 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 的结

果均有较好的相关性，联合检测 ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 可提

高对肝癌的阳性检出率，有助于鉴别原发性肝癌和

转移性肝癌。 ＴＲＦＭＩＡ 反应时间短，仅需 １５ ｍｉｎ，即
可同时得到 ２ 个定量化指标。 配套荧光检测仪经

济、小型，更适合基层单位。 该法既利于大规模临床

样本普查筛选和患者病情监测，又可进行单人份操

作，灵敏、快速、经济、简便，具有较好的推广应用价

值。 本研究不足之处在于精密度较低，尤其是检测

ＡＦＰ 和 ＣＥＡ 的批间 ＣＶ 较大，分别为 １１． ０７％ 和

１２􀆰 １３％，这可能会对检测结果造成影响；可在使用

时添加质控来校准标准曲线消除 ＣＶ 造成的影响，
但其可行性需在今后的研究和应用中加以验证。
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