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摘  要 : 本研究旨在建立一种定量检测血清中 CA19-9 含量的时间分辨荧光免疫层析检测方法。采用双抗体夹心

法与荧光免疫层析技术，以羧基荧光微球和 NC 膜为载体将 CA19-9 配对抗体进行标记和包被，制备 CA19-9 检

测试纸条。通过标记、包被抗体量对工艺进行优化，并通过线性范围、最低检出限、精密性等性能指标对 CA19-9

时间分辨荧光层析检测方法进行评价。最终确定20 μL荧光微球的标记抗体量为80 μg，检测线包被抗体浓度为1.5 mg/mL

时，检测时间为 15 min，线性范围为 12.5–800 U/mL，最低检出限为 6.32 U/mL，批内精密性与批间精密性均小

于 15%，平均回收率为 101%，与罗氏电化学发光检测试剂盒平行检测 50 份临床样本，两者相关系数为 0.980 6。

初步建立了定量检测血清中 CA19-9 的荧光免疫层析检测方法，有较好的临床应用前景。 

关键词 : CA19-9，荧光免疫层析，定量检测，快检 
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Establishment of time-resolved fluorescence 
immunochromatographic assay for detection of 
carbohydrate antigen 19-9 
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and Lili Deng4 
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Abstract:  To establish a time-resolved fluorescence immunochromatographic assay for quantitative determination of 

carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9) in serum, we prepared CA19-9 test strips by integrating double-antibody sandwich 

method and fluorescence immunochromatography technique. Carboxy fluorescent microspheres and nitrocellulose 

membrane were used as carriers for labeling and coating CA19-9 pairing antibodies. We optimized the process by adjusting 

the amount of labeling and coating antibody. According to the linear range, lowest detection limit and precision, We evaluated 

the time-resolved fluorescence immunochromatographic assay of CA19-9. When the amount of labeled antibody was 80 μg for  

20 μL fluorescent microspheres, and the concentration of coated antibody on the test line was 1.5 mg/mL, the optimal reaction 

time was 15 minutes. Assay linear range was 12.5 to 800 U/mL and the minimum detection limit was 6.32 U/mL. The 

Within-run and between-run coefficient of variation were less than 15%. Average recovery rate was 101%. By detecting    

50 clinical samples in parallel with Roche electrochemical luminescence detection kit, correlation coefficient was 0.980 6. The 

experiment, initially established a fluorescence immunochromatographic detection method to quantitative detection of serum 

CA19-9, which has a good clinical application prospect. 

Keywords:  carbohydrate antigen 19-9, fluorescence immunochromatography, quantitative detection, rapid test 

糖链抗原 19-9 (Carbohydrate antigen 19-9，

CA19-9) 是 Koprowski 等发现的一种由消化系统肿

瘤组织所产生的特异性糖蛋白，也是唾液酸 Lewisa

血型抗原的标志[1-2]。CA19-9 属于消化系统相关抗

原，主要表达于胰腺上皮细胞，抗原的分子量约为

10 kDa，正常人体血清中的含量小于 37 U/mL[3-6]。

研究表明，CA19-9 在消化系统恶性肿瘤患者体内有

异常表达，其中在胰腺癌、胆道癌、胃癌、结肠癌、

食管癌、肝癌中存在较高的阳性率，而胰腺癌患者

中 CA19-9 的阳性率最高，达到 86%，并且在胰腺癌

初期，血清中 CA19-9 的含量达到 406 U/mL，CA19-9

可作为胰腺癌重要的早期诊断指标之一[7-12]。 

目前，国内针对 CA19-9 的检测方法有放射免

疫测定法、化学发光法、电化学发光法、酶联免疫

法等，这些方法需要在实验室借助设备进行，均不

适宜用于床旁快速诊断。荧光快速层析检测技术具

有安全、费用低、操作简便、可实现床旁快速检测

等优点[13-15]。基于此，本研究建立了一种荧光定量

免疫层析快速检测 CA19-9 的技术和方法，以满足

临床床旁快速检测和基层社区医院的需要。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

PVC 板、吸水纸、硝酸纤维素膜 (CN-140)、

玻璃纤维棉由郑州宝赛生物科技公司提供。临床定

值血清标本由河南省生物工程技术研究中心提供。 

1.1.2  试剂 

羧基修饰时间分辨荧光微球、CA19-9 配对单

克隆抗体、羊抗鼠 IgG、CA19-9 线性参考品 (1 000、
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900、800、400、200、100、50、25、12.5、6.25 U/mL)、

CA19-9 精密性质控品 (400、100、30 U/mL)、特

异性质控品 (CEA、AFP、CA125、CA153，4 份质控

品中 CA19-9 的含量均为 200 U/mL，CEA 质控品   

中 CEA 含量为 400 ng/mL，AFP 质控品中 AFP 含   

量为 400 U/mL，CA125 质控品中 CA125 含量为     

400 U/mL，CA153质控品中CA153含量为400 U/mL) 

均由河南省生物工程技术研究中心提供。 

1.1.3  仪器 

荧光免疫层析读数仪购自杭州峰航科技有限

公司；紫外分析仪 (JY03 型) 购自北京君意东方

电泳设备有限公司；台式高速离心机 (H1850) 购

自湖南湘仪实验室仪器开发有限公司；三维喷金

点膜仪、微电脑自动斩条机购自上海金标生物科

技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  免疫微球的制备 

取 20 μL 荧光微球于 1.5 mL 离心管中，加入     

1 000 μL 硼酸缓冲液 (0.05 mol/L，pH 8.0，下同)混匀，

13 000 r/min 离心 15 min，弃上清；加入 1 000 μL 硼

酸缓冲液进行重悬，加入 15 μL EDC (10 mg/mL)，混

匀后室温振荡活化 18 min，13 000 r/min 离心 13 min，

弃去上清；加 1 000 μL 硼酸缓冲液进行重悬，加入

CA19-9 标记抗体 100 μg，振荡混匀，超声振荡 5 min，

低速振荡标记 2 h；14 000 r/min 离心 20 min，弃上清，

400 μL 复溶液重悬，加入 20 μL BSA (20%)，振

荡混匀，低速振荡封闭 1 h，4 ℃密封保存。 

1.2.2  CA19-9 荧光免疫层析定量检测试纸条的

制备 

调节三维平面点膜喷金仪，将 2 mg/mL 的

CA19-9 包被抗体和 1 mg/mL 羊抗鼠包被于 NC 

膜上分别作检测线 (T 线) 和质控线 (C 线)，包

被量为 1 μL/cm；将制备好的免疫微球喷涂到微

球结合垫上，喷涂量为 6 μL/cm。包被抗体的 NC

膜和微球结合垫 37 ℃干燥 1.5 h。将吸水纸、NC

膜、结合垫、样品垫分别按照相应的位置组合于

PVC 底板上，用微电脑自动斩条机切成 3.8 mm

宽的试纸条，组装卡壳，4 ℃密封保存。 

1.2.3  检测 

取 70 μL 血清样本加入到试纸条的点样窗

口，用荧光免疫层析读数仪检测质控线与检测线

的荧光强度。 

1.2.4  最佳标记蛋白量与包被蛋白量的确定 

采用二因素多水平实验确定最佳 CA19-9 标

记抗体与 CA19-9 包被抗体的量，设计 20 μL 荧光

微球的标记抗体梯度为 40、60、80、100 μg，CA19-9

包被抗体浓度梯度为 0.5、1.0、1.5、2.0 mg/mL。

按照 1.2.1 与 1.2.2 的方法进行试纸条的制备，用

线性参考品检测试纸条的线性范围与 R2。 

1.2.5  检测时间的确定 

用线性参考品 (200、100、50 U/mL) 按照 70 μL

的加样量进行点样，分别在点样后 5、8、10、12、

15、18、20、22 min 检测试纸条的 C、T 线荧光

强度，记录 T 线的荧光值，计算 T/C。 

1.2.6  方法学评价 

线性范围：使用 CA19-9 线性参考品，以 T/C

的值为纵坐标，CA19-9 浓度为横坐标，制作标准

曲线，建立线性方程。 

最低检出限： 用空白对照进行重复检测 20 次，

求出 T/C 的平均值 x ， x +2s 代入零浓度和相邻线

性参考品拟合的一次方程得出最低检出限。 

交叉反应：取 CEA、AFP、CA125、CA153

共 4 份特异性质控品评价试纸条的特异性。 

精密性： 用精密性质控品 (400、100、30 U/mL) 

对同一批次和 3 个不同批次试纸条重复检测各 10 次，

分别计算批内与批间试纸条的精密性(CV)，计算

公式如下： 

精密性(CV)=标准差(s)/平均数( x )。 

回收实验：用基质血清将 800 U/mL CA19-9

血清进行稀释，获得 3 份血清，预测浓度分别为

200、100、50 U/mL。用制备好的试纸条进行检

测，计算试纸条的回收率。 
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回收率=测定值/预测值×100%。 

稳定性：将制备的试纸条，分别存放于 4 ℃

和 37 ℃，在第 6、12、18、21、24 天分别用精密

性质控品 (100 U/mL) 检测试纸条的 T 线荧光强

度和 T/C 的值。 

临床评价：用所建立的 CA19-9 荧光定量检

测试纸条与罗氏电化学发光法检测试剂盒 (郑州

大学第一附属医院检测) 平行检测 50 份临床血

清，对两种检测方法进行比较，得到相关性曲线。 

2  结果 

2.1  最佳标记抗体量与包被抗体浓度的确定 

如表 1 所示，20 μL 荧光微球的标记抗体量    

为 80 μg，包被抗体浓度为 1.5 mg/mL 时，试纸条

的线性范围最宽，R2最大，分别为 12.5–800.0 U/mL，

R2=0.996 8。 

2.2  最适检测时间的确定 

实验结果见图 1。由图可知荧光强度随时间的

变化而增大，12 min 后 T/C 值趋于平稳，选择 15 min

作为最适检测时间。15 min 后紫外分析仪检测结果

如图 2 所示。 

2.3  方法学评价 

线性范围：测得 CA19-9 线性范围为 12.5–  

800 U/mL。 

最低检出限：CA19-9 荧光层析试纸条的最低

检出限为 6.32 U/mL。 

特异性：结果如表 2 所示，4 份特异性质控品

检测结果差异不显著，本试纸条的特异性较好。

 

表 1  最佳标记蛋白量与包被蛋白量结果 

Table 1  The best amount of labeling and coating 

Labeling 
(μg) 

Coating (mg/mL) 

0.5 1.0 1.5 2.0 

40 100–400 U/mL 50–400 U/mL 50–400 U/mL 50–400 U/mL 

R2=0.921 3±0.036 R2=0.940 3±0.054 R2=0.902 0±0.037 R2=0.986 4±0.025 

60 100–400 U/mL 50–800 U/mL 12.5–800 U/mL 50–800 U/mL 

R 2=0.950 2±0.089 R2=0.903 2±0.032 R2=0.953 6±0.043 R2=0.965 7±0.036 

80 50–400 U/mL 12.5–800 U/mL 12.5–800 U/mL 25–800 U/mL 

R 2=0.953 2±0.055 R2=0.942 5±0.026 R2=0.996 8±0.046 R2=0.964 5±0.037 

100 50–400 U/mL 12.5–400 U/mL 25–800 U/mL 100–400 U/mL 

R 2=0.950 0±0.065 R2=0.962 1±0.037 R2=0.954 6±0.043 R2=0.965 8±0.032 

 
 

 
 
 

图 1  最适检测时间结果 

Fig. 1  The results of best detection time. 

 
 

图 2  15 min 紫外检测结果  

Fig. 2  The results of UV detection in 15 min. 1: 50 U/mL; 
2: 100 U/mL; 3: 200 U/mL. 
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表 2  特异性质控品检测结果 

Table 2  The results of specific control test 

Specific quality 
control 

Cross-reactive substances 
Theoretical concentration of 

CA19-9 (U/mL) 

Measured concentration of 

CA19-9 (U/mL) ( x s ) 

1 CEA (400 ng/mL) 200 203.2±0.83 

2 AFP (400 U/mL) 200 199.3±0.72 

3 CA125 (400 U/mL) 200 189.5±0.93 

4 CA153 (400 U/mL) 200 205.6±0.96 
 
 
 
 
 
 
 

精密性：3 份精密性质控品 (400、100、30 U/mL)

检测试纸条批内精密性分别为 4.32%±0.16%、

5.70%±0.21%、6.02%±0.19%，批间精密性分别为

4.26%±0.18%、6.46%±0.23%、7.21%±0.19%。均

符合小于 15%的要求。 

回收实验：试纸条检测 3 份血清的回收率分别为

101%、103%和 99%，平均回收率为 101%，符合要求。 

稳定性：检测结果如图 3、图 4 所示，试纸

条在 37 ℃存放 24 d 后 T 值明显下降，但是 T/C

值无明显变化，说明试纸条的稳定性良好。 
 

 
 

图 3  试纸条稳定性 T 值 

Fig. 3  T value of test strip stability.  
 

 
 

图 4  试纸条稳定性 T/C 值 

Fig. 4  T/C value of test strip stability.  

临床评价：分别用两种方法对 50 份样本进行

检测，结果如图 5 所示，两种检测方法的相关系

数为 0.980 6，两者相关性良好。 

3  讨论 

时间分辨荧光免疫层析具有无放射性污染、

无背景荧光干扰等优点，其原理为血清中的

CA19-9 在层析作用下，与微球垫上的 CA19-9 单

抗结合形成其微球-抗体-抗原复合物，在硝酸纤

维素膜的毛细管作用下与包被在膜上的 CA19-9

单抗结合，15 min 后可检测荧光信号，实现定量

检测。该方法作为 POCT 发展的新方向之一，成

为目前的研究热点，在临床检测中具有广阔的发

展前景。 

虽然有学者进行 CA19-9 时间分辨荧光免疫

层析产品的相关研究，但目前他们的研究水平线

性范围窄，试纸条的准确度差等。王青[16]、黄飚 

 

 
 

图 5  临床样本检测结果 

Fig. 5  The results of clinical sample test.  
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等[17]分别利用 Eu3+作为标记物、96 孔板作为固相

载体进行 CA19-9 时间分辨荧光免疫分析方法的

建立，该方法需进行洗涤等一系列繁琐的操作步

骤，检测设备昂贵，不适应床旁快速检测。蒋能

辉等 [18]申请了肿瘤标志物的定量检测试剂条专

利，采用 CA19-9 单克隆抗体与抗 IgG 抗体分别

标记荧光微球，包被 CA19-9 单抗与抗 IgG 制备

检测试纸条，其试纸条线性范围为 0–200 U/mL，

不能完全满足临床需要。 

为解决试纸条的线性范围窄、样品需额外稀

释等问题，我们采用新的思路与方法，在制备工

艺微球的偶联等方面进行诸多创新，采用 CA19-9

单克隆抗体的单独标记，同时在抗体配对的选择

上采用独特的方法。本研究设计二因素多水平实

验对最佳包被抗体量与最佳标记抗体量进行研

究。发现包被抗体量的增加，可使线性范围增宽，

但是包被抗体量过多会引起假阳性率增高。羧基

荧光微球经过活化后羧基与标记抗体的氨基缩合

形成酰胺键，羧基荧光微球表面的羧基量是一定

的，因此荧光微球与 CA19-9 标记抗体的比例对

于试纸条的性能至关重要。标记抗体量过少，荧

光强度弱，试纸条灵敏性低；抗体量过多，则造

成荧光微球聚集。结合试验结果最优与经济的原

则，最终确定 20 μL 微球的最佳 CA19-9 标记抗体

量为 80 μg，包被抗体浓度为 1.5 mg/mL。 

荧光微球中包裹了成千上万个荧光分子，荧

光强度高，制备的试纸条在检测时质控线 (C 线)

和检测线 (T 线) 均能随着抗原梯度而表现出一

定的趋势。但是试纸条在长期存放过程中，C、T

线的荧光值会出现衰减，而 T/C 的值比较稳定。

本研究的稳定性检测，将试纸条存放在 4 ℃与

37 ℃ (加速破坏实验) 后，结果显示 37 ℃存放 24 d

后 T/C 的值没有明显变化，因此根据 T/C 值与抗

原浓度建立线性方程。本研究采用线性范围、精

密性、特异性等作为衡量 CA19-9 荧光免疫层析

试纸条的性能评价标准，经过多次重复，确定线

性范围为 12.5–800 U/mL，批内精密性与批间精

密性均满足小于 15%的要求，与常见的肿瘤标志

物 (CEA、AFP、CA125、CA153) 均无交叉反应，

与罗氏电化学发光法对比，其相关系数达到 0.980 6。

罗氏电化学发光法检测 CA19-9，由于仪器试剂昂

贵，对操作人员要求较高，在大型医院的检测费

用达到上百元，检测时间需要 20 min；而 CA19-9

荧光免疫层析试纸条对检测仪器及操作人员要求

不高，费用低廉、操作简单，检测费用仅为 20 元

左右，15 min 即可出结果，能满足基层社区医院

的需求。本研究建立了一种精密性好、简便、检

测范围宽、能满足床旁快速定量检测的 CA19-9

荧光免疫层析检测方法，具有潜在的临床应用价

值。进一步研究将增加 CA19-9 荧光免疫层析试

纸条的生产批次，加大检测的样本数量，为其应

用于临床打下基础。 
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