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摘要 目的 :建立以椭偏光生物传感器为基

础的光学蛋白芯片( OPC IE)定量检测CA15 3

抗原方法。方法:探索 OPC IE 生物分子芯片

系统检测 CA15 3 抗原方法及建立了CA15 3

抗原浓度 灰度检测标准曲线, 依据标准曲线

定量检测了 80 份血清(对照组及癌症患者组)

样本, 并将检测结果与电化学发光法( ECL IA )

进行比 较。结果: 所建立的 OPC IE 检 测

CA15 3方法, 在 46. 33、23. 16 和11. 58 IU / mL

的组间变异系数 ( n = 6) 分别为 7. 67%、

10 57%和 9 40% , 试验结果有良好重复性。

浓度 灰度标准曲线的 R2= 0. 97, 检测最小值

为5. 30 IU / mL。对照组 CA15 3 抗原浓度为

( 2 84 0 73 ) IU / mL , 癌 症 患 者 组 为

( 52. 45 7 50) IU / mL , 两组浓度差异有统计

学意义, P< 0 05。ROC 曲线和 t检验分析 80

份血清 OPC IE 和 ECLIA 检测结果, 显示差

异无统计学意义, P > 0 05。结论: 初步建立

了 OPC IE CA15 3 抗原检测方法, 并且成功

的应用于血清检测。
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[ABSTRACT] OBJECTIVE:T o invest igat e the feasibility of op

t ical pro teinchip based on imag ing ellipsometr y bio sensor

( OPC IE) applying t o CA15 3 antig en assay . METHODS: The

technolog ical method fo r detect ing CA15 3 antig en by OPC IE

and its concentr ation g ray standard curve were established, then

80 serum samples fr om bo th normal and cancer patients w ere ex

amined. The detect ion results of CA15 3 antig en w ere compared

with detections by electr ochemist ry luminescence method

( ECLIA) . RESULTS: Our method fo r det ecting CA15 3 antigen

showed a good repeat abilit y, the coefficient o f var iation values

were 7 67% , 10 57% and 9 40% at 46 33, 23 16 and

11 58 IU / mL, respectively ( n= 6) . Pear son cor relation coeffi

cient ( R2) of concentr ation g ray scale st andard curve w as 0 97,

and t he lowest detectable limit of standard curv e w as

5 30 IU / mL . Concentr ations of CA15 3 ant igen w ere differed

significantly in no rmal ( 2 84 0 73) IU / mL and cancer patients

( 52 45 7 50) IU / mL ( P < 0 05) , Ther e was no significant

dif fer ence between the detect ions by OPC IE and ECLIA ( P >

0 05) . CONCLUSION: A method fo r detecting CA15 3 antigen

was established and it was tested in clinical serum examination.
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CA15 3抗原是常见的肿瘤标志之一,为一种多形

态的高糖基化、高相对分子质量的跨膜糖蛋白 [ 1] ,表达

量在部分乳腺癌患者中增加,并随着乳腺癌的恶化而

增加
[ 2]
。此外, CA15 3抗原表达量在其他恶性肿瘤如

肺癌、肝癌 [ 3]和胃癌[ 4] 等患者血清中也常增加。椭偏

光生物传感器为基础的光学蛋白芯片( opt ical pro

teinchip based on imaging ellipsometry biosensor,

OPC IE)技术将椭偏光学技术与蛋白芯片技术相结

合,已经成功检测了乙肝五项抗原和 H5亚型禽流感

病毒等[ 5 6]生物大分子,本研究尝试建立 OPC IE检测

血清 CA15 3抗原的方法,并用建立的方法进行 80例

临床样本检测及与 ECLIA 法检测结果进行比较。

1 材料与方法

1. 1 标本来源

从山东省医学科学院附属医院(山东省肿瘤医院

东院) 2009 11- 2010 04采集的对照组(健康体检无癌

症者)和不同癌症组 271 例血清样本中随机抽取 80

份。其中,对照组 18名(非肿瘤患者,既往无肿瘤患病

史,临床体检排除肿瘤患病) : 男 8 名, 女 10名。年龄

43~ 63岁, 平均年龄 51 岁, 中位年龄 48. 5 岁。癌症

组 62例(临床确诊肿瘤患者) :男 33 例, 女 29例。年

龄 38~ 81岁,平均年龄 60. 1 岁, 中位年龄 60岁。其

中,乳腺癌 8例均为女性患者,年龄 45~ 80岁,平均年

龄 54岁, 中位年龄 49岁;消化道癌 31例,男 21例,女

10例。年龄 38~ 81 岁, 平均年龄 62 1 岁, 中位年龄

63岁; 肺癌 23 例, 男 12 例, 女 11 例。年龄 40 ~ 80

岁,平均年龄 60 0岁,中位年龄 60岁。

1. 2 材料和试剂

试验设备:中国科学院力学研究所研制的以椭偏光

生物传感器为基础的光学蛋白质芯片系统, 德国罗氏

Cobas E 411全自动电化学发光免疫( ECLIA)分析仪。

试验材料: 单晶硅片(洛阳单晶硅片厂) ; CA15 3

单克隆抗体(上海领潮生物科技有限公司) ; Sigma 公

司生产的蛋白 A, 封闭溶液 ( 10 Blocking Buffer ) ,

PBS, 吐温 20( T w een 20) 等, 德国罗氏 CA15 3抗原

电化学发光检测试剂盒。

1. 3 试验方法

由山东省医学科学院附属医院检验科抽取上述研

究对象清晨空腹静脉血, 静置离心后抽取血清,

ECLIA 法检测血清 CA15 3抗原, 同时留取血清置于

- 70 冰箱保存用于 OPC IE 法检测。

OPC IE检测: OPC IE由蛋白质芯片和椭偏光显

微成像系统 2个部分构成
[ 7]
。蛋白质芯片是通过对硅

片表面进行适当处理, 使抗体蛋白稳定吸附在硅片表

面,从而形成能特异捕捉对应抗原的分子膜层,当含有

对应抗原的样本溶液经过固定着抗体的硅片表面时,

抗原与抗体特异识别结合,使得反应区域的分子膜层

厚度增加,并且在一定范围内分子膜层厚度增加值与

样本中抗原浓度呈正相关。椭偏光显微成像系统是一

种超薄膜检测系统, 它的工作原理是以偏振光波为探

测光照射样本, 样本对入射光波进行调制,使得反射光

中载有样本信息,联合使用 CCD 摄像、计算机采样和

图像处理技术, 定量地显示单层生物大分子层及生物

分子之间相互作用所引起的生物分子层厚度变化。基

片表面膜层的厚度(或分子表面密度)用灰度值表示,

膜层的厚度(或分子表面密度)愈大,灰度值愈高。

本试验首先研究制备 CA15 3 抗原检测芯片, 试

验过程如下: 1)切割硅片并进行清洗、亲水化、氨基化

和羧基化表面处理; 2)在硅片表面依次固定蛋白 A、固

定 CA 15 3抗体、封闭硅片表面裸露位点以减少非特

异性蛋白的吸附。处理后的硅片表面覆盖着具有活性

的 CA15 3 抗体, 可以特异性捕捉待测样本中的

CA15 3抗原。经过优化各种试验条件建立了OPC IE

检测 CA15 3抗原的方法, 在此基础上通过检测不同

浓度的 CA15 3 抗原建立浓度 灰度标准曲线以用于

检测血清样本。

在制备 CA15 3 抗原检测芯片上加入待测血清

10 L, 血清中的 CA15 3抗原可与蛋白芯片表面的

CA15 3抗体发生特异性结合,导致芯片表面膜层的厚

度改变,通过椭偏光显微成像系统成像并测量记录芯

片表面的灰度值达到检测目的。

1. 4 统计学方法

应用 SPSS 18. 0和 Stata/ SE 11. 0 for w indow s

统计学分析软件, 应用 Wilcoxon 秩和检验分析

OPC IE测得的不同试验分组数据,比较对照组与癌症

患者组 CA15 3抗原浓度;应用 ROC 曲线分析和配对

t检验, 比较 OPC IE 和 ECLIA 2 种方法所测数据。

检验水平 = 0. 05。

2 结果

2. 1 光学蛋白芯片检测 CA15 3 抗原的成像效果与

灰度值

CA15 3抗原光学蛋白芯片在椭偏光显微成像系

统中的成像效果及灰度值见图 1。图 1A 中的 8个检

测位点装配有 CA15 3抗体的生物膜层区域, 血清样

本流经这些区域,样本中的 CA15 3抗原与 CA15 3抗

体结合,使得膜层厚度增加,通过椭偏光显微成像系统

可以直接观察并测量灰度值,表现为空白位点( 1a/ 1b)

的灰度值比添加阳性血清位点 ( 3 份血清, 每份 2 点,

分别为 1c/ 1d、2a/ 2b 和 2c/ 2d)的灰度值低; 图 1B 显

示了 8个检测位点的实测灰度值。

2. 2 CA15 3抗原浓度 灰度曲线

CA15 3检测曲线见图 2。曲线上 CA15 3抗原浓
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度为 5. 79、11. 58、23. 16、46. 33和 61 77 IU/ mL。从

图 2可以看出, CA15 3原来在~ 46 IU / mL 与灰度值

呈现良好的响应特性。在~ 50 IU/ mL 范围内,拟合

标准曲线方程为 Y= 1. 23X + 87. 616, 皮尔森相关系

数( R2 ) 0. 97。当血清样本中 CA15 3 抗原浓度

> 46 IU/ mL时,需要用 PBS 缓冲液稀释血清样本。

2. 3 OPC IE检测的灵敏度与精确度

采用 LOD= 3N/ S 公式计算最低检测限, 其中 N

为检测噪声,其值为 11次重复测量空白对照样本的标

准差; S为灵敏度, 其值为浓度 灰度标准曲线线性部

分的斜率。计算结果为 OPC IE 检测 CA15 3抗原的

最低检测限位 5. 30 IU / mL。

为了评价 OPC IE 检测的重复性, 用同一样本重

复检测 6 次, 计算相对标准偏差, 结果在 46. 33 和

11. 58 IU / mL, 分别为 7. 67% 和 9. 40% , < 10% ; 在

23. 16 IU / mL为 10. 57%, 略高于 10%。表明该方法

的重复性良好。

2. 4 血清 CA15 3抗原检测结果

对照组 CA15 3 抗原浓度平均值为 ( 2 84

0 73) IU / mL,癌症患者组 CA15 3 抗原浓度平均值

为( 52 45 7 50) IU / mL, 明显高于对照组,两组浓度

差异有统计学意义, P< 0 05。

2. 5 OPC IE法与 ECLIA 法检测血清 CA15 3 抗原

结果比较

利用构建的 OPC IE 检测 CA 15 3抗原方法对 80

份临床样本进行检测,同时应用 ECLIA 法作对比检

测。以 OPC IE法检测结果为 Y轴, ECLIA 法检测结

果为 X轴,作散点图(图 3)。个别样本 2 种方法的检

测值有较大差异, 可能原因是 CA15 3 抗原浓度高于

50 IU / mL 的血清稀释引起的偏差(见图 3)。

图 3 OPC IE与 ECLIA检测 CA15 3抗原浓度散点图

ROC曲线方法广泛应用于医学诊断试验性能的

评价。通过改变诊断节点,获得多对灵敏度和特异度

值,以灵敏度为横坐标, 特异度为纵坐标, 绘制 ROC

曲线,计算与比较 ROC 曲线下面积, 以此反映诊断试

验的诊断价值和不同诊断方法的一致性。当灵敏度等

于特异度时,是 1条从原点到右上角的对角线,这条线

叫机会线,见图 4 的 Reference线。ECLIA 方法检测

的 CA 15 3抗原所得 ROC 曲线下面积为 0. 984

0 01, OPC IE 方法检测的 CA15 3 抗原所得 ROC 曲

线下面积为 0. 978 0. 01, 2种方法两者曲线下面积差

异 P= 0. 72,大于检验水平 = 0. 05, 差异无统计学意

义。同时 2种方法的检测结果用配对 t检验比较 P=

0. 78,大于检验水平 = 0. 05, 2 种方法检测的样本

CA15 3抗原浓度差异无统计学意义,故 2种方法检测

结果一致。

图 4 OPC IE与 ECLIA检测 CA15 3 抗原浓度 ROC曲线
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3 讨论

血清肿瘤标志作为一项癌症检测指标在临床得到

广泛应用,在癌症诊断、治疗和预后评定中起着重要的

作用,具有创伤小、成本低等优势。CA15 3抗原是常见

的肿瘤标志之一, 它是由 MUC1基因编码的肿瘤相关

糖蛋白,在乳腺癌、肺癌等患者血清中表达量增加
[ 8 10]
。

传统的免疫学分析技术在 CA15 3抗原检测中有

广泛的应用,如放射免疫分析( RIA) [ 3]、酶联免疫分析

( ELISA) [ 11] 等, 这些方法具有试验技术成熟的优势,

检测限可以达到 5 IU/ mL
[ 12]

,并且已经成功应用于临

床,但是样品消耗大、需标记等缺点促使人们尝试和寻

找更加便宜、方便和快捷的试验检测技术。本研究将

椭偏光学技术与蛋白芯片技术相结合, 通过比较

CA15 3抗原添加前后分子膜层的厚度变化来计算抗

原的浓度,不需要标记和加二次抗体,简化了操作的流

程;并且微毫升量级的检测样本量进一步减少创伤及

降低检测成本。

OPC IE检测血清 CA15 3抗原试验结果显示,不

同血清的椭偏光系统成像结果灰度值较空白对照灰度

值增加,且增加程度存在差异,表明建立的检测方法可

分辨出不同 CA15 3抗原浓度的血清样本。该方法可

以直接检测 CA15 3 抗原浓度低于 46 IU/ mL 的血

清,高于这个浓度的血清稀释一定倍数后也可以检测;

且同一样本多次检测结果的相对标准偏差低于或者略

高于 10%, 试验有良好的重复性, 试验结果可靠。

OPC IE检测结果中对照组与癌症患者组 CA15 3抗

原浓度,两者差异有统计学意义( P< 0. 05) , 与文献资

料的结论相符合。80份血清样本的 OPC IE 检测结

果与 ECLIA 方法检测结果用 ROC 曲线和配对 t检验

比较,差异无统计学意义( P> 0. 05) , 2 种方法的检测

结果具有一致性。从以 OPC IE 和 ECLIA 2 种方法

检测结果做的图中可以看出,由于对浓度血清因为进

行稀释加入了一些检验误差, 使得部分样本的 2种检

测结果出现了较大的差异,但是检测结果大致相似,说

明所建立 OPC IE 检测血清 CA15 3抗原的方法初步

成功,但是仍然需要改进。

综上所述, 本研究初步建立了 OPC IE 检测血清

CA15 3抗原浓度的方法,可以大致满足临床检测的需

求。但是与其他检测方法相比, 仍略显粗糙和存在不

足, 例 如 OPC IE 检 测 CA15 3 抗 原检 测 限为

5. 30 IU/ mL,低于传统方法的 5 IU/ mL 和 SRP 方法

的 0 025 IU / mL
[ 8]
。该检测方法还需要不断地改进,

随着该技术的发展和完善,相信在临床医学诊断、分子

生物学、生物化学、细胞生物学及药物学等领域将会有

广泛的应用。
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