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(57)摘要

本发明涉及一种联合检测CA19-9与CEA的时

间分辨荧光免疫层析试纸条，所述试纸条包括底

板、硝酸纤维素膜、玻璃纤维棉和吸水纸，在所述

硝酸纤维素膜上包被有CA19-9单克隆抗体作为

检测1线（T1线）、CEA单克隆抗体作为检测2线（T2

线）、以及羊抗鼠多克隆抗体作为质控线（C线），

在所述玻璃纤维棉上分为点样区和结合区，在所

述结合区上喷涂有时间分辨荧光微球标记的

CA19-9单克隆抗体复合物、CEA单克隆抗体复合

物。本发明针对CA19-9与CEA联合检测的时间分

辨荧光免疫层析试纸条及试剂盒，能够实现在较

短时间内完成对CA19-9与CEA的浓度检测，检测

结果准确度高、灵敏性好，能够满足临床床旁快

速检测和基层社区医院的需要。
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1.一种联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，所述试纸条包括底板、

硝酸纤维素膜、玻璃纤维棉和吸水纸，在所述硝酸纤维素膜上包被有CA19-9单克隆抗体作

为检测1线（T1线）、CEA单克隆抗体作为检测2线（T2线）、以及羊抗鼠多克隆抗体作为质控线

（C线），在所述玻璃纤维棉上分为点样区和结合区，在所述结合区上喷涂有时间分辨荧光微

球标记的CA19-9单克隆抗体复合物、CEA单克隆抗体复合物。

2.根据权利要求1所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，其特

征在于，用于标记的CA19-9单克隆抗体亚型为IgG3，效价为1:256，标记量为10-100ug、优选

40-80ug，更优选地，包被的CA19-9单克隆抗体亚型为IgG1，效价为1:128，包被量为0.5-

2.5mg/mL、优选0.5-1.5mg/mL。

3.根据权利要求1所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，其特

征在于，用于标记的CEA单克隆抗体亚型为IgG3，效价为1:128，标记量为10-100ug、优选30-

65ug，更优选地，包被的CEA单克隆抗体亚型为IgG2a，效价为1:256，包被量为0.5-2.5mg/

mL、优选0.5-1.5mg/mL。

4.根据权利要求1所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，其特

征在于，所述时间分辨荧光微球为羧基、氨基基团荧光微球，优选为镧系元素螯合物，其粒

径为100-500nm、优选180-300nm。

5.根据权利要求1所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，其特

征在于，所述时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体和CEA单克隆抗体通过以下方法

进行制备：将时间分辨荧光微球用缓冲液清洗后，加入碳二亚胺，恒温振荡活化，加入有机

溶剂混匀后离心洗涤除去碳二亚胺，用缓冲液重悬微球，再分别加入用于标记的CA19-9单

克隆抗体和CEA单克隆抗体，恒温振荡标记，离心后用复溶缓冲液重悬，加入封闭液封闭，得

到时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物。

6.根据权利要求5所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，其特

征在于，所述缓冲液选自于Tris-Hcl缓冲液、硼酸缓冲液、MES缓冲液或PB缓冲液，优选为

pH7.5-8.5的0.02-0.1M硼酸缓冲液；所述有机溶剂为乙醇、异丙醇或丙酮等；所述复溶缓冲

液成分包括Tris-Hcl、BSA、T-20、PVP、PEG20000、海藻糖、NaN3；所述封闭液成分包括BSA。

7.权利要求1-6中任一项所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸

条的制备方法，所述方法包括如下步骤：

（1）分别制备时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复

合物；

（2）检测线、质控线抗体的包被：将硝酸纤维素膜粘贴在底板的中间位置，并与上端的

吸水纸重叠接触，将稀释的CA19-9单克隆抗体、CEA单克隆抗体及羊抗鼠多克隆抗体分别包

被在硝酸纤维素膜上的T1线、T2线和C线位置，烘干；

（3）结合区喷涂：将玻璃纤维棉浸泡在处理液中，捞出后烘干，将步骤（1）制备的荧光微

球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物混合后，喷涂在烘干的玻璃纤

维棉上的结合区内，烘干；

（4）组条：将步骤（3）喷涂后的玻璃纤维棉粘贴在PVC底板上，结合区一端压在所述硝酸

纤维素膜上，重叠接触。

8.联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试剂盒，所述试剂盒包含权利要求
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1-6中任一项所述的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，或由权利要求

7所述的制备方法获得的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条。
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联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条及试

剂盒

[0001]

技术领域

[0002] 本发明属于诊断试剂盒技术领域，具体涉及一种联合检测肿瘤标志物糖链抗原

19-9与癌胚抗原的时间分辨荧光免疫层析试纸条、包含所述试纸条的试剂盒，以及它们在

胰腺癌诊断中的应用。

背景技术

[0003] 糖链抗原19-9（Carbohydrate  antigen  19-9，CA19-9）是一种由消化系统肿瘤组

织所产生的特异性糖蛋白，也被称为唾液酸化的Lewisa抗原。CA19-9属于消化系统相关抗

原，主要表达于胰腺上皮细胞，正常人体血清中的含量小于37  U/ml。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86-96%，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。

[0004] 癌胚抗原（CEA）是一种人胚胎原性酸性蛋白，在正常人的血液中含量小于3.4ng/

mL，其含量的异常升高与肿瘤细胞的增殖密切相关。CEA是一种广谱性肿瘤标志物，在目前

已经广泛应用于临床中肿瘤的检测诊断。

[0005] 血清中CA19-9与CEA对于胰腺癌的诊断具有一定的价值，单独检测CA19-9与CEA

时，对于胰腺癌的确诊率较低，而当两者联合检测时对于胰腺癌的诊断显著提高，几乎为

100%。因此CA19-9与CEA联合检测胰腺癌时敏感性高、特异性强，检测方便，对于胰腺癌的早

期诊断具有显著意义。

[0006] 目前，国内针对CA19-9与CEA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，然而，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，

其中，时间分辨荧光免疫层析无放射性污染、无背景荧光干扰，其原理为：利用时间分辨荧

光微球的荧光强度实现对待测物的定量分析。以硝酸纤维素膜为固相载体，待测液为流动

相，在吸水纸的吸引下，流动相在硝酸纤维素膜的虹吸作用下与固定在硝酸纤维素膜上的

抗体结合形成免疫复合物，形成检测线。待测物的含量与检测线的荧光强度呈现一定的关

系，通过检测荧光信号，实现对待测物的定量检测。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。基于此，本发明研究开发出针对

CA19-9与CEA联合检测的时间分辨荧光免疫层析试纸条及试剂盒，能够实现在较短时间内

完成对CA19-9与CEA的浓度检测，检测结果准确度高、灵敏性好，能够满足临床床旁快速检

测和基层社区医院的需要。

发明内容
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[0007] 为解决上述技术问题，发明人采用小鼠腹腔接种法制备获得CA19-9单克隆和CEA

单克隆抗体，并采用时间分辨荧光层析方法对不同亚型和效价组合的抗体进行配对筛选，

获得了线性范围宽，R2值最大的配对结果，同时，对荧光微球进行筛选，制备获得了质量稳

定可控的时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物、CEA单克隆抗体复合物，所制

备的试纸条质量稳定，荧光强度高，检测性能好，为胰腺癌的临床诊断提供了有效工具。

[0008] 具体而言，本发明提供了如下技术方案：

一种联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条，所述试纸条包括底板、硝

酸纤维素膜、玻璃纤维棉和吸水纸，在所述硝酸纤维素膜上包被有CA19-9单克隆抗体作为

检测1线（T1线）、CEA单克隆抗体作为检测2线（T2线）、以及羊抗鼠多克隆抗体作为质控线（C

线），在所述玻璃纤维棉上分为点样区和结合区，在所述结合区上喷涂有时间分辨荧光微球

标记的CA19-9单克隆抗体复合物、CEA单克隆抗体复合物。

[0009] 所述CA19-9单克隆抗体均采用小鼠腹腔接种法制备获得，并采用时间分辨荧光层

析方法进行配对筛选，最终，用于标记的CA19-9单克隆抗体亚型为IgG3，效价为1:256，标记

量为10-100ug、优选40-80  ug，更优选地，包被的CA19-9单克隆抗体亚型为IgG1，效价为1:

128，包被量为0.5-2.5  mg/mL、优选0.5-1.5mg/mL。

[0010] 所述CEA单克隆抗体同样采用小鼠腹腔接种法制备获得，并采用时间分辨荧光层

析方法进行配对筛选，最终，用于标记的CEA单克隆抗体亚型为IgG3，效价为1:128，标记量

为10-100ug、优选30-65  ug，更优选地，包被的CEA单克隆抗体亚型为IgG2a，效价为1:256，

包被量为0.5-2.5  mg/mL、优选0.5-1.5mg/mL。

[0011] 优选地，所述时间分辨荧光微球为羧基或氨基基团荧光微球，优选羧基基团荧光

微球，聚苯乙烯-羧基铕螯合物，例如镧系元素螯合物，固含量为1%，其粒径为100-500nm、优

选180-300nm。

[0012] 所述时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体和CEA单克隆抗体通过以下方法

进行制备：将时间分辨荧光微球用缓冲液清洗后，加入碳二亚胺，恒温振荡活化，加入有机

溶剂混匀后离心洗涤除去碳二亚胺，用缓冲液重悬微球，再分别加入用于标记的CA19-9单

克隆抗体和CEA单克隆抗体，恒温振荡标记，离心后用复溶缓冲液重悬，加入封闭液封闭，得

到时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物。

[0013] 具体地，将时间分辨荧光微球用活化缓冲液清洗2次，用活化缓冲液重悬后，加入

碳二亚胺，在20-45℃、优选25-37℃振荡活化10-80min、优选20-80min，加入10%乙醇10-

50ul、优选20ul，混匀后离心洗涤除去碳二亚胺，加入缓冲液重悬微球，混匀后再分别加入

10-100ug、优选40-80ug  CA19-9单克隆抗体和10-100ug、优选30-65ug  CEA单克隆抗体，20-

40℃、优选25-37℃振荡标记1-6h，离心后用复溶缓冲液重悬，加入10%BSA  50ul封闭10-

60min，得到时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物。

[0014] 其中，所述缓冲液选自于Tris-Hcl缓冲液、硼酸缓冲液、MES缓冲液或PB缓冲液，优

选为pH7.5-8.5的0.02-0.1M硼酸缓冲液；所述有机溶剂为乙醇、异丙醇或丙酮等；所述复溶

缓冲液包括Tris-Hcl、BSA、T-20、PVP、PEG20000、海藻糖、NaN3；所述封闭液包括BSA。优选

地，所述缓冲液为pH7 .5-8 .5的0 .02-0 .05M硼酸缓冲液；所述复溶缓冲液为0 .01-

0.05MTris-Hcl（pH7.5-8.5）、0.05-0.1%BSA、0.05-0.1%T-20、0.05-0.1%PVP、0.05-0.1%

PEG20000、3-5%海藻糖、0.05%NaN3。
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[0015] 本发明还提供了上述时间分辨荧光免疫层析试纸条的制备方法，所述方法包括如

下步骤：

（1）分别制备时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复

合物；

（2）检测线、质控线抗体的包被：将硝酸纤维素膜粘贴在底板的中间位置，并与上端的

吸水纸进行重叠接触1-4mm，将稀释的CA19-9单克隆抗体、CEA单克隆抗体及羊抗鼠多克隆

抗体分别包被在硝酸纤维素膜上的T1线、T2线和C线位置，烘30-180min；

（3）结合区喷涂：将玻璃纤维棉浸泡在处理液中，捞出后烘干，将步骤（1）制备的荧光微

球标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物混合后，喷涂在烘干的玻璃纤

维棉上的结合区内，烘干；

（4）组条：将步骤（3）喷涂后的玻璃纤维棉粘贴在PVC底板上，结合区一端压在所述硝酸

纤维素膜上，重叠接触1-4mm。

[0016] 其中，步骤（2）中使用具有如下组成的抗体稀释液对抗体进行稀释：0.01-0.2M、优

选0.01-0.05M  PBS、0.1-2%BSA、0.05%NaN3，优选地，包被抗体后的硝酸纤维素膜的烘干条

件为在20-40℃、优选25-37℃，10-60%、优选30-60%湿度下，干燥0.5-6h、优选0.5-3h。

[0017] 步骤（3）中，所述处理液具有如下组成：0.01-0 .05MTris-Hcl（pH6 .5-9 .5、优选

7.5-8.5）、0.05-0.1%BSA、0.05-0.1%  T-20、0.05-0.1%  PVP、0.05-0.1%  PEG20000、3-5%海

藻糖、3-5%蔗糖、0.05%NaN3，更优选地，荧光微球标记的抗体的总喷涂量为2-12  ul/cm、优

选4-6  ul/cm，喷涂后的玻璃纤维棉的干燥条件为在20-40℃（优选25-37℃）、10-60%（优选

30-60）湿度下，干燥0.5-6h。

[0018] 另一方面，本发明还提供包含上述联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层

析试纸条的试剂盒。

[0019] 本发明的试纸条在使用时，以血清作为样本，取待检测样本（血清）60-120ul，点样

在试纸条的点样区内，静置5-20min，将试纸条插入与试纸条配套的荧光分析仪中，分别读

取C线、T1线和T2线的荧光强度值，计算T1/C、T2/C的值，将T1/C、T2/C的值分别代入CA19-9

浓度—T1/C值标准曲线和CEA浓度—T2/C值标准曲线中，计算出CA19-9与CEA的含量值。当

CA19-9含量高于37U/ml，CEA含量高于3.5ng/ml时，初步怀疑有患胰腺癌的风险。

[0020] 本发明采用时间分辨荧光免疫层析检测方法，开发出能够联合定量检测CA19-9与

CEA的试纸条和包含所述试纸条的试剂盒，本发明的试纸条检测线性范围宽，质量稳定，荧

光强度高，检测性能好，检测所需设备简单，为胰腺癌的临床诊断提供了有效工具，可用于

胰腺癌的床旁快速诊断。

附图说明

[0021] 图1为本发明的联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条的结构示

意图；

附图标记：1.  玻璃纤维棉；2.  硝酸纤维素膜；3.  吸水纸；4.  点样区；5.  结合区；6. 

检测线T2；7.  检测线T1；8.  质控线C。

[0022] 图2为本发明实施例4中建立的CA19-9浓度—T1/C值标准曲线。

[0023] 图3为本发明实施例4中建立的CEA浓度—T2/C值标准曲线。
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[0024] 图4示出了本发明实施例5中40份CA19-9临床样本与罗氏试剂盒检测比对结果。

[0025] 图5示出了本发明实施例5中40份CEA临床样本与罗氏试剂盒检测比对结果。

具体实施方式

[0026] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步说明。

[0027] 实施例1

采用羧基基团荧光微球作为复合原料，聚苯乙烯-羧基铕螯合物，固含量为1%，其粒径

为210nm，最大发射波长为613nm，最大激发波长为365nm。

[0028] 将时间分辨荧光微球用活化缓冲液（pH  8.0的0.05M硼酸缓冲液）清洗2次，用活化

缓冲液重悬后，加入碳二亚胺，在30℃振荡活化60min，加入10%乙醇20ul，混匀后离心洗涤

除去碳二亚胺，加入标记缓冲液（pH8 .0的0 .05M硼酸缓冲液），混匀后再分别加入80ug 

CA19-9单克隆抗体和65ug  CEA单克隆抗体，37℃振荡标记2h，离心后用复溶缓冲液

（0.01MTris-Hcl（pH8.5）、0.1%BSA、0.1%T-20、0.1%  PVP、0.1%PEG20000、3%海藻糖、0.05%

NaN3）重悬，加入10%BSA  50ul封闭30min，得到时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体

复合物和CEA单克隆抗体复合物。

[0029] 实施例2

CA19-9单克隆抗体（记为S1（亚型为IgG2a，效价为1:128）、S2（亚型为IgG3，效价为1:

256）、S3（亚型为IgG2a，效价为1:256）、S4（亚型为IgG1，效价为1:128））与CEA单克隆抗体

（记为M1（亚型为IgG3，效价为1:128）、M2（亚型为IgG2a，效价为1:256）、M3（亚型为IgG2a，效

价为1:128）、M4（亚型为IgG2a，效价为1:64））均由河南省生物工程技术研究中心提供。分别

采用实施例1的方法与时间分辨荧光微球偶联，制成标记的CA19-9单克隆抗体复合物（记为

S1复合物、S2复合物、S3复合物、S4复合物）和CEA单克隆抗体复合物（记为M1复合物、M2复合

物、M3复合物、M4复合物）。将标记的CA19-9单克隆抗体复合物和CEA单克隆抗体复合物混合

后喷涂在玻璃纤维棉上，并将CA19-9单克隆抗体和CEA单克隆抗体分别包被在在硝酸纤维

素膜上，将标记与包被的单克隆抗体采用时间分辨荧光免疫层析法进行配对筛选，检测

CA19-9、CEA线性才考品，读取检测线荧光强度，计算与质控线（C线）的比值，采用最小二乘

法拟合获得线性方程，线性范围和R2值如表1、表2所示：

表1
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表2

根据以上表1和表2的结果，根据线性范围和拟合决定系数筛选出最优配对结果。其中，

将CA19-9单克隆抗体S2作为标记抗体，CA19-9单克隆抗体S4作为包被抗体时，结果最优，线

性范围达12.5-800U/mL，R2=0.9878±0.044；将CEA单克隆抗体M1作为标记抗体，CEA单克隆

抗体M2作为包被抗体时，结果最优，线性范围达2-200ng/mL，R2=0.9875±0.065。

[0030] 实施例3：联合检测CA19-9与CEA的时间分辨荧光免疫层析试纸条的制备

（1）采用实施例1的方法，分别制备时间分辨荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体S2复合

物和CEA单克隆抗体M1复合物；

（2）检测线、质控线抗体的包被：将硝酸纤维素膜粘贴在底板的中间位置，并与上端的

吸水纸进行重叠接触1-2mm，将由0.05M  PBS、1%BSA、0.05%NaN3组成的稀释液稀释的CA19-9

单克隆抗体S4、CEA单克隆抗体M2及羊抗鼠多克隆抗体分别包被在硝酸纤维素膜上的T1线、
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T2线和C线位置，在37℃、40%湿度下，干燥4h；

（3）结合区喷涂：将玻璃纤维棉浸泡在处理液（0.01MTris-Hcl（pH8.5）、0.1%BSA、0.1% 

T-20、0.1%  PVP、0.1%  PEG20000、3%海藻糖、3%蔗糖、0.05%NaN3）中，捞出后烘干，将步骤（1）

制备的荧光微球标记的CA19-9单克隆抗体S2复合物和CEA单克隆抗体M1复合物混合后，以

6ul/cm喷涂在烘干的玻璃纤维棉上的结合区内，在37℃、40%湿度下，干燥5h；

（4）组条：将步骤（3）喷涂后的玻璃纤维棉粘贴在PVC底板上，结合区一端压在所述硝酸

纤维素膜上，重叠接触1  mm组装后的试纸条结构如图1所示。

[0031] 实施例4：样本检测

取出实施例3制备的试纸条，恢复室温，采用CA19-9线性参考品（12.5、25、50、100、200、

400、600、800、1000U/mL）、CEA线性参考品（2、4、8、16、32、50、150、200ng/mL），分别在点样区

点样65ul，静置15min，将试纸条插入与本试纸条配套的荧光分析仪（干式荧光定量仪）中，

读取C线、T1线、T2线的荧光强度值，计算出T1/C、T2/C的值，将T1/C与CA19-9线性参考品浓

度建立标准曲线（如图2所示），获得线性方程，将T2/C与CEA线性参考品浓度建立标准曲线

（如图3所示），获得线性方程。

[0032] 取待检测样本（血清）65ul，点样在试纸条的点样区内，静置15min，将试纸条插入

与试纸条配套的荧光分析仪中，分别读取C线、T1线和T2线的荧光强度值，计算T1/C、T2/C的

值，将T1/C、T2/C的值分别代入CA19-9浓度—T1/C值标准曲线和CEA浓度—T2/C值标准曲线

中，计算出CA19-9与CEA的含量值。

[0033] 当CA19-9含量高于37U/ml，CEA含量高于3.5ng/ml时，初步怀疑有患胰腺癌的风

险。

[0034] 实施例5：检测结果验证

在某医院取CA19-9与CEA血清临床样本各40份，并用罗氏试剂盒通过电化学发光法检

测各样本中CA19-9与CEA的含量。采用实施例4的方法，采用本发明的试纸条对样本进行平

行检测，以本发明试纸条的CA19-9检测结果为横坐标，罗氏试剂盒的CA19-9检测结果为纵

坐标，拟合获得标准曲线，如图4所示，同样地，以本发明试纸条的CEA检测结果为横坐标，罗

氏试剂盒的CEA检测结果为纵坐标，拟合获得标准曲线，如图5所示。结果显示，本发明试纸

条检测结果与罗氏试剂盒检测结果相关性好，说明本发明实施例3制备的试纸条定量检测

结果准确度高。

[0035] 以上仅描述了本发明的较佳实施方式，但本发明并不限于上述实施例。本领域技

术人员可以理解的是，能够实现本发明技术效果的任何相同或相似手段，均应落入本发明

的保护范围内。
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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