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3种不同方法检测甲胎蛋白的比较 

陈海蔚，伍 勇 

(中南大学湘雅三医院检验科，长沙 410003) 

【摘 要】目的：比较测定甲胎蛋白(Alpha—fetoprotein，AFP)的3种不同方法。方法：采用时间分辨荧光免疫分析法(Time—re— 

s0Ived fluoroimmun0 assay，TRFIA)、放射免疫法(Radio immuno assay，RIA)与酶联免疫吸附法(Enzme linked immunoabsorbent 

assay，ELISA)。分别进行线性、精密度 、对比实验比较。结果：3种方法中，TRFIA法线性范围最宽；精密度试验中TRFIA法批内 

为3．3％，批问为4．7％；RIA法批内为 5．3％，批问为 8．9％；ELISA法批内为 10．5％，批间为 15．2％ 比较试验显示 RIA法与TRFIA 

法的结果相关性比ELISA法与 RIA法好。结论：TRFIA法测定AFP优于 RIA法和 ELISA法。 
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【Abstract】Objective：To assess the efficacy of time—resolved fluoroimmuno assay(TRFIA)for quantative determination of 

d—fetoprotein(AFP)in comparison with radio immune assay(RIA)and enzme linked immunoabsorbent assay(ELISA)． 

Methods：Thirty serum samples from randomly selected patients were collected to test AFP content with TRFIA，RIA and ELISA 

respectively．Results：rr}1e linear range of AFP was 1 to 1 000 ng／rnl for TRFIA，5—400ng／ml for RIA and 5～300ng／ml for 

ELISA．The intraassay eoe{Ijcients of variation(CV)and interassay CV were 3．3％ and 4．7％ for TRFIA，5．3％ and 8．9％ for 

RIA．and 1 0．5％ and 1 5．2％ fnr ELISA．respectively． Correlation tests revealed that the results of RIA were more closely 

correlated with those of TRFIA than with those of ELISA．Conclusion：TRFIA is shown to be a better method for AFP 

quantitation than RIA and ELISA in term s of precision and linear range． 

【Key words】Alpha—fetoproteins；Time—resolved fluoroimmuno assay；Radio—immune assay；Enzme—linked immunoabsorhent assay 

AFP是诊断肝癌最特异的标志物，AFP检测是 

发现和诊断原发性肝癌细胞瘤的重要手段【I'21。对于 

AFP的检测，已有酶标法(EIA)、RIA、化学发光免疫 

分析法(CLIA)，常规多采用 RIA法，此法有较高的 

灵敏度和准确性 ，但试剂存在放射性环境污染及标 

记物半衰期短、批间差异大等缺陷；ELISA法简单， 

易于普及，但定量欠精确，线性范围窄，且存在“钩 

状效应”等不足。TRFIA有灵敏度高、特异性强，且 

不存在同位素的放射性污染等优点，被认为是超微 

量免疫分析的实验室诊断方法之一 4】。为了进一步 

了解该方法测定 AFP的特点，我们对这 3种方法测 

定AFP作一比较 

1材料与方法 
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研究方向：临床生物化学： 

1．1 仪 器和试剂 

1．1．1 仪器 ANYTEST2000时间分辨荧光测定仪、酶标仪、 

洗板机均为苏州新波生物技术有限公司产品； 一计数仪为 

上海 日环仪器一厂生产的 SN～695B型产品。 

1．1．2 试剂 ANYTEST2000时间分辨荧光测定仪 AFP测 

定试剂盒为苏州新波生物技术有限公司生产 ，自带标准物， 

批号为20040610。R1A法所用试剂为北京原子高科核技术应 

用股份有限公司生产的AFP放免试剂盒，自带标准物，批号 

为20030505。ELISA法所用试剂为上海科华生物工程股份有 

限公司进口的美国BiossedAFP酶标包板，批号为 HK90353。 

1．2 原理 与方法 

1．2．1 原理 3种 AFP测定均采用双抗体夹心法，不同之处 

主要为标记物不同：TRFIA法为稀土离子 Eu 标记 ；RIA法 

为放射性元素标记；ELISA法为辣根过氧化物酶。TRFIA法 

的原理为：单克隆 AFP抗体包被、封闭一加入检测样品(含 

AFP抗原)一加入 Eun标记的单克隆 AFP抗体一加入增强 

液一检测产物荧光强度一根据产物和相对荧光强度的比值， 
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求出 AFP的含量M。 

1．2．2 方法 TRFIA法 ：AFP标准品和样品 25 l／孑L一分析 

缓冲液 200 l一室温慢速振动60min一洗板2次一已稀释 

(1：50)的 Eu 标记溶液 200 l一室温慢速振动 60min一洗 

板 6次一增强液 200 l一室温慢速振动孵育 5min一测定荧 

光值，自动计算AFP值。 

RIA法 ：血清样本 100 l+ —AFP+抗血清 100 l混 

匀，37℃温育 3h，测总T(每分钟脉冲数)，与此平行同做 NSB 

管(~llz特异性管)、SO管(最大吸收管)、标准管，各管加分离 

剂 1 000 l，混匀 ，室温孵育 15min、3 500r／m离心 15min，弃 

上清，Jy计数仪测定各管衰变率。 

ELISA法：稀释液 100 1／孑L一血清样本 20 l一37qC孵 

育 30IIlin一洗板 4次一 酶标 抗体 150 1／孑L一37qC孵 育 

30min一洗板一显色一酶标仪450nm读数测定，自动拟合曲 

线并计算 AFP含量。 

1．2．3 检测样本 随机抽检 30份病人血清标本。 

2 结 果 

2．1 线性比较 

将 AFP标准品(苏州新波生物技术有限公司提 

供 )l 000ng／ml按不同的浓度稀释后做线性实验。 

结果显示 ，ELISA法 、RIA法和 TRFIA法分别 当 

AFP浓度在 5～300ng／ml、5～400ng／ml、l～l 000ng／ 

Tnl范围内呈现良好的线性关系。 

2．2 精密度试验比较 

取一混合血清(AFP含量为 62ng／m1)分别用 3 

种方法同时平行 20次计算批内误差；连续 10d，次 

／d，计算批间误差，结果见表 l。 

2．3 对比试验 

将随机抽检的30份病人血清标本分别用 3种 

方法进行检测，并对 3种方法进行比较。回归方程： 

设 Y为 RIA法所测 AFP含量，x 为 TRFIA法所测 

AFP含量，X2为 ELISA法所测 AFP含量，结果见表 

2 

3 讨 论 

表 1 TRFIA法、RIA法和 ELISA法的精密度试验 

CV：变异系数 

表 2 TRFIA法、RIA法和 ELISA法的相关试验 

Y为 RIA法所测 AFP含量 ；x 为 TRFIA法所测 AFP含量 ；x2为 

ELISA法所测AFP含量(P<0．05) 

通过 3种方法测定AFP比较，曲线线性范围不 

同 ，ELISA 法 为 5～300ng／ml，RIA法 为 5～400 

ng／ml，TRFIA法为 1～1 000ng／ml。TRFIA法利用了 

具有独特荧光特性的镧系元素及其螯合物为示踪 

物l7J，代替荧光物质、酶、同位素、化学发光物质，标 

记抗体、抗原、激素、多肽、蛋白质、核酸探针及生物 

细胞，大幅度降低了非特异性结合并提高了灵敏 

度。TRFIA法的固相技术，也是保持其灵敏度的一 

个重要因素，因此在包被抗体之前，往往要对抗体 

进行纯化，以提高抗体的包被量和均一性。另外，增 

强液在 TRFIA中的作用特别重要，优质的增强液是 

提高检测灵敏度的另一个关键因素 ，加入增强液 

后，可以使 Eu，+从反应复合物中解离下来 ，游离的 

Eu 同增强液中的另一种螯合剂形成一种胶态分子 

团，这种分子团在激发光的激发下能够发出强烈荧 

光，信号可以增强 100万倍。 

从表 1可知，TRFIA法的批内、批间精密度均 

比 RIA法、ELISA法好 ，这可能是由于 TRFIA法利 

用了具有独特荧光特性的镧系元素及其螯合物为 

示踪物，几乎完全消除了背景荧光的干扰，且试剂 

稳定性好，因而检测重现性好。RIA法具有灵敏度 

高，但其标记物为放射性同位素，有潜在的放射性 

污染，试剂具有半衰期 ，并且每次操作都要做标准 

曲线，尤其是反应时间长，致使其精密度不如 TRFI— 

A法。ELISA法检测影响因素较多l8．91。另外，ELISA 

法定量 AFP试剂盒的线性及标准问题是测定结果 

准确性的关键[81。ELISA法的“钩状效应”，即测定显 

色随着待测标本中抗原浓度的增加而升高至一定 

程度后，测定吸光度随抗原浓度的增加而开始下降 

至不显色，容易造成假阴性结果。 

从表 2可以看出，RIA法与 TRFIA法的结果相 

关性比ELISA法与 RIA法好。这可能是因为 RIA 

法与 TRFIA法较 ELISA法精密度高，线性范围宽， 

而 AFP定量 ELISA试剂盒间存在线性和标准的问 

题[81。 
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等；告知患者及家属禁止用其它任何物品自行填塞鼻孔，防 

止逆行感染；避免用力咳嗽和拧鼻，防止液体引流受阻而逆 

流；禁止做鼻腔冲洗、滴药以及经鼻腔行气管插管实施抢救 

和经鼻腔插胃管实施胃肠减压或鼻饲等。同时密切观察体温 

变化，有无呕吐，头痛，颈项强直等脑膜刺激症状 ，如有异常 

及时向医生汇报，早期发现，早期处理。 

脑脊液鼻漏病人由于活动受限，治疗时间长，病情反复， 

花费大，及担心治疗效果，常表现出焦虑、恐惧、烦躁，甚至拒 

绝治疗，影响了对医嘱的依从性。护士应多巡视病人，多与其 

交谈 ，及时了解病人的心理状况，并根据患者的具体情况作 

出相应的干预措施 ，协同解决病人的心理顾虑，恢复其对治 

疗的信心 ，增加其对医嘱的依从性，最大限度配合治疗和护 

理。护士应向病人讲解鼻漏的形成原理，讲解经鼻内镜行修 

补术的先进性和优越性 ，强调其微创性和可耐受性 ，增强患 

者对治疗的信心；解释绝对卧床休息的意义及重要性，解释 

治疗、护理程序及配合要求，说明只要配合治疗，疾病是可以 

痊愈的；主动与患者及家属就费用方面进行详细沟通 ，并及 

时向患者和家属反馈治疗进展，讲清各种检查 、治疗、护理的 

必要性，并使其了解医疗系统收费原则 ，增加其对医护的信 

任，从而增加对医嘱的依从性。针对经济困难者，尽量避免直 

接与患者进行有关费用方面的沟通 ，可与医生联系，在病情 

允许情况下尽早手术，缩短住院El以减少费用 ，必要时可与 

相关社会团体或组织联系 ，帮助获得社会的支持。 

部分患者因治疗时间较长，或认为自己精神状态不错， 

El常生活可以自理，不能坚持而出现松懈、饶幸心理，对医嘱 

的依从性有降低的倾向。 

个别患者出现对鼻内镜修补术期望过高的现象，当术后 

发生与术前预期稍有差异时即感失望、烦躁。 

总之，护士需利用各种机会与脑脊液鼻漏患者患者及家 

属交流、沟通，了解其心理状况 ，在手术前后对患者提供必要 

的行为干预、支持性心理干预等措施，可有利于稳定患者情 

绪，消除其思想顾虑，提高患者对医嘱的依从性，使积极配合 

治疗，促进漏口早El愈合。 
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TRFIA法具有敏度高、操作简便、示踪物稳定、 

标准曲线范围宽、不受样品 自然荧光干扰 、无放射 

性污染、多标记等优点，灵敏度超过 RIA法 4个数 

量级。现已成为生物医学研究和临床超微量生化检 

验中一项最有发展前景的分析手段。 
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