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(57)摘要

本发明公开了一种用于原发性肝癌早期诊

断的GP73检测试剂盒，包括GP73校准品，包被

GP73第一抗体的磁微粒混悬液，样品稀释液，辣

根过氧化物酶标记的GP73第二抗体的酶结合物。

本发明采用夹心法原理进行检测，用GP73抗体包

被磁微粒，辣根过氧化物酶标记GP73抗体制备酶

结合物；通过免疫反应形成抗体—抗原—抗体—

酶复合物，该复合物催化发光底物发出光子，发

光强度与GP73的含量成正比。本发明试剂盒引入

的样稀组分对样本进行稀释，在最大可稀释倍数

范围内稀释结果可信。本发明试剂盒基于磁微粒

化学发光法平台制备而成，配套安图生物的全自

动免疫测定仪可实现血清、血浆中GP73的快速、

自动化检测，分析灵敏度低，线性范围宽，更便于

临床应用。
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1.一种用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：包括GP73校准品，包

被GP73第一抗体的磁微粒混悬液，样品稀释液，辣根过氧化物酶标记GP73第二抗体的酶结

合物。

2.根据权利要求1所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述包被抗体与酶标抗体均为单克隆抗体或多克隆抗体。

3.根据权利要求1所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述GP73校准品是由GP73抗原配制的浓度在0～1000  ng/mL之间的6个不同浓度点的校准品

溶液。

4.根据权利要求1所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述磁微粒混悬液中的磁微粒是由GP73抗体按照0.2～0.8  ug/T包被而成。

5.根据权利要求1所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述GP73酶结合物是由辣根过氧化物酶标记的GP73抗体与酶结合物稀释液按照0.1%-0.5%的

比例稀释制成。

6.根据权利要求5所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述酶结合物稀释液为pH7～8的PBS缓冲液；所述PBS缓冲液中包括防腐剂和蛋白质类稳定

剂，其中防腐剂为Proclin300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上，蛋白质类稳定剂

为酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上。

7.根据权利要求1所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述样品稀释液为PH7～8的PBS缓冲液；所述PBS缓冲液中包括防腐剂、蛋白质类稳定剂和表

面活性剂；其中防腐剂为Proclin300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上，蛋白质类

稳定剂为酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上，表面活性剂为Triton  X-

100、Tween  20、Tween  60或辛基酚聚氧乙烯醚中的一种或两种以上。

8.根据权利要求7所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，其特征在于：所

述样品稀释液中含有0.01%～0.05%的阻断剂。
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用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及医学检验领域，尤其是涉及一种基于磁微粒化学发光法制备的用于原

发性肝癌早期诊断的GP73（高尔基体蛋白73）检测试剂盒。

背景技术

[0002]   肝细胞肝癌（hepatocellular  carcinoma，HCC）（以下简称肝癌）是世界范围最常

见的恶性肿瘤之一。据最新数据统计，全世界每年新发肝癌患者约七十万，居恶性肿瘤的第

五位，并且其恶性程度高，预后差，死亡率为世界肿瘤死亡第二位。我国是全球肝癌发病率

最高的国家，每年发病患者数占全球约  55  %。肝癌患者早期无明显症状，一旦出现症状就

诊，往往已属于中晚期，失去了有效的治疗时机，发病后一般只能生存  6  个月，被誉为“癌

中之王”。因此其早期诊断就显得尤为重要。

[0003] AFP是目前HCC筛检中最为常用的一种指标，也被视为HCC血清学诊断的金标准。当

前，国际上各临床单位仍建议在肝炎肝硬化等高危人群中每6个月随访一次B超和AFP，以期

能及早发现小肝癌，但是AFP用于肝癌早期诊断在肝癌患者中AFP诊断HCC的敏感性和特异

性分别为41%～65%和80%～94%，有一定的局限性。

[0004] 高尔基体蛋白73（GP73）是在研究成人巨细胞性肝炎病原学首次发现的存在于高

尔基体的一种  II  型跨膜糖蛋白，相对分子质量为  73  KDa。GP73  在人体多种组织中均表

达，但表达强度不一，最高可相差20倍。在胃、肠、前列腺中表达较强，在肾、脾、肺、子宫及睾

丸中表达较弱，在心脏中表达最弱。在正常肝脏组织，GP73  主要表达于汇管区的胆管上皮

细胞，在肝细胞则无表达或表达很少。但在肝脏疾病中，其在肝细胞及血清中的含量上调，

在肝炎中上调水平低，在肝癌中上调水平高。

[0005] 近年来大量研究证明，  GP73  对于肝癌的早期诊断具有较高的敏感性与特异性，

其敏感性为74.6%，特异性为  97.4%，在诊断早期HCC时，与AFP的敏感度（25%）相比，GP73水

平的敏感度明显更高（62%）。此外，  GP73  在HCC患者术后或治疗后有下降趋势，而在肝癌复

发时  GP73  重新升高。术后血清GP73水平依旧维持在较高水平者，5  年复发率明显升高。与

AFP无直接相关性，联检可提高肝癌的检出率。

[0006] 文献报道的GP73检测试剂盒的检测方法，主要有酶联免疫法、胶体金法、板式化学

发光法，均是手工操作，不仅操作繁琐，效率低，而且不同人操作差别，易引入较大的实验误

差。目前有注册文号的GP73试剂盒只有热景公司1家，该试剂盒为酶联免疫法，检测范围50-

500ng/mL，分析灵敏度25ng/mL，分析灵敏度偏低，有待提升。

发明内容

[0007] 本发明提供了一种用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，该试剂盒基于磁

微粒化学发光法平台制备而成，配套安图生物的全自动免疫测定仪（AutoLumo  A2000系列）

可实现GP73的快速、自动化检测。此外，本试剂盒的分析灵敏度低（＜1ng/mL），线性范围宽

（1-1000ng/mL），更便于临床应用。
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[0008] 为实现上述目的，本发明可采取下述技术方案：

本发明所述的用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒，包括GP73校准品，包被

GP73第一抗体的磁微粒混悬液，样品稀释液，辣根过氧化物酶标记的GP73第二抗体的酶结

合物。

[0009] 所述包被抗体与酶标抗体均为单克隆抗体或多克隆抗体，分别针对GP73的不同位

点。

[0010] 所述GP73校准品是由GP73抗原配制成的浓度在0～1000  ng/mL之间的6个不同浓

度点的校准品溶液。

[0011] 所述磁微粒混悬液中的磁微粒是由GP73抗体按照0.2～0.8  ug/T包被而成。

[0012] 所述GP73酶结合物是由辣根过氧化物酶标记的GP73抗体与酶结合物稀释液按照

0.1%-0.5%的比例稀释制成。所述酶结合物稀释液为pH7～8的PBS缓冲液；所述PBS缓冲液中

包括防腐剂和蛋白质类稳定剂，其中防腐剂为Proclin300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种

或两种以上，蛋白质类稳定剂为酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上。

[0013] 所述样品稀释液为PH7～8的PBS缓冲液；所述PBS缓冲液中包括防腐剂、蛋白质类

稳定剂和表面活性剂；其中防腐剂为Proclin300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以

上，蛋白质类稳定剂为酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上，表面活性剂为

Triton  X-100、Tween  20、Tween  60或辛基酚聚氧乙烯醚中的一种或两种以上。

[0014] 所述样品稀释液中含有0.01%～0.05%的阻断剂。

[0015] 本发明试剂盒的制备方法为：

1、制备校准品：将GP73抗原分别按照一定的浓度溶解在校准品稀释液中，配制成浓度

分别为0  ng/mL、20  ng/mL、40  ng/mL、100  ng/mL、500  ng/mL、1000  ng/mL的校准品溶液，分

别记为S0、S1、S2、S3、S4、S5。

[0016] 2、制备磁微粒混悬液：选择合适的磁微粒原液，分别将GP73抗体按照0.3ug/T的浓

度用羧基两步法包被到磁微粒表面，制成GP73混悬液备用。

[0017] 3、制备样品稀释液：选择合适的缓冲体系，在缓冲体系内加入蛋白保护剂、防腐

剂、表面活性剂；另外在样品稀释液中加入0.01%～0.05%的阻断剂，用于消除反应过程中嗜

异性抗体干扰引起的假阳性或假阴性。

[0018] 4、制备酶结合物稀释液：选择合适的缓冲体系，在缓冲体系中加入蛋白保护剂、防

腐剂，按照合适的比例配制成酶结合物稀释液，将酶标抗体用酶结合物稀释液按照1:1000

～1:2000的比例进行稀释。

[0019] 经测试，本发明试剂盒的线性范围在1～1000ng/mL，最大可稀释倍数为5倍，可报

告范围为1～5000ng/mL。由于抗体是包被在磁微粒上的，减少了包被抗体用量的同时提高

了包被效果，增大了相对反应面积，提高了反应效率。

[0020] 本发明采用夹心法原理进行检测。用GP73抗体包被磁微粒，辣根过氧化物酶标记

GP73抗体制备酶结合物；通过免疫反应形成抗体—抗原—抗体—酶复合物，该复合物催化

发光底物发出光子，发光强度与GP73的含量成正比。本发明试剂盒引入的样稀组分对样本

进行稀释，在最大可稀释倍数范围内稀释结果可信。
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具体实施方式

[0021] 下面通过具体实施例对本发明进行更加详细等说明，以方便本领域技术人员等理

解。如无特殊说明，本发明采用的试剂和仪器均为市售产品，采用的方法均为本领域常规的

方法。

[0022] 实施例1   制备用于原发性肝癌早期诊断的GP73检测试剂盒

1、配制封保液

封保液是由0.01  M的PH7～8的PBS缓冲液配制而成，其中含有1～3‰（w/v）的防腐剂

（可采用Proclin  300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上的混合物），1～3‰（w/v）

蛋白质类稳定剂（可采用酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上混合物），1～

5‰（w/v）的蔗糖和5～15%（w/v）的甘油。

[0023] 2、配制酶结合物稀释液

酶结合物是由0.05M的pH  7～8的PBS缓冲液配制而成，其中含有1～3‰（w/v）的防腐剂

（可采用Proclin  300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上的混合物），1～3‰（w/v）

蛋白质类稳定剂（可采用酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上混合物）及

0.1-0.5‰的惰性胭脂红色素。

[0024] 3、配制样品稀释液

样品稀释液是由0.01M的pH  7～8 的PBS缓冲液配制，其中含有1～3‰（w/v）的防腐剂

（可采用Proclin  300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上的混合物），1～3%（w/v）蛋

白质类稳定剂（可采用酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上混合物），1～

3‰（w/v）表面活性剂（可采用Triton  X-100、Tween  20、Tween  60或辛基酚聚氧乙烯醚中的

一种或两种以上混合物）及0.1-0.5‰的惰性果绿色素。

[0025] 4、制备校准品稀释液

校准品稀释液是由0.05M的PH7～8的PBS缓冲液配制，其中含有1～3‰（w/v）的防腐剂

（可采用Proclin  300、MIT、Bro、IPBC或NaN3中的一种或两种以上的混合物），含有1～3%（w/

v）蛋白质类稳定剂（可采用酪蛋白、鱼明胶或牛血清白蛋白中的一种或两种以上混合物），

0.1-0.5‰的惰性日落黄或柠檬黄色素。

[0026] 5、制备磁微粒混悬液

a、取30ul混匀后的磁微粒原液用300ul的PBS缓冲液洗涤5次；

b、用20mg/mL的EDC和20mg/mL的NHS对磁微粒活化1小时；

c、用PH  4～5  MES缓冲液将活化后的磁微粒洗涤2次；

d、按照0.2～0.8  ug/测试的量加入抗体,包被2小时；

e、用1mol/L的乙醇胺终止反应30min；

f、用封闭液封闭4次；

g、加入3mL封闭液保存。

[0027] 6、配制酶结合物溶液

将GP73酶标抗体按照体积比  1:1000～1:2000的比例稀释到酶结合物缓冲液中，混匀

后分装备用

7、配制校准品和质控品

用校准品稀释液将GP73纯品稀释为浓度为0  pg/mL、20  pg/mL、40  pg/mL、100  pg/mL、
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500  pg/mL、1000  pg/mL，分别记为校准品S  0、S  1、S  2、S  3、S  4、S  5；稀释为80  pg/mL、400 

pg/mL，记为质控品Q  1、Q  2。

[0028] 实施例2   本发明试剂盒等性能评价

1、精密性考核

取两批试剂进行精密性实验，用临床高/中/低值样本各一例，各测20次计算测定浓度

的变异，测定结果如表1所示。

[0029] 表1  精密性数据

从表1数据中可以看出，其变异系数均小于5%，证明本发明试剂盒的精密性较好。

[0030] 2、准确度考核

将浓度约为800  ng/mL（允许偏差±20%）的GP73样本（A）加入到正常血清样品B中，所加

入的样品A与样品B之间的体积比例为1:9，根据公式（1）计算回收率，应满足85%-115%的要

求。结果如表2所示；

………………………………（1）
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式中：  R—回收率；

V—样品A液的体积；

V0—样品B液的体积；

C —样品B液加入A液后的检测浓度；

C0—样品B液的检测浓度；

Cs—样品A液的检测浓度。

[0031] 表2 准确度--回收率

由表2数据可以看出，其回收率均在85%～115%之间，满足要求。

[0032] 3、灵敏度检测
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LoB，准备5份接近0值的临床样本，每个样本重复3次，总共做4天，得到60个数据；LoD，

准备5份浓度范围为1-5倍LOB的系列临床样本，每个样本重复3次，总共做4天，得到60个数

据；FS：采用LoD实验中的数据，5个浓度样本每天测3次，总共测4天，每个样本得到12个结

果，计算每个样本的均值、SD和CV%，最接近20%的浓度为功能灵敏度；从下表3可以看出第一

批能够准确检测出的浓度是0.436ng/mL，第二批能够准确检出的浓度是0.500ng/mL。所以，

设定本项目的FS为1ng/mL。

[0033] 表3  灵敏度数据

4、线性与可报告范围

取9例高值样本H（＞1000  ng/mL），1例低值样本L（＜1  ng/mL）,分别按照如下比例混合

成10个浓度样本（10H、8H+2L、6H+4L、6H+4L、2H+8L、1H+9L、0.5H+9.5L、0.25H+9.75L、0.125H

+9.875L、10L），每个浓度样本检测4次，计算均值。  将理论值与实测均值使用EXCEL软件进

行一次方程y=ax+b回归分析，统计方程因子斜率a和相关性R2，要求a=1±0.1，R2＞0.99。结

果如下表4所示，可以看出本发明试剂盒线性范围可达1-1000  ng/mL。

[0034]   取5例高值样本H（＞700  ng/mL），使用样品稀释液分别按照如下比例进行稀释成

5个浓度样本（1:2、1:4、1:8、1:16、1:32），每个浓度样本检测3次，计算均值。  将实测值乘以

稀释倍数与原倍比较，同时满足三批试剂偏差＜10%的最大倍数设定为最大可稀释倍数。结

果如表5所示，可以看出本发明试剂盒最大可稀释倍数为5倍，可报告范围为1-5000  ng/mL。

[0035] 表4  线性范围考核
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表5 最大稀释倍数数据
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