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胃蛋白酶原双标记时间分辨荧光 

免疫分析及其初步临床应用 木 

张 珏 黄 飚 ” 朱 岚 张 艺 刘海燕 马智鸿 郭力宁 
(江苏省原子医学研究所，无锡 214063) 

摘要 采用钐(sm，+)标记抗胃蛋白酶原 I单克隆抗体(PG I)及铕(Eu，+)标记抗胃蛋白酶原 Ⅱ单克隆抗体(PG II)，建立了双标记 

时间分辨荧光免疫分析法O'RFIA)，同时检测人血清 PG I和 PG II．将抗 PG I单克隆抗体 8003~、抗 PG II单克隆抗体 8101~ 

以一定比例共包被于 96孔微孔板上，用 Sm 标记抗 PG I单抗 8016 、Eu 标记抗 PG II单抗 8102~，采用双抗体夹心法建立 

PG I／PGⅡ的双标记 TRFIA．标准曲线由TRFIA检测仪 自带的 L0 L0gB函数处理．PG I可测范围为 0．2~300 g／L，批内 

和批间变异系数(C ％)分别为 5．2％和 8．1％，平均回收率为 96．9％：PGⅡ可测范围为 0．05~55 g／L，批内和批间变异系数 

(C ％)分别为 7．1％和 l1．7％，平均回收率为 103．7％；双标记 PG I／PG II-TRFIA与 PG I-ELISA法、PG lI-ELISA法的测定 

结果高度相关，具有较好的一致性，相关系数分别为 0．9426和 0．9396．检测 300例健康人员的 PG I为(157．3±51．0) g／L， 

PGⅡ为(10．6±5．9) g／L，PG I／PG II比值为(14．8±4．3) g／L．PG I的正常参考值范围在 55．3~259．3 g／L之间，PGⅡ正常 

参考值为 <23p~g／L，PG I／PG II>6．双标记 PG I／PG II-TRFIA方法的研究在国内外尚未见报道，是一种灵敏、简便、快速、 

经济并可用于大批量样品筛查的方法，有利于各种胃病的大规模普查筛选及患者病程监测． 

关键词 胃蛋白酶原 I，胃蛋白酶原Ⅱ，双标记，时间分辨荧光免疫分析法 

学科分类号 R446．6，R392．3 

胃蛋白酶原(pepsinogens，PG)是由胃黏膜组织 

特异性分泌的胃蛋白酶前体．99％的 PG释放入胃 

腔，但仍有 1％进入血液，作为血清 PG可被检测 

出来．根据分布和免疫原性不同，PG分为 PG I、 

PGⅡ两种亚型【·l，PG I主要 由胃底腺的主细胞和 

颈黏液细胞分泌，PGⅡ由胃贲门的贲门腺、胃窦 

的幽门腺及近十二指肠的Brunner's产生． 

血清中 PG水平可准确地反映胃黏膜的功能和 

组织学状况[21，当胃黏膜发生病变时 ，血清中 

PG I、PG II的含量也随之发生改变，因此胃黏膜 

不同部位的病变和严重程度可由PG I、PG1I以及 

PG I／PG 1I比值的变化反映出来，测定血清 PG I、 

PG 1I的含量对胃部疾病的诊断有一定的临床参考 

价值 [3 ．相对于 胃镜和病理活检而言，建立灵 

敏、便捷的PG检测方法作为胃病的早期体外诊断 

技术非常有效【 ～ol，病人痛苦少，简便易行，可作 

为胃黏膜状况如炎症、溃疡、萎缩性变化等的指 

针，筛出胃癌高危人群有利于胃癌的早期诊断以及 

胃癌的预防干预．本研究采用稀土离子 Sm 和 EIl|+ 

为标记物，建立 PG I、PGII双标记时间分辨荧光 

免疫分析方法(PG I／PGII-dua1．1abel TRFIA)，一次检 

测可同时得到血清中PG I、PG II以及 PG I Ⅱ 

比值三个参数值，克服了放射免疫分析法(RIA)、 

酶联免疫分析法(ELISA)只能分别测定 PG I、 

PGⅡ后再计算PG I／PGⅡ比值而带来的误差积累， 

特别是对提高PG I／PGⅡ比值参数检测准确性具有 

突出的优势，这无疑将有利于进一步促进 PG及 

PG I／PGⅡ比值的临床应用研究．同时该方法可实 

现少量样本的快速检测，可降低检测成本，便于应 

用和推广 PG的TRFIA检测技术，满足临床大规 

模胃病普查的需要，提高胃癌的早期诊率及更好地 

进行胃癌的术后监测． 
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1 材料和方法 

1．1 材料与试剂 

PG I单克隆抗体(PG I McAb)8003 和 8016 、 

PGⅡ单克隆抗体(PGlIMcAb)8101 和 8102 、PG I 

参考标准品、PGⅡ参考标准品由北京佳瑞生物技 

术公司提供；Eu +标记试剂由 Perkin—Elmer公司提 

供；二乙烯三胺五乙酸(DTPA)，由 Sigma公司提 

供；去离子超纯水，用 Barnstead公司的超纯水器 

制备；增强液、洗涤液及封闭液均由本实验室 白 

配；PD一10柱和 SepharoseCL一6B柱由Pharmacia公 

司提供；96孔板为国产聚苯乙烯板，经羧基化处 

理；PG I—ELISA、PGⅡ一ELISA试剂盒由Biohit公 

司提供；全 自动 TRFIA检测仪 ELFIA 由 

Perkin—Elmer公司提供；临床血清样品来自江苏省 

江原医院，其中健康对照组血样收集 白未有上腹部 

疼痛、十二指肠功能紊乱及肝、肾疾病的健康体检 

人员，十二指肠溃疡、胃溃疡、浅表性胃炎、胃癌 

血样收集白经电子胃镜、组织病理确诊的人员．其 

他试剂均为国产分析纯． 

1．2 实验方法 

1．2．1 固 相 抗 体 包 被 板 的 制 备 ． 将 PG I 

McAb8003 、PGⅡMcAb8101 分别用 50 mmol／L 

Na2CO3一NaHCO3缓冲液(pH 9．6)稀释至 10 g／L，随 

后按 1：1比例混合作为包被液，96孔微孔板每孔 

加 200 txl，4℃放置过夜．弃去包被液，冲洗 3次， 

每孔加 200 txl含 3 g／L BSA的上述缓冲液封闭， 

PG II molecule 

+ o  + 

4"C放置过夜．弃去封闭液，真空抽干，板条密封 

后置一20℃冷冻保存． 

1．2．2 Sm +．PG I McAb的制备．参照 Sm +标记盒 

说明书操作．取 PG I McAb 8016 1 ml，经 PD一10 

柱转换缓冲条件，洗脱液为含 0．155 mol／L NaC1的 

50 mmol／L Na2CO3一NaHCO3缓冲液(pH 8．5)．收集 

蛋白质峰，浓缩至 2 g／L．取 500 txg PG I McAb加 

入含 200 txg的 Sm +-N 一[p一异氰酸 一苄基]一二乙烯 

三胺四乙酸(Sm +-DTTA)冻干粉的小瓶中，25℃磁 

力搅拌反应 18 h．反应液用 80 mmol／L Tris—HC1缓 

冲液(pH 7．8)平衡的 Sepharose CL一6B柱 (1 cm × 

40 cm)层析，A瑚监测收集蛋白质峰，稀释后分装 

冻干，一20℃保存待用． 

1．2．3 Eu ．PGⅡMcAb的制备．参照 Eu +标记盒 

说明书操作，制备步骤与 1．2．2同． 

1．2．4 测定方法(图 1)．采用夹心一步法建立 PG I 

／PGⅡ双标 一TRFIA，即在 同时包被有抗 PG I、 

PGⅡMcAb的 96孔微孔板上，每孔加入 25 l PG 

I／PG 1I参考标准(PG I：0、10、50、100、200、 

300 g／L；PGⅡ：0、2、5、 10、30、50~g／L)或 

待测血清 ，再加入 200 txl Eu3+-pGⅡMcAb／Sm 一 

PG I McAb(分别 1：25稀释)，25℃振荡孵育 2 h 

后，用洗涤液洗涤 6次．每孔再加增强液 200 txl， 

25℃振荡反应 5 min，荧光检测 ．检测过程在 

A ELFIA1235上完成，PG I—PGⅡ双标 一TRFIA标 

准曲线由 ELFIA ∞ 白带的双对数函数数学模型 

处理给出，软件由本实验室白编． 

· —  

’| 

Solid phase Sm—labelled 
anti—PG I IgG PG I molecule anti

．PG I IgG 

|。I 

Enhancement —  ’ 

solution 

Fig．1 Schematic illustration of dual label TRFIA for PG I and PG 1I 
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1．2．5 方法学考核． 

a．稳定性．比较计数为最高浓度点计数的 

20％、50％、80％时效应点对应的浓度(ED ED 

EDso)，根据长期多次测定判断剂量反应曲线的位 

置漂移来考核方法的稳定性． 

b．灵敏度．考察待分析物能从检测背景中可 

靠地识别出的最小量或最低浓度．以 l0组标准曲 

线零浓度点计数的平均值 )和标准差(s)，求 + 

， 从标准曲线中找到对应浓度． 

C．回收率 )．在已知低浓度血清中加入高、 

中、低质控，按检测方法测量，计算实测值与理论 

值比值． 

d．特异性．将高浓度 PGII(5o~g／L)、PG I 

(300 g门L)为被测样 品，分别检测 PG I抗体 、 

PG II抗体与被测物质的交叉反应程度． 

e．与 PG I、PGII．ELISA试剂盒的比较．严 

格按照 PG I．ELISA、PG II．ELISA试剂盒说明书 

操作，与 PG I．PG II双标 ．TRFIA分别同时做 50 

份样品． 

2 结 果 

2．1 Sm 及 Eu3+b~,记抗体的理化和免疫学鉴定 

标记抗体经 Sepharose CL-6B层析，收集第一 

p(PG II)，( g·L- ) 

洗脱峰．以PE公司提供的 Sm3+、Eu3+标准，稀释 

度为 1：100，作为参考，PG I标记抗体第一洗脱 

峰的 Sm3+含量为 43．6 i~mol／L，8016"蛋白含量为 

4．9 i．Lmol／L，即平均每个 8016 IgG上连接 了约 

l0_4个 Sm +；PG II标记抗体第一洗脱峰的 Eu]+含 

量为 37．5 i~mol／L，8102 蛋白含量为 6．8 i~mol／L， 

即平均每个 8102 IgG上连接了6．1个 E ． 

2．2 反应动力学考察 

考察了PG I／PGII双标标准品、不同类型血清 

样本在不同免疫反应温度和反应时间下的荧光计 

数．结果显示，标准品、血清样本在 25℃，大约 

120 min左右达到平衡 ，在 37℃时，大约 60 min 

可达到平衡．由于全自动机器 A岫。DELFIA。∞，设定在 

25℃条件下进行测试，因此选择后续的测试条件为 

25℃ ，120min． 

2．3 双标 PG I．PGII．TRFIA的考核 

双标 PG I．PG II．TRFIA的结果经对数函数数 

据处理程序处理所得的标准曲线见图 2． 

2．3．1 方法的灵敏度和稳定性．以零剂量点计数率 

(cps)均值 )加 2s后的计数率在标准曲线上得到的 

相应浓度值为检测的灵敏度 ．双标记 PG I／PGII 
．TRFIA 的 灵 敏 度 为 ： PG 1 0．2 g门L、 PG I1 

0．05 g门L．10组 不 同 时 间进 行 的 PG I／PG II 

p(PGI)，( g·L- ) 

Fig．2 Calibration curves of the dual label TRFIA for PG I and PG lI，respectively 

口：The calibration curve ofEu~-labeled PG II assay；6：The within-run precision ofthe standard ofPG II：c：Th e calibration curve ofSm~-labeled PG 

I assay；d：Th ewithin-runprecisionofthe standardofPG I． 

．TRFIA的效应点均值 ED帅、ED卯和 ED加分别为： 

PG I(21．87±0．30) g／L，(64．32±0．20) g／L， 

(1 65．0±2．9) g／L；PG II(3．546±0．200) g／L， 

(8．746±0．700) g门L，(23．79±1．30) g门L，说明剂 

量反应曲线的位置漂移小，方法的稳定性好．试剂 

盒放于 37~C 7天后测定，各浓度点的结合率平均 

只下降 l1％，说明试剂盒的货架期可以满足实际 

应用的需要． 

2．3．2 方法的特异性．采用双标记 PG I．PGⅡ 

．TRFIA检测，PGII浓度在 50 g门L时PG I测定值 

一∞d。lJQ∞口QQlI2呈 
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为0．07 g／L、PG I浓度在 300 g／L时 PG 1I测定 

值为 0．01 g／L．结果说明PG I、PG1I之间无交叉 

反应，抗体的特异性很好． 

2．3．3 方法的精密度和回收率．双标记PG I／PG 1I 
-TRFIA 在 PG 1 0．2～300．0 g／L、PGⅡ0．05～ 

55．00 g／L之间的批内和批间变异(C ％)：PG I为 

5．2％和 8．1％、PGⅡ为 7．1％和 11．7％，符合批 内 

CV<10％和批间 CV<15％的要求，3个添加样品 

的平均回收率为：PG I 96．9％、PGⅡ103．7％，见 

表 1． 

Table 1 Recovery ofPG I，PG lI by the dual-label-TRF3[A 

S：Concentration ofthe sample；q：Concentration ofthe quality control；M：Tested concentrations ofthe sample 

2．3．4 临床血清样本的分析．分别用双标记 PG I 

／PG 1I．TRFIA、PG I．ELISA、PGⅡ．ELISA试剂盒 

对 50份临床血清样本进行检测，并作比较(图3)． 

从图 3可以看出，对于 PG I，v=0．9452 +l1．5050， 

p(EusAfor PGI)／(O,g,L) 

r=0．9426： 对 于 PG 1I，Y=0．6667x+3．2449， r= 

0．9396，双标记 PG I／PG1／．TRFIA与 ELISA法的 

测定结果高度相关，具有较好的一致性． 

Fig．3 Correlation between the ELISA and dual-label assay of PG I，PG 1I in human sera(n=50) 

采用双标记 PG I／PGⅡ．TRFIA对 431份血清 

样本进行了测定，结果见表 2．300例健康体检人 

员的 PG I为(157-3±51．0) g／L，PGⅡ为(10．6± 

5．9) g／L，PG I／PGⅡ比值为(14．8±4．3) g／L． 

PG I的正常参考值以 ±2s计算，范围在 55．3～ 

259．3 g／L之间：PG 1I以 +2s为上限，正常血 

清参考值为PG1I<23 g／L；PG I／PG1I比值以 一 

2s为下限，正常参考值为 PG I／PG1I>6．胃溃疡、 

十二指肠溃疡者的PG I水平大大高于其他组，萎 

缩性胃炎的PG I水平、PG I／PG1I比值与健康组 

比较，降低显著，胃癌患者的 PG I／PG1I比值降低 

较为明显． 

Table 2 Serum PG levels an d the ratio of PG I／PG 1I in healthy group，duodenal ulcer， 

gastric ulcer，atrophic gastri~ superficial gastritis and gastric cancer 

平可准确地反映胃黏膜的功能和组织学状况，将 

3 讨 论 PG作为反映胃黏膜状况如炎症、萎缩性变化等的 

大量的研究报道证实，血清胃蛋白酶原PG水 生物标志物，已获得学术界和临床的一致认同·当 

一一-1．昱 ／(H 0 ．I盘 ∞蛊_l B卜_l墨p) 
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发生基底腺黏膜萎缩性 胃炎时 ，会伴随着血清 

PG I含量的下降而 PG 1I水平却相当恒定，从而使 

得 PG I／PG1I比值降低[9】．研究发现，慢性浅表性 

胃炎患者血清 PG I>240 g门L发生异型增生的几 

率明显增加【“】．PG I水平及 PG I／PGⅡ比值能较 

好地反映慢性胃炎的程度嗍．胃癌的发生通常认为 

是由慢性胃炎而起，进而发展为严重的萎缩性胃炎 

并伴随着肠化生，到异型增生并最终发展为胃癌， 

因而 PG I水平及 PG I／PGⅡ比值可以被视作胃癌 

的亚临床标志物．当发生幽门螺旋杆菌( )感染的 

非萎缩性胃炎时，血清 PG I、PGⅡ都会增加，而 

PGⅡ较 PG I增加多，PG I／PGⅡ的值变小【t 】． 

根除 后PG I、PGⅡ值下降而 PG I／PGⅡ比值 

升 t2’ ，定期进行血清 PG的测定，可以观察唧  

的治疗效果，更可以了解其预后，有目的地进行胃 

镜检查，可给病人带来更多的方便．由此可见，血 

清 PG的检测技术在 PG的临床研究和评价中起着 

至关重要的作用． 

对 PG的免疫学检测，大多采用放射免疫分析 

法(R】_A)，在国外该方法已被 ELISA所替代．目前 

已有商品化的ELISA试剂盒进入国内市场，但价 

格较为昂贵．而且 ELISA法的示踪物为酶标记， 

在灵敏度和稳定性方面有所欠缺，此外，测量精度 

也不够高．TRFIA是超微量检测领域中一项新的 

检测技术，检测限在 10 s mol／L，大大高于ELISA 

的 10—10 mol／L和RIA的 10一 mol／L．TRFIA采用非 

放射性镧系原子标记技术，标记位点多，极大地提 

高了方法学的灵敏度；标记方法属原子标记，对生 

物活性影响小；激发光和发射光谱之间Stock位移 

大，可提高方法学的稳定性；相对长的荧光发射周 

期可有效避免环境因素的干扰．此外，不同的镧系 

原子具有不同的发射波长，如：铽(Tb )544 nnl， 

铕(Eu +)613 nnl，钐(Sm3+)643 nnl和镝 (Dy ) 

572 nnl，配合荧光检测仪的时间门电路的使用，针 

对不同分析物进行标记，可实现对同一样品不同物 

质的多指标分析．由于 Sm3+可与 Eu 采用相同的含 

B．萘甲酰三氟丙酮(13-NTA)增强液体系，因而我们 

选择 EU3+、Sm +作为示踪物进行双标记 TRFIA 

分析． 

采用双标记 TRFIA技术进行血清 PG检测， 

PG I灵敏度为 0．2 g／L、PGⅡ为 0．05 g／L，PG I 

测量 范 围为 0．2～300．0 g／L、PG 1I为 0．05～ 

50 g／L．同批试剂连续的稳定性分析显示标准曲 

线基本重合，无明显漂移，非常稳定，因而可用同 

批试剂单次标准曲线作为以后分析的固定参考，并 

且试剂在 4～8℃下贮存 12个月性能仍然稳定，其 

货架寿命可以满足实际应用的要求 ．PG双标记 

TRFIA法与PG I、PG 1I酶联免疫法具有较好的相 

关性，而双标记方法分析反应时间短，仅需 2 h， 

分析全过程可全自动操作，提高了临床检验速度， 

加大了检验数量，可减轻临床的工作强度，待检标 

本用量少(仅 25 1)，且在同一测试分析体系中， 

采用双标记技术同时检测，一次测量可 以得到 

PG I、PG 1I及 PG I／PGⅡ比值 3个结果，而 RIA 

或 ELISA只可分别测定，再进行 PG I／PGⅡ比值 

的计算，容易造成误差的积累．采用双标记技术还 

可降低系统误差对双指标检测的影响，也可大幅度 

降低人为误差，增加检出结果的可靠性，提高血清 

PG临床评价的准确性，这是放射免疫法、酶联免 

疫法所无法达到的．双标记 PG I．PG 1I．TRFIA方 

法的研究在国内外尚未见报道，本研究的临床初步 

应用结果与单标记 TRFIA法、约登指数法等的研 

究报道一致【 ，阍，作为一种灵敏、简便、快速、经 

济的可进行大批量临床样品筛查的方法，有利于各 

种胃病的大规模普查筛选及患者病程的监测，同时 

可解决PG进口试剂垄断市场且价格昂贵的问题， 

具有非常好的推广应用价值． 
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Dual--label Time--resolved Fluoroimmunoassay for Pepsinogen I 

and Pepsinogen 11 and Its Preliminary Application 

ZHANG Jue，HUANG Biao”，ZHU Lan，ZHANG Yi，LIU Hai—Yan，MA Zhi—Hong，GUO Li—Ning 

(J／angsuInstitute ofNuclearMedicine，Wuxi 214063，China) 

Abstract A dual—label time—resolved fluoroimmunoassay was established for simultaneously detecting 

pepsinogen I(PG I)and pepsinogen 11(PG 11)in human serum．Two capture monoclonal antibodies，8003 of 

PG I and 8101 ofPG 11，were co—coated in 96 microtitration wells．The counterpart tracer monoclonal antibodies． 

80 1 6 of PG I and 8 1 02 of PG 11，were labeled with Eu3 and sm3+_chelates，respectively．Th e samples were 

assayed by one-step sandwich protocol、Ⅳith the time—resolved fluorometry．The measurement ranges of PG 1 were 

O．2～ 3OO．0 g／L with the within—run an d between—run precision was 5．2％ an d 8．1％ ，an d that of PG 11 were 

0．05~55．0 g／L witll the within-run and between-run precision was 7．1％and I1．7％，respectively．The average 

recovery rates of PG I and PG 11 were 96．9％ and 103．7％，respectively．Th e results obtained by the dual—label 

assay agreed well with those by enzyme—linked immun osorbent assays of PG I and PG 11，whose correlation ratio 

were 0．9426 of PG I and 0．9396 of PG 11，respectively．Th e means of 300 healthy volun teers were rl 57．3± 

51．O) g／L for serum PG I，(10．6±5．9) g／L for serum PG 11，and(14．8±4．3)for the PG I／PG 11 ratio．The 

normal ranges of serum PG I levels for healthy volunteers were 55．3～259．3 g／L，those of serum PG 1I levels 

were less than 23 g门L，the PG I／PG 11 ratio was more than 6．The proposed dual—label TRFL f0r simultaneous 

detection of PG I and PG 11 is a simple，sensitive，and rapid method．It could provide serology high—screening of 

the samples for gastric diseases and would allow investigations into the possible diagnostic value of analysis in 

various clinical condition． 

Key words pepsinogen I，pepsinogen 11，dual—label，time-resolved fluoroimmunoassay 
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