
在对 1 1 8, 1 38 人普查 A F P 阴性人群的八个月随访中
,

又陆续 发现 了 9 例 血 清 A F P

阳性的肝癌患者
,

其中的一部份也可视为血清 A F P 普查的
“
假阴性

”

病例
。

推测可能与当

时 A F P 含量较低有关
,

提高检测的敏感度有可能减少这种
“

假阴性
”

的情况
。

目前
,

我国

部份地区已开始采用间接反 向血凝试验
、

放射火箭电泳 自显术等较为敏感的检测方法进行

血清 AFP 的肝癌普查工作
,

相信可以进一步提高血清 A F P 普查原发性肝癌的价值
。
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放射火箭电泳 自显影术和放射对流免疫

电泳测定人体血清甲种胎儿蛋白

摘 要

本文介绍两种测定甲种胎儿蛋 白的新技术

— 放射火箭电泳 自显影术和放射对流免疫

电泳
。

前法 系根据标记杭原特异性参入 的原理结合放射 自显影术和 火箭电泳的 条件而建立

的定量 测定法
,

后法 系根据放射 免疫的原理结合对流免疫电泳的条件而建 立 的 定 量 测 定

法
。

此二方法具有 简便
、

稳定
、

特异性强和灵敏度较高以及快速等优点
。

近几年来
,

我国血清甲种胎儿蛋白 ( A F )P 研究的快速进展
,

促进 了 A F P 检测技术的

发展以~ 3〕
。

琼脂扩散
、

对流免疫电泳
、

火箭电泳以3
,

补体结合试验以二
,

放射免疫测定比飞等

检测技术已广泛应用于原发性肝细胞癌的临床诊断
、

血清学普查和研究工作
。

为了找寻快

速
、

简便
、

可靠的灵敏测定方法
,

我们又建立了放射火箭电泳 自显影术和放射对流免疫电

泳测定技术
,

它们具有简便
、

稳定
、

特异性强和灵敏度较高以及快速等优点
。

材 料 和 方 法

1
.

材料
:

纯化 A F P
。

抗 A F P 抗血清
。

放射性碘标记 A F P
。

2
.

方法
:

放射火箭电泳 自显影术的抗体琼脂板及其电泳条件
:

在 6 c m 义 10 c
m 的玻 璃板 上

,

1 6 (总 2 8 1 )



浇 1% 琼脂 20 m l
,

内含抗 A F P 抗血清 .0 1一 .0 25 % V / V
。

样品孔排列如图 1 所示
。

每孔

加样品 2 0 拼 I 和 1 3 1 1一 A F P 0
.

5 拼 I
,

新鲜标记的
’ ” 1 1一 A F P 用量为 0

.

I n g
,

~ 4
,

0 0 0 e p m
。

电泳介

质巴比妥钠
一巴比妥酸缓冲液 ( p H & 6, .0 04 M ) 电场强度 sv/

c m
。

电泳 2小时后
,

用生理盐

水洗去未结合蛋 白
,

干燥琼脂层
,

用 X 光底 片通过放射 自显影
,

显示抗原
一
抗体复合物 的

沉淀峰
。

实验测得峰的高度与被测抗原量呈现特定函数关系
。

放射对流免疫电泳的琼脂板及其电泳条件
:

在 .6 5 c m K 13 .5 c m 的玻璃板上
,

浇 1%琼

左孔
:

1
.

4 丫 1 0
6 n g /m l A r P

2
.

4 苏 10
5 n g /m l A F P

3
.

4 苏 1 0
4 n g /m l A F P

4
.

4 只 10
吕 n g /m l A F P

5
.

8 0 0 n g /m l A F P

右孔
:

1
.

4 0 0 n g /m l A F P

2
.

2 0 0 n g / m l A F P

3
.

1 0 0 n g / m l A F P

4
.

5 0 n g /m l A F P

5
.

正常人血清

不同标准浓度 A F P和正常人血清的放射火箭电泳自显影图
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放射对流免疫电泳琼脂凝胶板及其切割示意图
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脂 40 m l
。

琼脂板上孔的排列如图 2 所示
。

电泳介质巴比妥钠
一盐酸缓冲液 (P H 8

.

6
,

o
.

05 M )
,

电场强度 3 一 4 v /c m
。

电泳完毕后
,

按图 2 虚线所示
,

沿抗原一
抗体电泳方向

,

将每一 对抗

原
一
抗体琼脂条切成琼脂段 A 和 B

,

用 下 射线计数器分别测定 A 段和 B 段的放射性
。

结 果 与 讨 论

1
.

放射火箭电泳自显影术的灵敏度
、

重复性和特异性鉴定
。

图 1所示为不同浓度纯化 A F P 的电泳放射 自显影图
。

其最低检测限度约为 1 2
.

sn g /m l ,

正常人血清标本均显示一浓稠的半月形
“
眉弯

”
(图 1右孔 5 )

,

而兔血清仅显示极淡的扩散

阴影
,

两者极易区分
。

当 A F P 浓度太高时
,

导致抗原一抗体复合物溶解
,

发生
“
冲刷

”

现象

( 图 1左孔 1一 4 )
,

这是 A F P 强阳性的指征
。

故大幅度不同浓度的 A F P 标本可以在一次实

验的同一块琼脂板上直接检出
。

免疫沉淀物显影峰的高度
,

主要与抗原浓度和琼脂板内的抗体浓度有关
。

图 3 所示为

临床诊断上所用标准曲线
,

重复测定误差为士 20 %
。

实验表明
, 卫肚卜A F P 仅特异性地参入到 A F P 一抗 A F P 系统所形成的免疫复合物中

,

因

此放射火箭电泳 自显影术仍保持 了免疫沉淀反应的高度特异性
。

用血清标本代替纯化 A F P 加入样品孔内
,

即可用于临床标本测定
,

图 4 为临 床 诊 断

上的血清放射 自显影图
。

产E它à恻框省漩叫山伪V
、
11。t

- 一一一 一一一一 样品孔半径

. d . . . . . . ~ 曰

-

一
~ ~ 曰` . . ~

-
. 山 . . . . . .

2 0 0 40 0 6 00 8 00

A F P n ` / m l

图 3
临床诊断中应用的 A F P 放射火箭电泳自显影标准曲线

O 五次实验平均值 I 标准差

抗体浓度 0
.

肠绍 (V /均
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图 4血清标本的放射火箭电泳自显 影图

左孔
:

1
.

标准扰原 1 ( 0 0 ng / n、 l )

2
.

某正常人血清 ( <20 ng八 nl )

3
.

某肝炎血清 ( <Z o ng / ml )

4
.

肝癌血清 ( 6 0 0 ng / l ) m

右孔
:

1
.

标准坑原 (1 0 0 ng / l ) m

2
.

肝癌血清 (1 30 ng / ml )

3
.

肝癌血清 ( 20 5 ng / ml )

4
.

肝淄血清 ( )200 0 ng / ml )

2
.

放射对流免疫电泳的结合率和标准抑制曲线
。

0
.

5 ng’ 3, I一 A F P ( 2 0
,

0 0 0一 4 0
,

0 0 0 e p m ) 置于抗原孔 内
, 5 0 拼 z 不同稀 释 度抗 体置 于

抗体孔内
。

对照孔不加抗体
。

电泳 .3 5 小时后
,

分别计 数 A 和 B 的放射性
。

结

合

率

(多勺

抗血清稀释倍数

图 5 放射对流免疫电泳的抗血清稀释度与电泳结合率的关系
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结合率一〔长决岛样品一 (
一

名靖、对照
。

抗体稀释度与结合率的关系如图 5 所示
,

选用结合

率约为 6。死的抗体稀释度
: : 2

,

。6。 作为
“

标准抗体
”
浓度

。
5 0 。 1 标准抗体和 5。 。 1 不同浓

度的非标记纯化 A万P 分别置于抗体孔和抗原孔内
,

电泳 40 分钟后
,

再 加 0
.

5 n g 1 3 1卜 FA P

于抗原孔内
,

然后再继续电泳 3一 .3 5 小时
,

分别测定 A 和 B 的放射性
。

抗原浓度与结合率

的关系如图 6 所示
。

从图 6 曲线可知
,

引起
13 11一 A F P 电泳结合率改变所需 要 的 A F P 浓度

约为 s n g /m z
。

3
.

血清标本的初步测定结果
。

应用放射火箭电泳自显影术测定血清标本 A F P 的结果列于表 1
。

放射对流免疫电 泳

测定正常人血
`

清 A F P 的结果列于表 2
。

葱

2000

A F P
n g / m l

图 6 放射对流免疫电泳的标准抑制曲线

表 1
,

放射火箭电泳自显影术测定血清标本 A rP 结果

………
“ ““

…
< Z O gn /m ’’

…
2。

一 gn 了m ’’
_

…
> 3。。 n g /m `̀

正正常人人 2 0 000 仓0 000

…
。

}}}{
。。

病病理证实肝细胞型肝庙庙 3 000 444

{
’

}}}}
’ 555

转转移性肝癌癌 4 111 3 777

{
斗

}}}}
””

慢慢性肝 “

{{{
5 000 全部低于 3 00 gn /m lll

一一一一一

2 0 (总 2 8 5



表 2, 放射对流免疫电泳测定正常人血清结果

健康献血员血清 gn /m l

1

97叮131113

上述两种方法具有简便
、

稳定
、

特异性强和灵敏度较高以及快速等优点
。

放射火箭电

泳 自显影术
,

不需要射线计数器
,

目前 已应用于农村肝癌普查
。
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