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摘  要: 采用基于免疫层析技术与荧光微球标记技术相结合的方式，建立一种快速、简单的定量检测肝癌肿瘤

标记物的方法。依据双抗体夹心原理，将细胞骨架蛋白 4 (CKAP4) 配对抗体分别作为标记与包被抗体，羊抗

兔多抗作为质控线包被抗体，制备 CKAP4 荧光免疫层析试纸条，并对试纸条的线性、精密性、稳定性等各项

性能指标进行评价。结果表明，采用时间分辨荧光微球所制备的 CKAP4 免疫层析试纸条灵敏度高，特异性好，

精密性在 15%以内，回收率在 85%–115%之间，线性范围为 25–1 000 pg/mL，可在 37℃稳定保存 20 d，与商业

化的 ELISA 试剂盒的相关性良好。结论：初步建立了 CKAP4 荧光免疫层析方法，能够定量检测血清中 CKAP4

的含量，且具有快速、灵敏、简便、经济、可单人份操作等优点，有望成为肝癌辅助诊疗的新方法。 

关键词: CKAP4，肝癌，免疫层析，荧光微球  
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Abstract:  A rapid and simple method to detect tumor markers in liver cancer was established by combining 

immunochromatography technique with fluorescent microsphere labeling. According to the principle of double antibody 

sandwich, the cytoskeleton-associated protein 4 (CKAP4) paired antibody was used as the labeled and coated antibody, and the 

goat anti-rabbit polyclonal antibody was used as the quality control line coated antibody in the preparation of the CKAP4 

·生物技术与方法· 
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fluorescent immunochromatographic test strips. After the preparation, the test strips were evaluated on various performance 

indicators, such as linearity, precision and stability. The CKAP4 immunochromatographic strip prepared by time-resolved 

fluorescent microspheres had high sensitivity, and good specificity. Its precision was within 15%, recovery between 85% and 

115%, and linear range between 25 and 1 000 pg/mL. The test strip could be kept stable at 37 °C for 20 days, and it correlated 

well with commercial ELISA kits. The CKAP4 fluorescence immunochromatography method can quantitatively detect the 

content of CKAP4 in serum. Furthermore, it is rapid, sensitive, simple, economical and single-person operation. This method 

has the potential of becoming a new method for the diagnosis and treatment of liver cancer. 

Keywords:  CKAP4, liver cancer, immunochromatography, fluorescent microsphere 

 

肝癌是常见的恶性肿瘤，由于起病隐匿，早

期没有症状或症状不明显，进展迅速，确诊时大

多数患者已经达到局部晚期或发生远处转移，治

疗困难，预后很差。我国是肝癌高发国家，慢性

乙肝病毒携带者基数庞大，肝癌的早期诊断对于

有效治疗和长期生存至关重要，因此早发现早治

疗成为肝癌防治工作的重点与难点[1]。目前针对

肝癌筛查诊断的主要方法有肝穿刺活检、电子计

算机断层成像 (CT)、磁共振 (MRI 或 MR)、选择

性肝动脉造影 (DSA) 等。此类方法虽然特异性

高，但操作繁琐，对操作人员要求较高，不易被

早期患者所接受[2]。 

近年来血清标志物在肿瘤的辅助诊断中起着

越来越重要的作用，血清 AFP 及其异质体是诊断

肝癌的重要指标，国内常用于肝癌的普查、早期诊

断、术后监测和随访。AFP 对肝癌诊断的阳性率一

般为 60%–70%，容易引起误诊和漏诊。李双喜等[3]

研究发现标志物 CKAP4 在肝癌组织中高表达。最

新研究表明 CKAP4 可作为血清诊断标志物[4]，朱

锦舟等[5]研究表明对于早期 HCC 患者 CKAP4 特异

性、敏感性均高于 AFP，CKAP4 可成为肝细胞癌

诊断的血清肿瘤标记物。目前对于 CKAP4 的检测

方法较少，市面上有商业化的 ELISA 试剂盒，本

研究主要研究血清中 CKAP4 的检测方法的建立，

以期能够实现 CKAP4 的快速诊断。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

硝酸纤维素膜 (CN-140)、吸水纸、玻璃纤维

棉 (BXM Z80)、PVC 底板购自郑州宝赛生物科技

公司；CKAP4 参考品 (抗原标定)、CKAP4 单克

隆抗体、多克隆抗体 (兔 IgG) 由河南省生物工

程技术研究中心提供；羊抗兔 IgG 购自生工生物

工程 (上海) 股份有限公司；Eu3+羧基荧光微球

购自上海溯源生物；1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基

碳二亚胺盐酸盐  (EDC) 和 N-羟基琥珀酰亚胺 

(NHS) 购自 Sigma 公司；HM3030 型三维划膜喷

金仪、ZQ2002 型微电脑自动斩切机购自上海金

标生物科技有限公司；FIC-S2011-D5 荧光定量

分析仪购自杭州峰航科技有限公司；各类缓冲液

等试剂均为国药化学纯；ELISA 试剂盒购自

CUSABIO 公司；临床血清样本收集于郑州大学

第一附属医院。 

1.2  方法 

1.2.1  荧光微球标记物的制备 

微球-抗体络合物制备：吸取 40 μL 荧光微球

加至 500 μL 硼酸缓冲液 (0.05 mol/L) 中，分别加

50 μL EDC (10 mg/mL)、NHS (10 mg/mL)，混匀

后超声 5 min，摇床振荡活化 40 min，离心后弃上

清，用 700 μL 硼酸缓冲液 (0.05 mol/L) 重悬颗

粒；加入 60 μg CKAP4-02 抗体，摇床偶联 2 h，

离 心 后 弃 上 清 ， 加 微 球 保 护 液  (0.05 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0、1% T-20、0.2% BSA、

0.5%酪蛋白、5%海藻糖、0.05%NaN3)，5% BSA

加 30 μL 摇床封闭 1 h。 

1.2.2  微球垫喷涂 

微球垫预处理：使用微球垫处理液 (0.001 mol/L 
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Tris-HCl 缓冲液，pH 8.0、3%海藻糖、0.01%甘氨

酸、1% T-20、0.05% NaN3) 按照 1.5 mL/条比例对

微球垫进行预处理，37 ℃干燥 2 h。 

将制备好的微球-抗体络合物以 5 μL/cm 单位

量喷涂于预处理的微球垫上，37 ℃过夜干燥。 

1.2.3  包被板的制备  

将质控线抗体及检测线抗体喷涂与粘贴有

NC 膜的 PVC 板上，CKAP4-06 抗体作为包被抗

体 1.5 μg/cm 喷涂于 T 线，羊抗兔 IgG 2.5 μg/cm

喷涂于 C 线。 

1.2.4  组条 

将样品垫、微球垫、NC 膜、吸水纸按顺序粘

贴于 PVC 底板上，切裁至 4 mm 试纸条。 

1.2.5  检测 

吸取 75 μL 的样品沿试纸条下端 2/3 处进行滴

加，5 min 后进行检测，记录荧光定量分析仪上的

T 值、C 值。 

1.2.6  检测时间的确定 

用浓度为 200 pg/mL 的参考品按照现有工艺

70 μL/条的加样量进行点样，取 10 个试纸条分别

在点样后 4、6、8、10、12、14、16、18、20 min

检测 C 值、T 值，计算 T/C 值。 

1.3  性能评估 

1.3.1  线性范围 

使用 CKAP4 高值线性参考品 1 000 pg/mL 进

行倍比稀释  (25、50、100、200、400、800、         

1 000 pg/mL) 对试纸条进行检测，以参考品浓度为

横坐标，T/C 值为纵坐标，确定 CKAP4 试纸条检

测范围，建立标准曲线。 

1.3.2  最低检出限 

采用阴性参考品作为样品对试纸条进行检

测，共重复检测 20 次，根据所测得结果的 T/C 值，

计算相应的平均值 ( )x 及标准差 (s)，以阴性参考

品和相邻浓度线性参考品之间的浓度，进行两点

拟合，得出一次线性方程，将 2x s 值带入到上

述一次线性方程中，得出试纸条的最低检出限。 

1.3.3  精密度检测 

取 3个不同批次制备的试纸条分别检测 3个浓

度 (50、200、400 pg/mL) 精密性参考品，每个浓

度重复检测 10 条，计算批内批间的精密度。 

1.3.4  准确度测定 

通过在阴性样本中分别添加不同量的 CKAP4

参考品，使 CKAP4 浓度为 50、200、400 pg/mL，

采用 CKAP4 荧光免疫试纸条进行检测，每个浓度

重复测定 10 次，分别计算各浓度回收率的平均值

和变异系数，分析准确度。 

1.3.5  特异性 

将高浓度的肝癌常用标志物甲胎蛋白、凝血酶

原按比例分别添加至 CKAP4 参考品中，采用

CKAP4 荧光免疫层析试纸条进行检测，测定

CKAP4 浓度。   

1.3.6  稳定性 

将制备好的试纸条干燥后封装，置于 37 ℃进

行加速破坏，使用相同浓度的参考品分别于 0、1、

3、5、7、14、20 d 进行检测，根据加速破坏期间

T 值、C 值、T/C 值变化，分析试纸条的稳定性。 

1.3.7  方法学对比 

采用本方法制备的试纸条以及商业化的

ELISA 试剂盒分别对从医院收集的 87 份临床血清

样本进行检测，根据检测结果，得出本研究所建立

的方法与商业化 ELISA 试剂盒的相关性。 

1.3.8  临床评价 

采用本研究建立的 CKAP4 蛋白荧光免疫层析

检测方法制备的试纸条检测经临床病理确诊的肝

癌患者样本 67 份以及 CKAP4 阴性样本 45 份。 

2  结果与分析 

2.1  检测结果判读 

紫外分析仪检测结果如图 1。C 线有荧光，若

T 线有荧光则为阳性，T 线无荧光则为阴性；若 C
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线无荧光，T 线有无荧光都判定为试纸条无效或取

样失败。 

2.2  检测时间的确定 

加样10 min后T/C值趋于平缓，故加样后10 min

为最佳检测时间，结果见图 2。 

2.3  标准曲线的建立 

通过使用 CKAP4 线性参考品进行加样检测，

结果如图 3 所示，CKAP4 在 25–1 000 pg/mL 线性

范围内线性较好，y=0.004 2x–0.069 7，R2=0.991 5。 
 

2.4  最低检出限 
结果如表 1 所示，计算 20 次检测结果的平均

值 ( 0.022)x  及标准差 (s=0.004)，将 ( )x +2s 带入 

 

 
 

图 1  试纸条的判读 
Fig. 1  Interpretation of test strips. 

 

 
 

图 2  检测时间结果 
Fig. 2  Detection time results. 

 
 

 

图 3  标准曲线的确定 
Fig. 3  Determination of standard curve. 

 
到以阴性参考品和相邻浓度线性参考品两点进行

拟合得出的一次线性方程  (y=1 893.94×x–41.85) 

中，求得本研究所建立的 CKAP4 蛋白检测试纸条

最低检出限为 15 pg/mL。 

2.5  精密度 

通过制备 3 批试纸条对 3 个浓度 CKAP4 参考

品进行检测，精密性结果见表 2，批内批间变异系

数均在 15%以内，符合精密度要求。 

2.6  准确度 

CKAP4 准确度检测结果见表 3，分别检测浓

度为 50、200、400 pg/mL 的样本，其回收率分别

为 96.8% 、 104.71% 、 105.32% ， 符 合 回 收 率

85%–115%的要求。 

2.7  特异性 

特异性检测结果见表 4，甲胎蛋白与凝血酶原

均对 CKAP4 检测无影响，特异性较好。 

2.8  稳定性 

稳定性结果见图 4，37 ℃加速 20 d，T/C 值在

1.7 左右，试纸条稳定性良好。 

 

表 1  阴性参考品 CKAP4 蛋白 T/C 值检测结果 
Table 1  Test result of negative reference CKAP4 protein T/C value 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0.027 6 0.026 9 0.017 2 0.018 1 0.019 3 0.022 4 0.017 6 0.027 7 0.018 1 0.025 5 

0.019 2 0.021 7 0.024 2 0.018 5 0.022 8 0.018 4 0.025 4 0.026 1 0.017 5 0.029 7 
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表 2  精密度检测结果 
Table 2  Precision detection results 

 
Reference 

concentration 
(pg/L) 

Detection result 
(pg/L) 

s CV

Batch 1 50 47.08 3.56 0.07

200 195.34 16.54 0.08

400 361.14 38.05 0.10
Batch 2 50 50.67 5.20 0.10

200 230.97 23.90 0.10

400 417.02 40.68 0.09
Batch 3 50 52.60 6.44 0.12

200 198.03 21.38 0.10

400 441.24 35.65 0.08
Inter batch 50 50.11 5.53 0.11

200 208.11 25.99 0.12

400 408.03 49.83 0.12

 
表 3  准确度检测结果 
Table 3  Accuracy detection results 

 High value Median Low value

Addition concentration 
(pg/mL) 

400 200 50 

Determination of 
concentration (pg/mL) 

387.2±6.7 209.41±1.4 52.66±0.3

Recovery rate (%) 96.8 104.71 105.32 

 
表 4  特异性检测结果 
Table 4  Specificity detection results 

 
Cross-reactive 

substance 

Theoretical 
concentration of 
CKAP4 (pg/mL) 

Measured 
concentration of 
CKAP4 (pg/mL)

1 AFP 400 µg/L 200 213.47±2.6 

2 PIVKA-Ⅱ300 ug/L 200 206.54±1.7 

 

 
 
图 4  稳定性检测结果 
Fig. 4  Stability detection results. 

2.9  方法学对比 

方法学比对结果见图 5，由结果可知，采用本

工艺制备的试纸条商业化 ELISA 试剂盒相关性良

好，R2=0.986 2。 

2.10  临床评价 

检测结果见表 5，本研究建立的 CKAP4 荧光

免疫层析方法检测肝癌敏感性为 91%，特异性   

到达 100%。 

3  讨论 

肝癌是病死率最高的恶性肿瘤之一。我国是

肝癌高发国家，肝癌发生率、死亡率较高[1]。肝

癌的发生是体内多因素、多步骤的复杂过程，且

当前肝癌诊断方法不易被早期患者接受，AFP 作

为当前临床上原发性肝癌的血清标志物，在多种

肿瘤中均可表现出较高浓度，可作为多种肿瘤的

阳性检测指标，其在肝癌的诊断上只有 60%左右

的阳性率，如果能找到相对肝癌特异的蛋白或基

因，将会对研究肝癌的发病机制以及提高早期诊 

 

 
 
图 5  方法学对比结果 
Fig. 5  Methodological comparison results. 

 
表 5  试纸条临床评价结果 
Table 5  Clinical evaluation results of test strips 

CKAP4 HCC Health Total 
Positive 61 0 61 
Negative 6 45 51 
Total 67 45 112 
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断有重要的意义。 

近年来 CKAP4 成为研究的热点，CKAP4 是

一种可逆性棕榈酰化的Ⅱ型跨膜蛋白，最初被发

现是一种主要局限于内质网 (ER) 的蛋白质[6]。

2016 年，Hirokazu 等[7]研究表明细胞骨架相关蛋

白 4 (CKAP4) 是 DKK1 受体，CKAP4 和 DKK1

的结合打开封闭区域，当细胞表面膜上存在

CKAP4 时，DKK1 可通过激活 PI3K-AKT 信号级

联来促进细胞增殖 [6] 。李双喜等 [3] 研究发现

CKAP4 在肝癌组织中高表达，CKAP4 在肝癌血

清中浓度高于正常，在 AFP<10 ng/mL 时，CKAP4

作为肝癌诊断指标较 AFP 效能较高，有望作为评

估肝癌预后的一项有前景的指标。2018 年，

Yanagita 团队[4]制备了一种能够识别血清 CKAP4

的单克隆抗体，表明 CKAP4 是一种新的肺癌早期

血清学诊断标志物。2019 年，朱锦舟等[5]研究表

明 HCC 患者的判定 CKAP4 与 AFP 无明显差异，

早期患者 CKAP4 灵敏度、特异性更高，弥补了

AFP 假阳性高的缺点，提示 CKAP4 可作为临床

实践中 HCC 早期筛查诊断的血清标记物。 

免疫层析试纸作为快速检测领军先锋发展很

快，现今国内外免疫层析试纸条技术较成熟应用

最广泛的是胶体金免疫层析试纸条，主要因其操

作简便、快速、特异，适用于广大基层单位并能

在现场作检测和诊断，目前主要存在的问题是灵

敏度相对较低，大多难以实现定量分析[8-9]。荧光

免疫层析技术是结合了免疫反应和色谱层析的一

项新的诊断技术，既保留了传统免疫层析技术可

现场快速检测的优点，又加入了荧光检测技术灵

敏度高、可定量检测的特点，近几年来成为检验

学和诊断学的研究热点[10-11]。白亚龙等[12]通过探

究量子点与抗体的偶联方式以及交联剂的比例表

明判断灵敏度比胶体金免疫层析体系高 4–20 倍。

Zhao 等[13]通过羧基纳米颗粒与抗体偶联作为荧

光探针，比已报道的酶联免疫检测方法检测限位

低 100 倍。Wu 等[14]荧光微球免疫层析检测方法

的检测限更低，准确度、精确度、重现性更好。 

本研究通过羧基荧光微球标记抗体建立的荧

光免疫层析法对于检测 CKAP4 具有快速、准确、

灵敏度高等优点，且试纸条检测所需设备小巧便

携，通过电脑连接设备即可即时检测，检测时间

仅需 10 min，操作人员无需接受专业培训，单人

份成本仅为 ELISA 的 1/10，基本能够满足床旁及

基层快速诊断的需求。但由于本研究检测样本数

较少，后期需加大临床样本检测进行验证。 
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