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环境温度对 Luminex 流式荧光免疫分析法测定糖类抗原 242 结果的影响

贺 雯△，邹雅如△，鲁　琼，薛　苗，汪怀周*

海军军医大学（第二军医大学）长海医院实验诊断科，上海 200433

[摘要]　目的　分析定标和测定时不同环境温度下 Luminex 流式荧光免疫分析法测定糖类抗原 242（CA242）结

果的差异，评价环境温度对测定结果的影响。方法　选择高值和中值 2 个不同浓度的标本，分别采用 Luminex 流式

荧光免疫分析法在 11 个温度点（18.3、20.1、21.5、22.2、24.1、25.0、25.4、26.5、27.4、28.5、30.0 ℃）重复测定 

CA242 5 次，以定标时环境温度（25 ℃）下的检测结果的平均值为参比值，计算不同环境温度下检测结果的偏倚。

随机选择 49 例涵盖高、中、低值的标本，分别采用 Luminex 流式荧光免疫分析法在 20、25 和 30 ℃ 下对 CA242 进

行测定，比较测定结果并分析其相关性。结果　中值标本和高值标本在 18.3 ℃ 下测定结果的偏倚分别为－35.6%  
和 －29.4%。49 例标本在 20 ℃ 下的测定结果与 25 ℃ 下的测定结果差异有统计学意义（P＜0.001），并且二者具有

相关性（回归方程：Y＝0.676 9X＋0.374 7，R2＝0.990 5）；在 30 ℃ 下的测定结果与 25 ℃ 下的测定结果差异有统计

学意义（P＜0.001），并且二者具有相关性（回归方程：Y＝0.896 6X＋0.227 0，R2＝0.999 4）。结论　环境温度过

低或过高会对 Luminex 流式荧光免疫分析法测定 CA242 产生负性影响，测定时应使环境温度保持相对恒定且控制在

定标温度 ±4 ℃ 范围内。
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Effect of ambient temperature on determination of carbohydrate antigen 242 by Luminex flow cytometry 
fluorescence immunoassay
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[Abstract] Objective To analyze the difference of the carbohydrate antigen 242 (CA242) results measured by 

Luminex flow cytometry fluorescence immunoassay with different calibrations and different ambient temperatures, so as 

to evaluate the effect of ambient temperature on the measurement results. Methods Two CA242 samples with different 

concentrations (median- and high-value) were selected and the determination was repeated at 11 temperature points (18.3, 

20.1, 21.5, 22.2, 24.1, 25.0, 25.4, 26.5, 27.4, 28.5, and 30.0 ℃) for 5 times by Luminex flow cytometry fluorescence 

immunoassay. The average value of the detection result at the calibration temperature (25 ℃) was taken as the reference 

value, and the biases of the detection results at different ambient temperatures were calculated. Forty-nine CA242 specimens 

covering high-, median- and low-values were examined at 20, 25 and 30 ℃ by Luminex flow cytometry fluorescence 

immunoassay, and the results were compared and correlation analysis was carried out. Results The biases of the median- 

and high-value samples at 18.3 ℃ were －35.6% and －29.4%, respectively. The difference between the measurement 

results at 20 ℃ and 25 ℃ was significant for the 49 specimens (P＜0.001), and there was a linear correlation between them  

(Y＝0.676 9X＋0.374 7, R2＝0.990 5). The difference of measurement results was significant between 30 ℃ and 25 ℃  

(P＜0.001), and there was a linear correlation between them (Y＝0.896 6X＋0.227 0, R2＝0.999 4). Conclusion Too low or 

too high ambient temperature has a negative effect on the determination of CA242 by Luminex flow cytometry fluorescence 

immunoassay. The ambient temperature should be kept relatively constant and controlled within the range of calibration 

temperature ±4 ℃.
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流式荧光免疫分析（flow cytometry fluorescence 
immunoassay）又称悬浮阵列（suspension bead array）
或液态芯片（liquid chip），是利用荧光编码微球作

为载体，共价交联针对被检物的抗原、抗体或探

针，通过两束激光分别识别编码微球和检测报告分

子的荧光强度，可以检测同一样品中的多个不同分

子[1]。流式荧光免疫分析技术检测平台因具有高通

量的优点，在肿瘤标志物、自身抗体、过敏原和病

原微生物等方面的检测均得到广泛应用[2]。糖类抗

原 242（carbohydrate antigen 242，CA242）是一种

唾液酸化的糖脂类抗原，在胰腺、结直肠组织的恶

性肿瘤中常呈高表达，临床上被用作胰腺癌、结直

肠癌的辅助诊断及预后判断[3-4]。我们在对 Luminex 
流式荧光免疫分析法测定血清 CA242 的性能评价

过程中发现，测定时环境温度与定标时环境温度的

差异会对检测结果造成较明显的影响，现分析报告

如下。

1　材料和方法

1.1　仪器与试剂　TesmiF3999 全自动加样仪（上

海透景生命科技股份有限公司），Luminex-200 
多功能流式点阵分析仪（美国 Luminex 公司）。

C A 2 4 2  定量检测试剂盒（流式荧光免疫分析

法，上海透景生命科技股份有限公司），批号为 
2018A001，线性范围为 6～500 U/mL。室内质控

品（特殊肿瘤）购自上海市临床检验中心。

1.2　标本准备　按试剂说明书的参考范围（＜20  
U/mL），取 CA242 中值和高值血清标本各 1 例；随

机选择涵盖检测线性范围的高、中、低值临床标本 
49 例。上述标本来源于 51 例患者，其中男 26 例、

女 25 例，年龄为 14～83 岁（中位年龄为 59 岁）。本

研究经海军军医大学（第二军医大学）长海医院伦

理委员会审批。

1.3　检测结果偏倚分析　按照 CA242 定量检测试

剂盒的测定参数进行设置和检测，用试剂盒配套

的定标品进行定标，定标通过（Luminex-200 多功

能流式点阵分析仪检测温度为 25 ℃），室内质控

在控。取临床 CA242 中值水平和高值水平标本各  
1 例，作为检测标本。将 CA242 检测仪器定标时

的环境温度设定为 25 ℃，通过室内空调调节环境

温度至 18.3、20.1、21.5、22.2、24.1、25.0、25.4、
26.5、27.4、28.5、30.0 ℃（仪器说明书要求工作温

度为 15～30 ℃），共 11 个环境温度进行检测，每

例标本重复检测 5 次，检测结果以平均值表示。以

中值和高值标本在环境温度为 25 ℃（定标时环境

温度）时的测定平均值为参比值，分别将不同环境

温度下检测结果的平均值与参比值进行比较，计算

偏倚（%）。按检测系统生产厂家说明书的要求偏

倚不超过 10% 为通过，统计不合格情况。

1.4　临床标本测定　将 49 例临床标本在环境温

度为 20、25 和 30 ℃ 时分别进行检测，检测方法

同前，每例标本测定 1 次。以环境温度 25 ℃ 的
测定结果为参比值，对 49 例临床标本在环境温度  
20 ℃ 和 30 ℃ 下的测定结果进行比较。

1.5　精密度验证　将环境温度控制在（25±1）℃，

参照国家卫生行业标准（WS/T 492-2016）要求[5]， 
使用  2  个浓度水平的质控品，每个浓度重复测

定 3 次，连续测定 5 d，计算其精密度，用变异系数

（coefficient of variation，CV）表示。

1.6　统计学处理　采用 SPSS 19.0 软件进行统计学

分析。重复测定的计量资料以 x±s 表示。49 例临

床标本在环境温度 20 ℃ 和 30 ℃ 下的测定结果与

参比值的比较采用 Wilcoxon 秩和检验。两组变量

之间的相关性分析采用一元线性回归分析。检验水

准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　不同环境温度检测结果的偏倚　与定标时环

境温度（25 ℃）的检测结果相比，高值标本和中值

标本在环境温度 18.3 ℃ 和 20.1 ℃ 下的检测结果

均出现不同程度的负偏倚，中值标本在 18.3 ℃ 和  
20.1 ℃ 时测定结果的偏倚均超出 10%，高值标本

在 18.3 ℃ 时测定结果的偏倚为 29.4%，超过了检

测系统允许的偏倚范围；其余环境温度点测定的

结果均显示了较好的重复性，偏倚均未超出  10%
（表  1）。环境温度升高时对检测结果的影响较

小，在温度升高  5 ℃  时也同时产生负性偏倚，但

均未超出 10%。

[Key words]　f low cytometry f luorescence immunoassay; biological tumor markers; carbohydrate antigen 242; 

ambient temperature

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(7): 759-762]
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2 . 2 　 不 同 环 境 温 度 对 临 床 标 本 检 测 结 果 的 
影响　以 49 例临床标本在环境温度为 25 ℃ 时
的检测结果为参比值，将相同的标本分别在环境

温度为 20 ℃ 和 30 ℃ 时的检测结果与参比值进

行比较，结果显示 20 ℃ 和 30 ℃ 下的检测结果

与参比值相比均降低（Z＝－6.093，P＜0.001； 
Z＝－6.093，P＜0.001）。分析环境温度为 20 ℃ 
和 30 ℃ 时的检测结果与参比值的相关性，结果显

示环境温度为 20 ℃ 的检测结果与参比值有很好

的相关性（图 1A），回归方程为 Y＝0.676 9X＋
0.374 7（R2＝0.990 5，P＜0.001），在医学决定水平处 

表 1　不同环境温度下中值和高值标本流式荧光免疫分析法测定 CA242 检测结果的偏倚

Tab 1　Biases of CA242 results of median- and high-value samples measured by flow cytometry fluorescence 

immunoassay at different ambient temperatures
n＝5

Ambient temperature θ/℃
Median-value sample High-value sample

Measured value 
zB/(U·mL－1), x±s Bias (%) Measured value 

zB/(U·mL－1), x±s Bias (%)

18.3 17.9±5.2 －35.6 108.1±3.4 －29.4

20.1 24.9±1.1 －10.4 138.1±5.0 －9.9

21.5 28.2±1.8 1.4 159.9±1.3 4.4

22.2 27.2±1.6 －2.2 159.3±3.5 4.0

24.1 29.2±0.8 5.0 153.6±5.7 0.3

25.0 27.8±0.9 153.2±5.0

25.4 29.4±0.4 5.8 151.3±3.5 －1.2

26.5 28.4±1.4 2.2 154.3±4.2 0.7

27.4 28.5±0.5 2.5 154.8±4.7 1.0

28.5 27.6±0.5 －0.7 151.0±2.8 －1.4

30.0 27.1±0.3 －2.5 146.1±1.7 －4.6

CA242: Carbohydrate antigen 242

图 1　不同环境温度对 49 例临床标本检测结果的影响

Fig 1　Effect of different ambient temperatures on the test results of 49 clinical samples
A: Correlation of the measurement results at ambient temperature of 20 ℃ and 25 ℃; B: Correlation of the measurement results at 

ambient temperature of 30 ℃ and 25 ℃. CA242: Carbohydrate antigen 242 
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（20 U/mL）的偏倚为－30.4%；环境温度为 30 ℃ 
时，检测结果与参比值亦有很好的相关性（图 1B），

回归方程为 Y＝0.896 6X＋0.227 0（R2＝0.999 4， 
P＜0.001），在医学决定水平处（20 U/mL）的偏倚 
为 －9.2%，但线性回归方程的斜率减小，致 CA242 
水平越高的标本负偏倚越明显。

2.3　精密度验证结果　通过对环境温度的严格控

制，检测结果显示了较好的稳定性。浓度为 46.4 
U/mL 的室内质控品批内 CV 为 2.19%，批间 CV 
为 3.75%；浓度为 130.6 U/mL 的室内质控品批内 
CV 为 1.32%，批间 CV 为 2.12%。

300

200

100

0C
A

24
2 

at
 3

0 
℃

 z B
/(U

·
m

L－
1 )

         100       200        300
CA242 at 25 ℃  zB/(U·mL－1)

300

200

100

0C
A

24
2 

at
 2

0 
℃

 z B
/(U

·
m

L－
1 )

        100        200        300
CA242 at 25 ℃  zB/(U·mL－1)

A B

Y＝0.896 6X＋0.227 0

R2＝0.999 4 (P＜0.001)

Y＝0.676 9X＋0.374 7

R2＝0.990 5 (P＜0.001)



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2019 年 7 月，第 40 卷· 762 ·

3　讨　论

流式荧光免疫分析法具有检测通量高、标本

用量少、检测速度快、灵敏度高且线性范围广等优

点[6-7]。Luminex 技术平台作为流式荧光免疫分析

技术的一个开放式平台，已有体外诊断研发公司

基于此技术开发体外诊断试剂。研究显示，上海透

景生命科技股份有限公司开发的 CA242 等检测试

剂盒分析性能指标良好，具有较高的检测效率[8]。

TesmiF3999 全自动加样仪和配套 Luminex-100 系
统实现了加样、孵育、检测的自动化，减少了了人

工操作的步骤。进行多点定标后，同一批号的试剂

盒在较长时间内都可使用，比较稳定。

基于免疫学原理的检测方法可受多种因素影

响，如异嗜性抗体、类风湿因子、“Hook 效应”等，

Luminex 技术平台同样也有相关报道[9-10]，但环境

温度的变化是否会对该检测系统的检测结果产生影

响仍不明确。本研究在不同的环境温度条件下测定

中值和高值血清标本 CA242 水平，以评价环境温

度变化对检测结果的影响。结果发现，以定标时环

境温度 25 ℃ 测定的结果为参比值，环境温度降低 
4 ℃ 以上时，检测结果可出现明显的负偏倚，影响

该检测系统的分析性能。对 49 例涵盖高、中、低

值临床标本的检测结果也显示，环境温度为 20 ℃ 
和 30 ℃ 条件下测定的结果与 25 ℃ 条件下测定的

参比值相比产生了显著的负偏倚，检测结果的差异

具有统计学意义。这些负偏倚可能使高于参考区间

的检测报告出现假性降低甚至落入参考区间内，也

可能使含有高水平靶抗原的标本检测结果显著负偏

离实际水平，从而严重影响临床诊治。

环境温度的改变会对 Luminex 技术平台的检

测结果产生明显的影响，究其原因，我们认为可能

与以下两点有关：（1）不同温度下抗原和抗体结

合的效率不同，低温时结合效率降低；（2）温度

过低或过高时荧光测定值发生偏差。Luminex-200 
系统作为开放的检测平台，仪器暴露于室温中，但 
TesmiF3999 全自动加样仪具有独立的温浴模块，

实时控制温度，因此在进行荧光检测前不受室温的

影响，受环境温度影响的环节主要是最后的荧光

检测。杨恩环和周宇琼[8]使用流式荧光免疫分析法

测定 CA242 等肿瘤标志物时，每批测定均进行标

准品定标，这样可以使定标时环境温度与标本检测

时完全一致，避免环境温度对检测结果的影响。

TesmiF3999 全自动加样系统一次定标后，定标曲

线可供同批号试剂多批次临床标本检测使用，较为

方便，且节约成本。然而，由于多批检测临床标

本，检测时的环境温度如果不是人为控制，较难完

全与定标时的环境温度一致，使用同一定标曲线就

会产生较大的系统误差。Luminex-200 多功能流式

点阵分析仪本身有较灵敏的温度检测系统，可实时

显示荧光检测时的温度，仪器也能记录定标时温

度。当我们将环境温度严格控制在定标时环境温度

±1 ℃ 范围内时，检测结果显示了较好的稳定性。

因此，在使用此类技术平台检测临床标本测定时，

应对环境温度严格控制，以获得稳定的检测结果。
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