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肿瘤相关抗原 CA125 定量检测试剂盒 

（酶联免疫法） 
CanAg CA125 EIA 

产品编号： 400-10 

 

产品说明书编号：400-10                                              酶联免疫试剂盒用于体外诊断                                     

2007 年 11 月                                                         规格：96 人份/盒 

 

用途 

CanAg CA125 EIA 试剂盒用于定量检测人血清中 CA125 的含量。   

 

检测方法说明  

CA125 是一种高分子量的粘蛋白型糖蛋白，最初是由 Bast 等人建立的 Oc125 单克隆抗体命名的。现已表

明，在 CA125 抗原上的不同表位可同时表达 Oc125 单抗系列的识别位点，故可应于建立针对 CA125 抗原不同位

点的检测方法。 

CanAg CA125 EIA 试剂盒是建立在两株鼠单克隆抗体的基础上，Ov197 和 Ov185，它们直接结合 CA125 抗

原蛋白核心的两个独立位点。 

 

 实验原理 

 CanAg CA125 EIA 试剂盒采用直接夹心技术基础上的固相、非竞争性检测法。标准品，质控品，病人标

本与生物素标记的抗CA125抗体以及辣根过氧化酶标记的抗CA125示踪液，在链亲和素包被的微孔中一起温育。

清洗后，加入底物/显色缓冲液(过氧化氢和 3,3',5,5'四甲基联苯胺)使其发生酶反应。如果血清中存在抗原，

就会显示为蓝色。颜色的深度与标本中的 CA125 浓度呈正比。 

颜色的深度可用酶标仪在 620nm (也可选择加入终止液后在 405 nm )进行检测。每次试验均需根据每个

标准液的浓度与其相对应的吸光度绘制标准曲线，病人标本中的 CA125 浓度即可从标准曲线上读出。 

 

试剂 

 CanAg CA125 EIA 试剂盒能检测 96 人份标本。 

 试剂盒的有效期标示于包装盒外标签上。 

 禁止使用过期的试剂。 

 不同批号的试剂禁止混用。   

 试剂盒贮于+ 2℃至+ 8℃贮存，避免冷冻。 

 打开包装的试剂其稳定性如下表，避免污染。试剂使用后，用原包装密封好试剂并立即于+ 2℃至+ 8℃贮

存。 
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组分                                   含量                       第一次开封后试剂的贮存和稳定 

 

 

 

链亲和素包被的微孔板                   1 个                         + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

12×8，链亲和素包被的微孔板，可拆分。打开包装后，应立即将未用的微孔板条放入装有干燥剂的铝箔袋中，

密封并保持干燥。 

CA125 标准品                            5 瓶                      + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

CA125 0                           0U/ml    1×8ml 

CA125 10                          10U/ml   1×0.75ml 

CA125 40                          40U/ml   1×0.75ml 

CA125 200                         200U/ml  1×0.75ml 

CA125 500                         500U/ml  1×0.75ml 

 

直接使用，保存在 Tris-盐酸缓冲液中，内含牛血清白蛋白，去污剂，惰性黄染料及作为防腐剂的 0.05 % 叠

氮钠。标准品 0可用来稀释血清标本。    

CA125 质控品                            2 瓶                     + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

 

                                     1×0.75ml 

 

                                     1×0.75ml 

直接使用，保存在 Tris-盐酸缓冲液中，内含牛血清白蛋白，去污剂，作为防腐剂的 0.05 % 叠氮钠。 

 

 

 

生物素标记的抗-CA125                      1×15ml                  + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

 

生物素标记的抗 CA125 鼠单克隆抗体，浓度约为 2ug/ml。其中含磷酸盐缓冲液（pH 7.75），牛血清白蛋白，

封闭剂，去污剂，惰性红染料及作为防腐剂的 0.05 % 叠氮钠。 

 

 

 

示踪液，HRP 标记的抗-CA125                1×0.75ml                + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

含 HRP 标记的鼠抗 CA125 单克隆抗体的浓缩液，浓度约为 30ug/ml。使用前用示踪缓冲液稀释。 

 

 

 

示踪缓冲液                                1×15ml                + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

直接使用，保存在磷酸盐缓冲液中（pH 7.2），内含牛血清白蛋白，去污剂，惰性蓝染料及作为防腐剂的 0.01 % 

甲基－异噻唑酮(MIT)。 

 

 

微孔板 

生物素 抗-CA125 

酶结合物 抗-CA125 

底物液 TMB 

质控品 1 

2 

DIL CONJ 

质控品 
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TMB HRP-底物液                         1×12ml                     + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

直接使用。含过氧化氢缓冲液和 3,3',5,5' 四甲基联苯胺 (TMB) 。 

 

 

 

 

终止液                                 1×15ml                     + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

直接使用。含 0.12 M 盐酸。 

 

 

 

清洗浓缩液                              1×50ml                    + 2℃至+ 8℃贮存稳定至失效期 

 

使用前 25倍稀释。此溶液为吐温 20的 Tris-Hcl， Germall II 作为防腐剂。 

 

不稳定性说明 

TMB HRP 缓冲液应该为无色或呈很浅的蓝色。溶液完全变为蓝色则提示试剂被污染了，应丢弃，禁止使用。 

 

警示 

仅供体外诊断用 

 仅供专业使用。 

 请参照美国健康和人类服务部 (Bethesda,Md,USA) 公布的出版号为(CDC)88-8395 的有关实验室安全  

和其他地区与国家的相应规定。 

 患者标本应视为潜在传染物进行处理。 

 参照当地的废物处理原则进行废物处理。 

 

注意 

用于制备人源试剂的每一个献血员都通过检测，HBsAg、抗 HCV、抗 HIV-1 和抗 HIV-2 抗体均为阴性。

但是没有一种方法能完全排除血清中不存在病原体，因此试剂盒中含人源的组分都应被视作潜在传染源。 

 

标本的收集与处理 

CanAg CA125 EIA 试剂盒用于检测血清标本。静脉穿刺采血，常规分离血清(可室温下静置 20-30 分钟或 

800-1000rpm 离心 10 分钟)。 标本在+ 2℃至+ 8℃可贮存 24 小时，在-70℃可长期保存。冷冻仅限一次。冷

冻标本可在+ 2℃至+ 8℃过夜缓融。检测前将标本恢复到室温。 

 

操作程序 

 

本试剂盒未提供的一些必需品  

 

1. 微板振荡器  

振荡强度应从弱到强。纵向振动约 200 次/分钟, 摆动 700-900 次/分钟。  

  

清洗液 25× 

终止液 
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2. 洗板机 

带有一个真空泵或喷水真空泵和一个回水槽或半自动微孔板清洗，可循环清洗 1次及 6次的自动清洗器。 

如果没有全自动洗板机，推荐 Nunc Immunno-8 手动洗板机。 

 

3. 酶标仪 

波 长620 nm  和/ 或 405 nm, 可读 吸 光度 范 围 0 － 3.0的酶标仪。 

 

4。精密移 液 器 

用 一 次 性 塑 料 吸 头 的 可 移 液  25L ，50 L,100 L 及 1ml 的精密移液器。 最好 使 用 8道的100L 精密移液器，

但非必需。 

 

 5.  蒸 馏 水 或 去 离 子 水  

用于配制清洗液。 

 

操作程序注意事项  

 

1.要完全理解产品说明书，以保证正确使用 CanAg CA125 EIA 试剂盒。试剂盒中提供完整的一套试剂。  

2.检测前试剂应有效的平衡到室温 (20℃至 25℃) 。为保证结果的准确，实验操作应在室温(20℃至 25℃) 

进行检测。冷冻血清化冻后应轻轻摇匀。                    

3.在开始滴加标准液和患者标本前，建议在微孔板条上作记号以便在实验中或实验完成后能清楚的分清每一份

标本。 

4.细心的清洗微孔板是必须的。要确保每孔都完全注满清洗液，抽吸要彻底，抽吸后要使孔底干燥。如果孔中

有残留液体，应将微孔板翻过来在吸水纸上轻轻地拍打。 

  自动洗板机：参照仪器说明进行操作，每步孵育后按要求冲洗所需的次数。 

清洗液不宜长时间滞留于洗板装置中，以免针头堵塞。 

5.用洁净的一次性吸头吸取 TMB HRP 底物液。如果要从试剂瓶中量取 TMB HRP 底物液，使用洁净的容器或一次

性塑料器皿以避免试剂污染。TMB HRP 底物液应是无色或轻微蓝色。蓝色表明试剂已被污染应丢弃。 

6.在处理标本和试剂过程中，要使用正确的加样技术。使移液器的吸头稍高于孔的平面，不要触及微孔板或孔

中的液体，以避免液体从一孔带入另一孔。在加入 TMB HRP 底物液时，正确的加样技术尤为重要。 

   

配制试剂                                                         配制试剂的稳定性 

清洗液                                                    + 2℃至+ 25℃   在密闭容器中 2周 

 

将 50ml 浓缩的清洗液倒入洁净的容器中，加入 1200ml 蒸馏水或去离子水，25 倍稀释后则为所需的清洗

液。 

抗体溶液                                                   + 2℃至+ 8℃    3 周 

 

根据所需要的量配制抗体溶液。每条微孔板所需的量为 50ul 示踪液（HRP 标记的抗 CA125）和 1ml 生物素

标记的抗 CA125 溶液混合。  

板条数                        示踪液，HRP 标记的抗 CA125(ul)           生物素标记的 CA125(ml) 

1                                        50                                     1 

2                                        100                                    2 

3                                        150                                    3 
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4                                        200                                    4 

5                                        250                                    5 

6                                        300                                    6 

7                                        350                                    7 

8                                        400                                    8 

9                                        450                                    9 

10                                       500                                    10 

11                                       550                                    11 

12                                       600                                    12 

 

确保使用洁净的塑料瓶或玻璃瓶配制抗体液。 

替代方法：将示踪液倒入示踪缓冲液小瓶中并轻轻混匀。注意要将示踪液全部倒入示踪缓冲液小瓶中。 

注意：稀释好的示踪液可于+ 2℃至+ 8℃存放 3周。不要配制多于在此期间所能使用的示踪液，并且确保

正确贮存示踪液。 

 

检测流程 

每次均应复孔检测标准液和患者标本。 

每次检测均应绘制标准曲线。 

检测前所有的试剂和血清标本均应平衡至室温（+ 20℃至+ 25℃）。 

 

1． 按照产品说明书准备清洗液及示踪工作液。使用洁净的容器是非常必要的。 

2． 将所需的微孔板条移至板条架上（剩余的未使用的板条放回塑料袋中并密封好）。在 30 分钟内用清洗液

清洗一次微孔板条。 

3． 按照以下的加样方案分别滴加 25ul 的 CA125 标准品（CAL 0,10,40,200,500）, CA125 质控品（C1,C2）及

患者标本（未知浓度－Unk）至微孔中。 

 1 2 3 4 5 6 7etc 

A Cal 0 Cal 500 2
nd
 Unk     

B Cal 0 Cal 500 2
nd
 Unk     

C Cal 10 C1 etc.     

D Cal 10 C1      

E Cal 40 C2      

F Cal 40 C2      

G Cal 200 1
st
 Unk      

H Cal 200 1
st
 Unk      

4. 用 100ul 精密移液器（或 8道 100 ul 精密移液器）吸取 100ul 生物素标记的抗 CA125 抗体加入每一孔中。

精密移液器的吸头要稍高于孔的底端，避免触及塑料微孔或液面。 

5． 微孔板振荡器上室温（+ 20℃至+ 25℃）振荡反应 2小时（±10 分钟）。 

6．温育后将孔内液体吸干，清洗 3次。按照操作程序注意事项中第四步所描述的清洗方法进行。 

7．同步骤 4，每孔中加入 100ul 示踪工作液。 

8．微孔板振荡器上室温（+ 20℃至+ 25℃）振荡反应 1小时（±5分钟）。 

9．温育后将孔内液体吸干，清洗 6次。按照操作程序注意事项中第四步所描述的清洗方法进行。 

10．同步骤 4，每孔中加入 100ulTMB HRP-底物液。加液速度越快越好，从第一孔到最后一孔的加液时间不要
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超过 5分钟。 

11．微孔板振荡器上室温（+ 20℃至+ 25℃）闭光振荡反应 30 分钟（±5分钟）。 

12．立刻在 620nm 的酶标仪上测定吸光度。 

替代方法 

如果实验室的酶标仪不能测定 620nm，可选择以下步骤测定。 

12．加入 100ulHRP 终止液，15分钟内在酶标仪 405nm 测定吸光度。 

 

检测范围 

    CanAg CA125 EIA 检测试剂盒的检测范围为 1.5-500U/ml。如果 CA125 的浓度高于检测范围，推荐采用标 

准品 0稀释标本后再检测。 

 

质量控制 

    建议使用内部质控品以确保每次检测结果的准确性，每个质控品的可接受范围标示在瓶子的标签上。如果 

质控品的值超出了标示的范围，应确认试剂和酶标仪是否正确，并重新试验。推荐实验室建立自己的不同水平 

的血清库作为内部质控品。 

 

参考品 

    由于没有适合于 CA125 抗原的标准的参考品，我公司建立了一套自己的室内质控标准品来标定 CanAg  

CA125 EIA 检测试剂盒中的标准品的值。 

 

结果计算 

    最好使用能进行数据处理的酶标仪。根据 CA125 标准品的浓度建立一个程序。 

推荐采用下列方法之一进行 CA125 自动结果计算：                   

 3 次方拟合曲线法，标准曲线应包括标准品 0（0U/ml）。 

 拟合平滑曲线法，标准液品 0（0U/ml）应作为微孔板的空白对照。  

 点对点内插估算法，标准曲线应包括标准品 0（0U/ml）。  

 二项式拟合曲线法，标准曲线应包括标准品 0（0U/ml）。   

注意:不能采用 4参数或线性回归的计算方法。  

 

手工计算方法：用 CA125 标准品的浓度（U/ml）与其对应的吸光度（A）作标准曲线（见下图）。每个患

者标本中的未知的 CA125 浓度可根据其平均光吸收值就可以从标准曲线上读出。 

如果初次检验标本的 CA125 浓度值高于标准品 500，则需要用标准品 0 按 1/10 和 1/100 进行稀释以期获

得准确的数据。 

最终结果应按下列公式计算： 

1/10 稀释＝50ul 样品＋450ul 样品稀释液   

    1/100 稀释＝50ul 1/10 稀释样品＋450ul 样品稀释液 

未稀释样品中 CA125 的浓度按以下方法计算： 

1/10 稀释：10×测定值 

1/100 稀释：100×测定值 

 

 

检测结果示例 

标 本                      标 准 品 的 值                   吸 光 度 均 值 (A)                   
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CA125(U/ml) 

 

                           0U/ml                         0.047 

 

                           10U/ml                        0.116 

 

                           40U/ml                        0.298 

 

                           200U/ml                       1.269 

 

                           500U/ml                       2.218 

 

标本 1                                                    0.490                      69.8 

标本 2                                                    1.650                      325 

 

 

                              

                                图例（不要根据此曲线计算检测结果） 

 

检测的局限性 

CA125 的水平不能用作恶性疾病的存在与否的绝对证据，也不能应用于癌症的筛查。在患者的诊断与治疗

中，CA125 的检测结果可以联合其它诊断检测手段，它不能取代任何已存在的临床检查。 

尽管试剂盒中的缓冲液含有特异性封闭剂，但是患者标本中的抗-试剂抗体(人抗鼠抗体或嗜异性抗体) 可

能会干扰检测。 

 

检测结果的期望值 

检测 100 例健康女性献血员，检测平均值为 14.7 U/ml,标准偏差为 7.7。中间值为 13.1 U/ml,检测范围

为 5.06－47.9 U/ml 对于正常检测值范围的最低值和最高值，其置信区间按照 IFCC 推荐的非参数方法统计获

得。参考值的区间涵盖了其中间 95％的部分，因此参考范围按照 2.5％（低值）和 97.5％（高值）为分界点，

该范围在参考值分布的两个尾端各去除了 2.5％，非参数方法统计： 

 

分界点 参考范围(U/ml) 

CAL CA125 0 

CAL 

CAL 

CAL 

CAL 

CA125 

CA125 

CA125 

CA125 

10

 0 
 

40

 0 
 

200

 0 
 

500

 0 
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2.5
th
(低值) 5 

97.5
 th 

(高值) 39 

    

96％的健康女性的检测值低于 35U/ml. 

考虑到当地的环境因素如饮食，气候，居住条件及患者的选择等，建议每一个实验室建立自己的正常参考

范围。同时，我们也应该建立这样的概念就是每一个患者自身的基线结果为标志物结果的解释提供了最重要的

参考点(6)。 

  

检测特征 

剂量反应和精密度图 

下图为 CanAg CA125 EIA 试剂盒的典型标准曲线和精密度图。精密度图是在一块微孔板上用标准品随机加

样重复 11次所获得的结果。 

                        

                                

精密度 

总精密度是按照NCCLS指南 EP5-A
(8)
 要求，采用4份冷冻人血清标本,其中含有预先加入不同浓度的CA125

抗原。每份标本复孔随机加样，在 10 天内每天 2次进行检测。 

总精密度的检测由不少于 3 位技师，使用 10个不同批号的试剂盒在 8个月内按此方法进行检测。 

 

标本      重复次数       均值      同一批号的      同一批号的      不同天的        不同天的 

                         U/ml      标准差(U/ml)    重复性%         标准差(U/ml)     重复性% 

CA1251        40          16.8        0.74          4.4             0.53             3.1 

CA1252        40          75.7        3.26          4.3             2.42             3.2 

CA1253        40          201         8.55          4.3             7.58             3.8 

CA1254        40          392         11.4          2.9             15.5             4.0 

 

检测范围 

CanAg CA125 EIA 试剂盒的检测范围为＜1.5U/ml。检测范围的定义是根据 CA125 标准品 0 的平均吸光度

值所对应的浓度值,加上 2倍标准偏差计算所得。计算公式为： x +2×SD  

 

回收率 

将不同浓度的 CA125 抗原加入到正常人血清中，通过检测计算回收率。抗原的回收率范围为 100±15％。 
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倒钩效应 

CA125 浓度达到 50000U/ml 时无倒钩效应。注意：高浓度的标本，在底物反应的颜色将由蓝色变为绿色（在

浓度极高的标本中甚至变为黄色），这将导致 620nm 波长的吸光度值为错误的低吸光度值。浓度极高的标本，

其吸光度值将落到标准曲线以外，就像倒钩效应一样。 

 

线性 

用 CA125 标准品 0系列稀释病人标本后进行检测，检测值为期望值的 100±15％。 

 

特异性 

CanAg CA125 EIA 试剂盒是建立在两株鼠单克隆抗体的基础上，Ov197 和 Ov185，它们直接结合 CA125 抗

原蛋白核心的两个独立位点（4）。NCCLS 指南 EP7-P（8）罗列了可能引起干扰的物质。在相应浓度下的该物

质对实验检测未见干扰。 

 

                                                          相应浓度（±10％）未见干扰 

脂血(Intralipid®)                                             4mg/ml       

未结合的胆红素                                                0.6mg/ml 

血色素                                                        5mg/ml 

   

质量保证说明 

    根据实验操作程序获得实验数据。Fujirebio Diagnostics 公司不建议对实验操作步骤作任何修改。任何

修改都有可能影响实验结果。对此 Fujirebio Diagnostics 公司将不承诺对商品稳定性和适应性的保证。                                                                  
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产品标准：YZB/CanAg-008-2007 

进口注册证号：S20030024 

CanAg® 是 CanAg  Diagnostics 的注册商标 

Fujirebio Diagnostics AB 

Majnabbe Terminal  

SE-414 55 Gothenburg, 

Sweden 

电话： + 46 31－85 70 30                       

传真： + 46 31－85 70 40 

info@canag.com 

www.canag.com 

 

CanAg CA125 EIA 实验操作流程 

产品编号：400-10   

mailto:info@canag.com


    

 

 

 

 
北京代表处：北京建国门外永安东里 8 号华彬国际大厦 1010 室，100022                  电话：010 8528 8156/57/58  传真：010 8528 8382 

中国市场产品支持专线：８００ ８１０ １５３１                                    网址：www.canag.com.cn 

11  

 

使用前请将试剂混匀。请按操作说明书中描述的振荡温育条件进行操作。 

步骤 瓶/板 操作程序 

1．清洗液的制备  

 

 

将 50ml 的浓缩清洗液稀释于 1200ml 蒸馏水或去离子水。 

示踪工作液的制备  

 

 

 

 

每一板条需将 50ul 示踪液（HRP 标记的抗 CA125）与 1ml 生物

素标记的抗 CA125 混匀。 

板条数      HRP 标记的抗 CA125     生物素标记的抗 

CA125  

                 (uL)                    (mL) 

1                50                      1 

2                100                     2 

3                150                     3 

4                200                     4 

5                250                     5 

6                300                     6 

7                350                     7 

8                400                     8 

9                450                     9 

10               500                     10 

11               550                     11 

12               600                     12 
 

2．清洗  

 

用清洗液清洗微孔板 1 次 

3．加样：标准品，质控品和

标本 

 

 

0,10,40,200,500 

25uL/孔 

4．加样：生物素抗－CA125 ANTIBODY SOLUTION 100uL/孔 

5．温育  

 

室温，振荡温育 2 小时。 

6．清洗  

 

用清洗液清洗微孔板 3 次。 

7．加样：示踪工作液 TRACERWORKINGSOLUTION 100 uL/孔 

8．温育 

 

 室温，振荡温育 1 小时。 

9．清洗  

 

用清洗液清洗微孔板 6 次。 

10．加样：TMB HRP 底物  

 

100uL/孔 

11．温育  

 

室温，振荡温育 30 分钟。 

WASHBU

F 

25× 

CONJ Anti-CA125 

DIL CONJ 

MICROPLA 

CAL CA125 

MICROPLA 

MICROPLA 

SUBS TMB 

MICROPLA 

MICROPLA 

MICROPLA 
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12．读值  

 

620nm 

替代方法 

12．加样：终止液  

 

100uL/孔 

13．温育  

 

室温，振荡温育 1 分钟。 

14．读值  

 

405nm，15 分钟内读值。 

                   

MICROPLA 

STOP 

MICROPLA 

MICROPLA 


