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ABSTRACT
Purpose: CA 19-9 is the most widely used tumor marker for the diagnosis of digestive system tumor, especially pancreatic and 
biliary tract cancer. This study was conducted to improve the result value near reference range by comparing the reagents of CA 19-9 
one step method and two step method. In addition, it was intended to establish a standard for selecting reagents. Material and 
Methods: 120 patients who visited the National Cancer Center in 2023 were selected as subjects for this study. The reagents used 
in the study were CA 19-9 IRMA kits (Shinjin, Korea) and three types of reagents were compared. Two step method reagent that is 
currently being used (A), one step method reagent (B) and two step method reagent improved by request (C) were compared and 
regression analysis was performed on their data. And we also performed recovery test, linearity test and hook effect test for each 
reagent. Result: There were 46 cases of reagent B in which the concentration value was lower than the result measured in reagent 
A that was previously used, and 77 cases of reagent C. As a result of regression analysis of reagents A, B, and C, the coefficients of 
determination of reagents A and B, reagents A and C, and reagents B and C were 0.653, 0.577, and 0.875. In the recovery rate test and 
the linearity test, the results of all reagents were good, and in the hook effect test, reagent B showed a hook effect at a low value. 
Conclusion: The improved reagent C appears to have been improved based on the concentration value of reagent B, which the 
manufacturer judged to be more stable at low concentrations. The hook effect in reagent B can be a fatal reason for disqualification 
when selecting reagents in general patient samples which high-concentration samples appear frequently. The first improved reagent 
C will be able to be used once it is confirmed that it has more stability for various concentration values.
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서론
CA 19-9((Carbohydrate antigen 19-9)는 소화기계 종양, 특히 췌장암과 담도암 진단에 가장 널리 사용되고 있는 종양표지자이다[1]. 본
원 핵의학과에서는 종양의 진단 및 항암치료의 예후를 추적하는데 사용하고 있으며 암 예방 차원의 개인건강검진 항목으로도 많이 사
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용하고 있다. 그런데 최근 들어서 검사 결과값의 이상 소견을 문의하는 전화가 급격하게 늘어났다. 검사건수의 비중이 높은 간담도
췌장암센터와 건강검진센터 두 곳에서 주로 문의가 있었으며 대부분 2022년 12월부터 2023년 4월까지 검사된 결과값이 참고범위
(0 – 37) U/mL 보다 다소 높다고 하는 내용이었다. 일반 환자는 단순비교가 어려웠으나 건강검진센터 환자의 통계 결과는 명확하게 

이상결과 빈도수가 높음을 보여주고 있었다. 해당 기간 건강검진센터의 CA19-9 양성 건수의 비율은 다른 기간의 평균에 비하여 두 

배 이상 높았다(Fig. 1). 우리는 문제의 심각성을 인지하고 원인 파악을 시도하였으나 본원 실험실 및 제조사측 모두 결과값이 높게 

나오는 것에 대한 특별한 이유를 찾지 못하였다. 이러한 현상이 단지 일시적 현상이었던 것인지 아니면 시약의 지속적인 품질저하 

때문인지에 대한 원인을 찾으려 하였고 동시에 시약 개선의 필요성을 느껴 제조사에 1차 시약 개선을 요청하였다. 그리고 얼마 후 

기존 시약을 바탕으로 개선된 시약의 평가용 제품이 본원에 도착하였다. 그래서, 본 연구는 이러한 배경을 바탕으로 시약 비교실험
을 진행하기로 결정하였고 아무런 이유 없이 정상범위를 벗어나는 값에 대한 원인을 찾고자 하였다. 더불어 그 결과를 바탕으로 CA 

19-9 진단 시약 선정에 대한 새로운 기준을 마련하고자 하였다.

Fig. 1. This chart shows that the number of CA 19-9 positive cases in health care center from December 2022 to April 
2023 is higher than the overall average. *The cut-off for positivity of serum CA 19-9 was 37 U/mL.

대상 및 방법

1. 연구 대상
2023년 8월부터 9월까지 본원에 내원한 외래 및 입원환자 중 CA 19-9 검사를 시행한 120명을 대상으로 하였다.

2. 사용 시약 및 장비
연구에 사용된 시약은 모두 신진메딕스사에서 제조한 CA19-9 IRMA (Shinjin, Korea) 시약을 이용하여 진행하였다. 기존에 사용하
고 있는 two step 시약(시약A), one step 시약(시약B), 그리고 본원 요청에 의해서 개선된 two step 시약(시약C)의 결과값들을 이용하
여 데이터 분석을 시행하였다. 시약 A, B, C의 실험에 필요한 검체량은 각각 50 μL, 25 μL, 50 μL였으며, 시약 A와 C는 반응시간이 각 

30분씩 two step 방식으로 진행되었고, 시약B의 반응시간은 총 45분의 one step 방식으로 진행되었다(Table 1). 실험에 사용된 분주기
는 Freedom evo(Tecan, Switzerland)를 사용하였고, 감마카운터는 Dream Gamma10(Shinjin, Korea)를 이용하여 측정하였다.
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3. 비교실험 및 분석방법

1) 상관성 비교

세 종류 시약에 대한 상관성을 비교하기 위하여 회귀분석을 시행하였다. 분석 대상은 본원 결과 보고 기준에 맞춰 검체 희석이 필
요하지 않은 (0 – 120) U/mL 범위내의 검체 94건을 사용하였다. 통계에 사용된 프로그램은 STATA17을 사용하였고 회귀식과 결정계
수(R2)를 구하여 비교하였다. 결정계수는 1에 가까울수록 상관관계가 좋다고 판단하였다.

2) 회수율 시험

저, 중, 고농도의 검체에 각 시약의 1번, 2번, 3번 표준액을 1:1로 섞은 후 농도를 계산하였다. 회수율은 다음의 식으로 구하였고 

90~110%를 유효 범위로 정하였다.

회수율(%)=측정값/기대값 X100

3) 직선성 시험

표준물질의 최고 농도와 근접한 수치의 검체를 선정해서 계단 희석을 하여 결과값이 희석배율을 잘 반영하여 직선성을 나타내는
지 각 시약 별로 비교하였다. 희석은 시약 내 동봉된 희석액을 사용하였고 1배, 2배, 4배, 8배, 16배, 32배, 64배, 128배, 256배까지 계
단 희석을 하였다.

4) 고농도 후크 효과 확인시험

고농도의 검체 24개를 선정하여 희석시험을 진행하였고 후크 효과가 나타나는지 테스트하였다. 10배에서 1000배까지 계단 희석
을 하였고 결과값을 각각 비교 분석하였다.

5) 결과값과 소화기계 종양 진단과의 일치도 비교

CA19-9의 결과값이 소화기계 종양 진단여부와 얼마나 일치하는지 간접적으로 확인해 보기 위하여 소화기계 악성종양 진단 여부
와 비교 분석을 진행하였다. 참고범위 37 U/mL을 넘은 환자 중 소화기계 악성종양 진단을 받지 않은 경우의 건수와 진단을 받은 적
이 있으나 참고범위 이하의 결과가 나온 경우의 건수를 시약 별로 분석하였다. 비교 대상은 시약A 결과값 기준으로 양성 보고가 된 

110명과 음성보고가 된 10명을 확인하였다.

Table 1. Comparison of assay procedure
A (two-step) B (one-step) C (Improved two-step)

Calibrator, Control, Sample 50 μL 25 μL 50 μL
Diluent 50 μL - 50 μL
1st Incubation 30 min. - 30 min.
1st Washing D.W 3mL twice - D.W 3mL twice
Tracer 50 μL 50 μL 50 μL
Buffer 50 μL 50 μL 50 μL
2nd Incubation 30 min. 45 min. 30 min.
2nd Washing D.W 3mL twice D.W 3mL twice D.W 3mL twice
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결과
기존에 사용하던 시약A에서 측정된 값보다 농도가 낮아진 경우는 시약B에서는 46건, 시약C에서는 77건이었다. 세 종류의 시약
에 대한 회귀분석결과 결정계수(R2)는 시약A와 시약B 사이에서 0.653, 시약A와 시약C 사이에서는 0.577, 시약B와 시약C 사이에서
는 0.875로 나타났다(Fig. 2). 회수율 시험에서는 유효범위 100±10(%)의 범위를 벗어난 경우는 시약 A, B, C에서 5건, 1건, 5건이 있
었다(Table 2). 직선성 시험은 모든 시약에서 5 U/mL에서 150 U/mL까지는 양호한 직선성을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 24개의 고농도 

검체를 이용하여 후크 효과시험을 진행했을 때 시약A와 C에서는 모두 문제없이 결과보고가 가능하였으나 시약B에서는 2개의 검
체에서 1배 결과값이 145 U/mL, 95.8 U/mL 값을 보이고 10배에서 100배까지 >240 U/mL, 1000배에서 34.8 U/mL, 95.4 U/mL으로 측
정됨으로써 전형적인 후크 효과를 확인할 수 있었다(Table 3). 시약A에서 참고범위를 벗어나는 결과를 보였던 검체 110건 중 시약B

에서 18건, 시약C에서 47건이 참고범위 안으로 들어오는 결과값을 보였다. 소화기계 종양 진단 여부를 확인한 결과, 참고범위를 벗
어난 시약A 110건, 시약B 91건, 시약C 63건의 검체 중 진단 결과와 일치하지 않는 위양성이라고 생각되어지는 경우는 시약A, B C에
서 24건(21.8%), 13건(14.3%), 4건(6.3%)이었으며, 참고범위 안의 결과값을 보인 시약A 10건, 시약B 29건, 시약C 57건의 검체 중 위음
성이라고 생각되어지는 경우는 시약A, B, C에서 0건(0%), 8건(27.6%), 27건(47.4%)이었다(Table 4).
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Fig. 2. These graphs show the correlation between each reagent.

Table 2. The result of recovery rate 
Samples Reagent A Reagent B Reagent C

Expected 
value 

(U/mL)

Measured 
value 

(U/mL)

Recovery 
rate (%)

Expected 
value 

(U/mL)

Measured 
value 

(U/mL)

Recovery 
rate (%)

Expected 
value 

(U/mL)

Measured 
value 

(U/mL)

Recovery 
rate (%)

Low 1 18.7 19.8 105.9 16.2 17.1 105.6 15.1 18.4 121.9
2 27.4 25.8 94.2 23.6 21.5 91.1 19.2 19.1 99.5
3 41 54.8 133.7 51.7 49.9 96.5 43.7 40.9 93.6

Mid. 1 26.2 25.6 97.7 23.7 22.1 93.2 22.6 20.4 90.3
2 34.9 31.1 89.1 31.1 31.4 101.0 26.7 22.5 84.3
3 48.6 55.5 114.2 59.2 62.4 105.4 51.2 46.3 90.4

High 1 41.2 34.8 84.5 38.7 36.8 95.1 37.6 31.4 83.5
2 49.9 44.1 88.4 46.1 45.7 99.1 51.2 41.2 80.5
3 63.6 61.5 96.7 74.2 62.5 84.2 66.2 50.8 76.7

The concentrations of calibrators 1, 2, and 3 used in the recovery test were 15, 30, and 60(U/mL).  

Fig. 3. This is the linearity test result of each reagent.
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Table 3. The results of hook effect test
Sample number Real value (U/mL) Dilution factor Reagent A Reagent B Reagent C

Results (U/mL) Results (U/mL) Results (U/mL)
23 27900 1 >240 145 >240

10 >240 >240 >240
100 >240 >240 >240

1000 27.9 34.8 31.5
24 47500 1 >240 95.8 >240

10 >240 >240 >240
100 >240 >240 >240

1000 47.5 95.4 110

Table 4. Comparison of results accuracy
Cases Reagent A Reagent B Reagent C
Reversed cases from positive* to negative** 0 18 47
Number of cases with not a history of malignant tumor diagnosis in positive samples 24(21.8%) 13(14.3%) 4(6.3%)
Number of cases with a history of malignant tumor diagnosis in negative samples 0(0%) 8(27.6%) 27(47.4%)
Values are presented with numbers of subjects. 
*CA 19-9 result is higher than 37 U/mL: Positive
**CA 19-9 result is lower than 37 U/mL: Negative

고찰 및 결론
시약의 비교실험 결과 각 시약 간의 상관성은 시약A와 B, 시약A와 C보다는 시약B와 C의 상관성이 좋았다. 이것은 제조사에서 시
약C를 제조 시에 시약B와 같은 원료물질을 사용하였기 때문이라 판단된다. 회수율 시험은 시약 A, B에서 양호한 결과값이 나온 것
에 반하여 시약C의 회수율은 다소 낮게 나온 측면이 있었다. 이러한 결과는 시약C의 표준물질이 아직 완전치 않음을 간접적으로 보
여주는 것이며 이것은 시약C의 측정값이 전반적으로 낮게 나오는 것과 연관이 있다고 생각해 볼 수 있다. 검사시약을 교체하게 되
면 기존 시약과 새로운 시약의 결과값이 어느 정도 차이가 나는지 상관성을 확인하는 것이 가장 우선순위이다[2]. 아무리 품질이 좋
은 시약이더라도 기존 시약과의 일관성이 어느 정도 재현되지 않는다면 채택하기 부담스럽기 때문이다. 그런 관점에서 볼 때 본 연
구의 결과는 많은 아쉬움이 들게 한다. 먼저 시약A에 비해 시약 B, C에서 참고범위를 벗어나는 경우는 확실히 감소하였다(Table 4). 

물론 본 실험의 목적이 참고범위를 살짝 벗어나는 위양성이라고 생각되는 값들을 줄이고자 하는 데서 시작된 것을 생각하면 의미 

있는 결과일 수도 있다. 하지만 개선된 시약C에서 전체적으로 농도값이 낮아지면서 위음성이라고 생각되는 값들이 증가한 것도 확
인할 수 있었다. 그것은 제조사에서 시약의 1차 개선 시 임상 데이터를 고려하지 못 한 채 단순히 표준물질의 농도 값을 낮게 설정하
였기 때문에 음성의 비율이 전체적으로 늘어난 것이 아닌가 생각해볼 수 있다. 기존 시약인 시약A 대비 시약C의 결과값은 총 94건 

중 77건(81.9%)이 낮게 측정되었고, 전체 결과값의 평균 역시 16% 낮았다. 이러한 결과들로 미루어 보아 개선된 시약C는 시약A와
의 측정 결과값에 대한 차이가 있다고 볼 수 있으며 아직 완성형 단계에 미치지 못하였다고 판단된다. 또한, one step 방식을 사용하
는 시약B는 고농도에서 후크 효과가 발생하는 것을 확인하였기 때문에 고농도 값이 많은 본원에서 사용하기에는 불가능하다고 판
단된다. 비교실험 결과 시약B와 시약C를 본원에서 구입하여 사용하는 데는 무리가 있어 보인다. 아직 시약 개발이 완전하게 끝난 

것이 아니기 때문에 본 연구를 바탕으로 시약의 개선이 지속적으로 진행된다면 본원 외래 및 입원 환자의 진단용으로 사용이 가능
할 것이다. 시약B는 상대적으로 사용이 편리하고 검사결과 보고 시간도 빠르다는 장점이 있기 때문에 상대적으로 고농도 값의 검
체가 적은 건강검진 센터 전용으로는 선택적으로 사용이 가능할 것이라 사료된다.
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