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目的
!

在肠道病毒
!"
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$重组外壳蛋白
./"

的基础上建立以化学发光为基础的
#

$

%

抗体检

测技术!并与普通
0%1

显色酶联免疫吸附法比较!评价其临床应用前景%方法
!

采用抗
#

$
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单克隆抗体及辣根酶

标记的重组
./"

抗原!在此基础上建立
-.!"2#

$

%

捕获法化学发光检测技术!并对比化学发光检测技术与普通酶

联检测技术在
3*

份
-.!"

抗体阳性和
4(

份阴性血清中的反应情况%结果
!

化学发光法&普通酶联免疫吸附法&市

售
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检测试剂分别能与
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抗体阳性血清发生阳性反应!灵敏度分别为
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和
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#化学发光法灵敏度显著高于其他两种!差异有统计学意义"
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种检测方法与阴性血清

均无阳性反应%结论
!

在
-.!"2./"

重组抗原的基础上建立的
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捕获法化学发光检测技术具有很高的灵

敏度!并有很好的临床应用前景%
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肠道病毒
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型$
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&感染在临床上主要

引起患者手足口病$

?;CE

#

I77:;CEA7B:?E>98;98

#

OP%Q

&#主

要感染对象为
*

岁以下的幼儿)

"

*

+成年人亦可感染#并在同一

家庭成员内部传播#但临床症状不明显+这种亚临床感染或隐

性感染也是
-.!"

快速传播的又一个重要途径)

&

*

+

-.!"

型为小
RS6

病毒科肠道病毒属#病毒基因组为单

股正链
RS6

#编码
./"

,

./&

,

./4

,

./3

四个病毒衣壳蛋白#

除
./3

包埋在病毒粒子外壳的内侧与病毒核心紧密连接以

外#其他
4

种结构蛋白均暴露在病毒颗粒的表面#抗原决定簇

基本上位于
./"

!

./4

上)
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等)
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*曾用
-.!"

的
./"

基

因的原核表达产物作为抗原#以间接酶联免疫吸附$

-J#K6

&法

建立了相应的
-.!"2#

$
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检测试剂#初步证实重组蛋白
./"

抗原在制备
-.!"2-J#K6

诊断试剂中的重要地位+本研究在

前期
-.!"2./"

重组抗原的基础上#采用
#

$

%

捕获法建立

-.!"2#

$

%

捕获法的化学发光检测技术#并与普通
-J#K6

进

行比较#评价化学发光检测技术在
-.!"2#

$

%

检测中的应用

前景+
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材料与方法

$'$

!

材料

$'$'$

!

标本来源
!

3*

份血清样本为临床检测
-.!"RS6

阳

性#

4(

份阴性样本来自于健康献血员+

$'$'/

!

试剂与仪器
!

-.!"2./"

重组抗原由军事医学科学院

基础医学研究所制备%抗
#

$

%

单克隆抗体购自天津
1>7:8@?2

C7=7

$

>89

公司%辣根过氧化物酶$

?7F98F;E>9?

H
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#

OR/

&

购自美国
K>

$

A;

公司%化学发光底物鲁米诺购于
%>==>

H

7F8

公

司+化学发光仪为
/-

公司生产的
/8FM>C-=A8F&(4(AB=:>=;2

<8=F8;E8F

#
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测定仪为
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方法

$'/'$
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抗原标记
!

取
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溶于
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"
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O*'+

醋酸盐缓冲液
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"

J
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3

('&* AJ

%混匀#

3 V 4( A>C

+加入
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乙 二 醇

('*AJ

#混匀#室温放置
4(A>C

+加入待标记抗原
*

!
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检验医学与临床
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用
"'(A7=

"

J

H

O,'*N1K

调
H

O

至
,'(

#混匀+
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('"AJ
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后用
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磷酸盐缓冲液$
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&透析#
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过夜+加入适量中性甘

油后小量分装#

Y&(V

保存+
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抗
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捕获法的化学发光检测
!

('(*A7=
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碳酸盐缓冲液将抗人
#

$
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单克隆抗体包被
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"

J/1K2('*5 0L88C&(

洗板

&

次#加
&5

牛血清蛋白$

1K6

&#封闭
3?

#弃封闭液拍干+每

孔加入
"(

$

J

待测样品#

,(

$

J

辣根酶标记的
-.!"2./"

抗原

4!V4(A>C

#弃液#洗板
*

次拍干+加入鲁米诺反应
6

,
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液

各
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$

J

#
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后由
/8FM>C-=A8F&(4(AB=:>=;<8=F8;E8F

检测

发光值
RJZ

#以
4(

份阴性样本进行
NB:7II

$

NU

&设定#

NB:7II

值
[M\4?

#样本发光值
K

"

NU

%

&

判断为阳性+

$'/''

!

抗
-.!"2#

$

%

捕获法的普通
-J#K6

检测
!

步骤同

"'&'&

#最后显色换成
0%1

显色液!

6

和
1

液各
*(

$

J

#

4!V

避光显色
"(A>C

#每孔加入终止液
*(

$

J

#用酶标仪读取
3*(

CA

吸光值#以
4(

份阴性样本进行
NB:7II

$

NU

&设定#

NU

值
[

M\4?

#当样本吸光值
K

"

NU

%

&

判断为阳性+市售
-.!"2#

$

%

检测试剂$商品化试剂&检测参照说明书进行操作+

$''

!

统计学处理
!

采用
!

& 检验进行统计分析+

/

!

结
!!

果

/'$

!

化学发光法,普通
-J#K6

法和商品化试剂与阴性样本的

反应及
NU

的确定
!

普通
-J#K6

法与
4(

份阴性血清反应的

均值为
('(*

#标准差
?

为
('((!!

#

NU

值定为
('(!4

#

K

"

NU

%

&

判断为阳性%而化学发光法与
4(

份阴性血清反应的均值为

"****RJZ

#标准差
?

为
3&3*

#

NU

值定为
&)&,(

#

K

"

NU

%

&

判断为阳性%商品化试剂的
NU

依照试剂说明书为
('"*(

#当样

本
K

"

NU

%

"

判断为阳性+结果显示
4

种方法与
4(

份阴性血

清均无反应#特异性为
"((5

+

/'/

!

4

种方法检测灵敏度比较
!

采用健康人血清对同一

-.!"

抗体阳性样品进行倍比稀释#稀释度由
"]&((

稀释至

"]"(&3((

#然后采用
4

种方法检测各种稀释度的样本#见

表
"

+

表
"

!!
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种方法灵敏度比较

稀释倍数
K
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\

表示阳性%

Y

表示阴性+

!!

普通
-J#K6

法及商品化试剂均在样本
"]"&)((

稀释后

检测为阴性#而化学发光法在样本
"]*"&((

稀释后依然检测

为阳性#显示出化学发光法具有较高的灵敏度+

/''

!

4

种方法与阳性样本的反应结果
!

采用化学发光法,普

通
-J#K6

法及商品化试剂与
3*

份阳性标本的
-.!"2#

$

%

抗

体反应结果见表
&

+

表
&

!!

4

种方法检测结果比较&

(

'

5

()

方法 阳性 阴性

化学发光法
4)

$

)3'3

&

!

$

"*'+

&

普通
-J#K6 ",

$

3&'&

&

&+

$

*!')

&

商品化试剂
&+

$

*!')

&

",

$

3&'&

&

!!

化学发光检测敏感度最高#为
)3'35

#而普通
-J#K6

法

检出率最低#为
3&'&5

#差异有统计学意义$

!

$

('(*

&+

'

!

讨
!!

论

-.!"

的早期诊断对后期疾病的防治工作意义重大+尽

管
RS6

检测已经研制成功#但该方法操作复杂#且价格昂贵#

难以在基层推广应用)

*

*

+同时#由于
-.!"

隐性感染的存在#

仅凭
RS6

阳性往往不能确定患者是否为近期发病+相比之

下#

-J#K6

检测简单,价格低廉#且是
-.!"2#

$

%

是急性感染

的重要标记物#具有更广泛的应用价值)

+

*

+目前#商品化

-.!"2#

$

%

检测试剂中所采用的抗原均为灭活的
-.!"

全病

毒颗粒#能在发病的第
&

天即可检测出
#

$

%

抗体的存在)

!

*

+

但以重组抗原为基础研制试剂#通过工艺及方法学的优化#完

全可达到灭活
-.!"

全病毒颗粒抗原的性能#而在生产及操作

等方面具有明显的优势+

研究显示#

-.!"

的抗原表位主要位于
./"

,

./&

,

./4

#

K?>?

等)

3

*证实了重组
./"

抗原在制备
-.!"2-J#K6

诊断试

剂中的重要作用+本研究所采用的以重组
./"

建立的普通

-J#K6-.!"2#

$

%

检测技术#与商品化试剂具有相同的最高稀

释倍数#提示两者对
./"

抗体的检测灵敏度是相同的+但建

立在以重组
./"

抗原为基础的
-J#K6

技术#在
-.!"

阳性血

清中的检出率显著低于以全病毒颗粒为基础的商品化试剂#这

一结果提示#采用多种
-.!"

重组抗原联合对
-.!"2#

$

%

抗体

进行检测可能显著提高对
-.!"

阳性血清的检出率+

近年来#鲁米诺及其发光信号增强剂的使用进一步提高了

化学发光检测的灵敏度和可操作性#已广泛应用于医学免疫学

检测领域)

)

*

+本研究结果显示#化学发光技术除了具有很好的

特异性外#灵敏度也显著高于普通
-J#K6

法+在采用相同的

重组
./"

抗原的基础上#化学发光检测
-.!"2#

$

%

抗体的检

出率得到明显提高+但与商品化试剂反应的模式并不相同$结

果未显示&#具有一定的互补性#分析可能与采用的抗原不同有

关+提示采用多表位抗原标记
OR/

#特异的抗
$

链单克隆抗

体作为捕获抗体#结合化学发光技术建立
-.!"2#

$

%

抗体捕获

检测技术#可进一步提高特异性和灵敏度#并具有很好的临床

应用前景+
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/

!

结
!!

果

/'$

!

入院时
)(

例
JR0#

患者
/N0

为$

"'"!,b('3,(

&

C

$

"

AJ

#

?92NR/

为$

"4'("+b!'*,(

&

A

$

"

J

#与
JR0#

均有一定的相关

性$

H[('43&

#

!

$

('("

&+

/'/

!

入院时患者
/N0

的阳性率
)*'(5

#高于
?92NR/

的阳性

率
"!'*5

#

/N0

的灵敏度$

)*'(5

&与
?92NR/

$

)&'*5

&相似#

但特异度$

,('(5

&明显高于
?92NR/

#说明在反映老年患者下

呼吸道感染时
/N0

明显优于
?92NR/

+见表
"

,

&

+

表
"

!

/N0

与
?92NR/

的阳性率比较'

(

(

?92NR/

/N0

\ Y

合计

\ "( 3 "3

Y *) ) ++

合计
+) "& )(

!!

注!

/N0

阳性率为
)*'(5

#

?92NR/

阳性率为
"!'*5

#经配对
!

&检

验#

!

&

[3!'(4&

#

!

$

('("

+

\

表示阳性#

Y

表示阴性+

表
&

!

/N0

*

?92NR/

的灵敏度及特异度比较

检测项目 检测结果
金标准$

(

&

患者 对照
灵敏度$

5

& 特异度$

5

&

/N0

\

$

%

[('*

&

Y

+)

"&

+

*3

)*'( ,('(

?92NR/

\

$

%

[4'(

&

Y

++

"3

4"

&,

)&'* 3)'4

!!

注!经配对
!

&检验#

/N0

与
?92NR/

的灵敏度差异无统计学意义

$

!

&

[('")3

#

![('++)

&%

/N0

的特异度高于
?92NR/

$

!

$

('("

&+

\

表

示阳性#

Y

表示阴性+

'

!

讨
!!

论

/N0

是
",,&

年发现的人类降钙素的前体物质#含
""+

个

氨基酸的蛋白质#相对分子质量
"4d"(

4

#不受体内激素水平

的影响#体内半衰期为
&*

!

4(?

)

3

*

#这就为临床采血提供了良

好时机+

/N0

在健康人血清中水平极低#几乎检测不到+全

身细菌感染时#内毒素或细胞因子抑制
/N0

分解成降钙素释

放入血#使血中
/N0

增高)

*

*

+

/N0

水平
&?

开始升高#

+

!

"&?

明显超过正常#

&3?

达高峰#是近年来发现的一种新的炎

性指标+作为传统的炎性指标#

N

反应蛋白$

N2F8;@:>G8

H

F72

:8>C

#

NR/

&是肝脏合成的一种急性时相反应蛋白#其合成与致

炎症细胞因子有着密切的关系#是一种非特异性免疫应答组

分+在炎症开始数小时就升高#

3)?

即可达高峰#随病变消

退#组织结构和功能的恢复降至正常水平+除细菌感染外#病

毒感染,急性排异反应,心血管系统疾病及手术都可引起
NR/

的升高#因而对感染缺乏特异性)

+

*

+近年相继采用胶乳增强免

疫比浊法等技术大大提高了
NR/

的灵敏度#在低浓度
NR/

$

('"*

!

"(A

$

"

J

&测定范围内有很高的准确度+用这些方法

进行
NR/

测定称为高敏感
NR/

#即简称为
?92NR/

)

!

*

+本研究

探讨了血清
/N0

与
?92NR/

检测在
JR0#

患者中的临床意义#

发现入院的
JR0#

患者#

/N0

和
?92NR/

检测值显著相关#提

示二者 均 是 检 测 感 染 的 良 好 指 标#

/N0

指 标 的 灵 敏 度

$

)*'(5

&与
?92NR/

$

)&'*5

&相似#但特异度$

,('(5

&明显高

于
?92NR/

#说明在反映
JR0#

时
/N0

明显优于
?92NR/

+
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