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ＳＥＬＥＸ适配子抗体检测在结核病早期诊断中的应用研究
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　　摘　要：目的　用ＳＥＬＥＸ技术筛选结核杆菌特异性分子的标志物的适体，建立酶联寡核甘酸吸附试验方法检测结核菌ＳＥＬ

ＥＸ适配子抗体，探讨ＳＥＬＥＸ适配子抗体检测在结核病早期诊断中的应用价值。方法　将临床确诊的肺结核病４８３例与对照组

４４６例标本同步接受结核杆菌ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体寡核苷酸酶联免疫法检测，将测定结果与金标判定的结果进行比较。结果

　活动性结核患者用寡核苷酸酶联免疫法检测ＳＥＬＥＸ适配子抗体总的敏感度为５９．６％，其中菌阳肺结核敏感度为８３．８％，菌阴

肺结核敏感度为４８．１％，肺外结核的敏感度为６４．７％（犘＜０．０５），诊断结核病的总的特异度为９４．４％，在非结核呼吸系统疾病中

特异度为９５．２％，在健康人群组中特异度为９４．０％。结论　酶联寡核苷酸吸附试验检测法操作简便、快速，灵敏性高、特异性好，

对结核病的早期诊断有着较高的参考价值。
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　　自发现结核分枝杆菌以来，人类对结核病的发病机制、药

物治疗、诊断方法的研究取得了很大的进展，但现有实验室诊

断方法难以满足临床需要［１］。为了探寻快速、灵敏度高、实用

的结核病血清学诊断方法，同济大学附属上海市肺科医院承担

了国家科技重大专项２００８ＺＸ１０００３００３“结核病药敏及快速诊

断技术和产品的研究”的科研课题，本院是协作单位，负责结核

杆菌ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体检测的寡核苷酸酶联免疫检测

法的临床验证项目。现将该项目对结核病的诊断进行初步

评价。

１　材料与方法

１．１　标本来源　临床确诊为肺结核患者的４８３例血清标本为

活动性结核组（包括菌阳肺结核１４８例，菌阴肺结核３１８例，肺

外结核１７例）。对照组分为２组。１组是非结核呼吸系统疾

病患者组，选择易于本病相混淆的肺癌、肺炎、支气管扩张等疾

病患者血清标本１４６例。另１组是健康人群组，选择经体检正

常的健康人群血清标本３００例。

１．２　试剂与仪器　结核杆菌ＩｇＧ抗体检测试剂盒（寡核苷酸

酶联免疫法）试剂，上海市肺科医院结核基础实验室研制生产，

ＲＦ６１００酶标分析仪。

１．３　方法

１．３．１　ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体检测技术原理　该检测技术

采用了酶联寡核苷酸吸附试验方法，用结核抗体的一种特异性

适配子作为捕获适配子包被酶联板，待检血清中的ＴＢ抗体与

捕获适配子反应，再与生物标记的另１种抗体适配子（检测适

配子）结合，形成“捕获适配子抗体生物素标记检测适配子”

复合物，加入链亲核素标记的辣根过氧化酶，与复合物反应后，

加底物（ＴＭＢ）显色，在酶标仪上测定后根据 ＯＤ值判定有无

结核抗体的存在。

１．３．２　ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体检测　将试剂盒移至室温平

衡３０ｍｉｎ，每次试验设阳性对照２孔，阴性对照２孔，分别加入

阳性、阴性对照每孔１００μＬ；在其余微孔反应板条孔中加入样

品稀释液，每孔１００μＬ，加入待检血清１０μＬ，充分混匀后，贴

上封口胶，置３７℃温育１ｈ；将２０倍浓缩洗液用蒸馏水或离子

水２０倍稀释备用；弃去各孔中样品，拍干。每孔加满洗液，静

置３ｍｉｎ弃去，重复洗５次，拍干。每孔加入生物素标记检测

适配子工作液１００μＬ，贴上封口胶；置３７℃温育１ｈ；弃去各

孔中检测液，用洗液反复洗涤５次；每孔加入链亲和素标记的

辣根过氧化物酶工作液１００μＬ，贴上封口胶，置３７℃温育３０

ｍｉｎ；弃去各孔中酶液，用洗液反复洗涤５次；每孔加入显色剂

Ａ５０μＬ，再加入显色剂Ｂ５０μＬ，轻拍混匀，置３７℃避光１０
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ｍｉｎ，显色完毕后，每孔加入终止液５０μＬ，轻拍混匀，置酶标仪

双波长４５０／６３０ｎｍ波长处测定ＯＤ值。

１．３．３　结果判断　进行结果判断的ＯＤ值应为ＯＤ４５０ｎｍ 与

ＯＤ６３０ｎｍ的差值。本试剂盒Ｃｕｔｏｆｆ值为阴性对照均值的２．１

倍。样本ＯＤ值大于或等于Ｃｕｔｏｆｆ值判为阳性。阳性对照ＯＤ

值应大于０．５，阴性对照ＯＤ值应小于０．１，否则试验不成立。

１．３．４　质量控制　血清要求清亮，无沉淀，标本采集后４８ｈ

内检测，标本贮存温度为２～８℃，标本采集４８ｈ后检测应将

标本冷冻。两次拿出检测之前标本必须完全解冻，并充分混

匀，恢复置室温，离心后检测，避免反复冻融。要严格按照生物

安全有关规定操作，遵循实验室操作的常规规定。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０进行统计分析，以犘＜０．０５

表示差异有统计学意义。

２　结　　果

ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体检测诊断结核病的特异度和敏感

度，见表１。

表１　　ＳＥＬＥＸ适配子ＩｇＧ抗体检测结核病的特异度和敏感度

项目

活动性结核组

菌阳肺结核

（狀＝１４８）

菌阴肺结核

（狀＝３１８）

肺外结核

（狀＝１７）

对照组

非结核呼吸系统疾病

（狀＝１４６）

健康人群

（狀＝３００）

阳性（狀） １２４ １５３ １１ ７ １８

阴性（狀） ２４ １６５ ６ １３９ ２８２

敏感度（％） ８３．８ ４８．１ ６４．７ － －

特异度（％） － － － ９５．２ ９４．０

　　：犘＜０．０５，与菌阴肺结核和肺外结核敏感性比较。－：无数据。

３　讨　　论

ＳＥＬＥＸ技术即指数富集配体的系统化技术，利用ＳＥＬＥＸ

技术筛选这些标志物的适体，可用于结核病的诊断研究［２３］。

目前已有报道，上海市结核病（肺）重点实验室成功建立了酶联

板为介质的ＳＥＬＥＸ体系，并在此筛选获得了结核分枝杆菌特

异性分泌抗原ＥＳＡＦ６、ＣＦＰ１０、ＭＰＴ６４等高的亲和性适体，为

进一步利用适体进行结核病的诊断打下了基础［４５］。

本研究ＳＥＬＥＸ适配子抗体诊断活动性结核病的总敏感

度为５９．６％。但在确诊的４８３例结核患者中，４０．４％的病例

ＳＥＬＥＸ适配子抗体检测为阴性。分析原因可能是不同人群免

疫水平存在差异，患者处于临床感染的初期，结核抗体的产生

处在“窗口期”，研究中的１４８例菌阳患者阳性检出率为

８３．８％，明显高于菌阴患者血清阳性检出率４８．１％（犘＜０．０５）

可能是由于菌阳患者体内含大量的结核杆菌，使人体免疫系统

!

容易受到结核杆菌抗原刺激，引起比较强的免疫反应［６］。

ＳＥＬＥＸ适配子抗体诊断结核的特异性；ＳＥＬＥＸ适配子抗体检

测诊断结核病的总特异度为９４．４％，在非结核呼吸系统病患

组，的阳性率为４．８％，在健康人群组阳性率为６％。对照组中

有５．６％的ＳＥＬＥＸ适配子抗体阳性，我国为结核病高感染国

家，不排除受试者感染的结核杆菌引起血液中结核抗体存在的

可能；也可能是由于非结核呼吸系统疾患导致机体免疫应答紊

乱。评价实验方法在临床的诊断价值依赖于其阳性预测值和

阴性预测值［７］。

本研究通过酶联免疫法检测ＳＥＬＥＸ适配子抗体用于诊

断和鉴别诊断结核病，与传统的涂片法和培养法比较，该方法

的阳性预测值和阴性预测值明显高，该方法可明显提高结核病

的阳性检出率，尤其适用于菌阴肺结核及不易取得细菌学检查

标本的肺外结核病的诊断和鉴别诊断［８１２］。
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