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要"目的
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建立定量检测结核分枝杆菌早期分泌抗原靶
A+

"

YS"BA+

$的近红外荧光标记
A

免疫磁珠偶联法&方法
!

以近

红外荧光染料"

8
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P

.IZ**

$标记靶向
YS"BA+

的单克隆抗体!靶向
YS"BA+

的多克隆抗体包被在纳米磁珠表面&采用双抗体夹

心法!磁性分离结合物和游离物!采用便携式高灵敏度低噪声激发式荧光检测仪检测磁性结合物的荧光强度!从而检测待检样品

中
YS"BA+

水平&结果
!

该方法的检测线性范围为
&)(

"

5,*)*1

P

(

K!

!最低检测限为
*)(Z1

P

(

K!

#

%*1

P

(

K!

水平加样回收率

为
=+V

!

,*1

P

(

K!

水平加样回收率为
=,V

#批间变异系数"

0U

$为
,)ZV

!批内
0U

为
()'V

&该方法检测胸腔积液标本
YS"BA+

的特异度为
Z*V

!灵敏度为
=,V

&结论
!

该方法检测
YS"BA+

的线性范围广%灵敏度高%稳定性好&
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免疫磁珠#
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结核分枝杆菌早期分泌抗原靶
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定量检测
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结核病是一种古老的传染性疾病#目前全世界约有
%

"

'

的

人口感染结核分枝杆菌#每年有近
Z**

万人死于肺结核(

%

)

%耐

药和多重耐药菌株的大量出现#又为结核病的控制带来更大的

困难*此外#更多的研究还证实结核分枝杆菌能增强人类免疫

缺陷病毒
A%

$

\ULA%

&的复制#因此在艾滋病患者中双重感染者

众多#成为导致患者死亡的主要原因*目前对于结核分枝杆菌

感染的实验室诊断主要是基于涂片抗酸染色'细菌培养'核酸

检测及相关抗体的检测#以上方法存在着灵敏度低'特异性差'

耗费时间或检测成本高的缺点*近年来随着蛋白质组学研究

的深入#多种与结核分枝杆菌相关的蛋白被发现#这些蛋白是

否能够成为结核分枝杆菌感染诊断的特异性抗原标志物激发

了大家的兴趣*结核分枝杆菌早期分泌抗原靶
A+

$

YS"BA+

&是

结核分枝杆菌在感染早期的分泌性抗原#也是结核分枝杆菌短

期培养物的过滤后蛋白质中具有免疫保护力的抗原*既是重

要的
B

淋巴细胞抗原#也具有刺激
2

淋巴细胞反应的抗原决

定簇*它只存在于结核分枝杆菌复合群和少量致病性分枝杆

菌中#且在卡介苗中缺失(

&

)

*李新玲等(

'

)曾建立了基于时间分

辨荧光的方法来检测
YS"BA+

'

6;$%**

融合蛋白#取得了满意

的结果*本文建立了一种定量检测结核分枝杆菌
YS"BA+

的

方法#将纳米磁珠偶联与近红外荧光标记法结合起来#利用纳

米磁珠表面羧基活化后可与抗体表面的氨基共价结合#从而将

抗体固定到纳米磁珠表面#发挥了纳米磁珠比表面积大#吸附

性强#悬浮稳定性好#有利于抗原抗体反应顺利进行的特点%同

时#近红外荧光染料具有灵敏度高'选择性好的优点#它的激发

光及发射光光谱均在近红外区域#可最大限度减少环境中杂散

荧光物质的干扰*

B

!

材料与方法

B)B

!

标本来源
!

临床胸腔积液标本搜集自广州市胸科医院#

其中结核性胸腔积液标本
&*

份#恶性胸腔积液标本
&*

份#均

采集自临床明确诊断病例#符合相关诊断标准*

B)C

!

仪器与试剂
!

便携式流动进样荧光检测器$中科院理论

物理所制备的样机#该设备固化为激发光波长
5551K

#发射光

+

'&+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



波长
5=*1K
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.IZ**

购自美国
B.0GKCJ?@.0G

公司%鼠抗

YS"BA+

单克隆抗体$

%**

#

P

"

%**

#

!

&'兔抗鼠
YS"BA+

多克隆

抗体$

%K

P

"

K!

&均购自美国
$?0G0H0

公司%纳米磁珠购自武汉

哇哇噻纳技术开发有限公司北京生物技术研究所%

YS"BA+

$全

片段重组蛋白#

%),K

P

"

K!

&购自杭州启泰生物公司%结核分枝

杆菌标准株$

\'57-"B66&5&=(

&'牛分支杆菌卡介苗$
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&

株'牛结核分枝杆菌株'偶然分枝杆菌株'耻垢分枝杆菌株为临

床分离株#均来自于淮安市疾病控制中心*

B)D

!

方法

B)D)B

!

制备近红外荧光染料标记的
YS"BA+

单克隆抗体
!

按

照产品说明书要求#将
8

O

E?

P

.IZ**

用
F

\5)(

的磷酸盐缓冲液

$

$2S

&稀释
%*

倍#取
%)(

#

!

与
&*

#

P

鼠抗
YS"BA+

单克隆抗

体$

%K

P

"

K!

&轻柔混合均匀后于室温避光反应
&.

%反应结束

后#将标记产物放入透析袋中#

([

#

$2S

透析
(.

*标记好的

抗体溶液中添加终浓度为
%),V

胎牛血清$

2S"

&'

*)%V

吐温

&*

$

BR001A&*

&及
*)%r

叠氮化钠$

939

'

&#

([

保存%使用前将

标记产物以
$2S

稀释
&***

倍*

B)D)C

!

制备
YS"BA+

多克隆抗体包被的纳米磁珠
!

按照纳米

磁珠使用说明书进行处理*$

%

&预处理!轻轻混匀磁珠悬浮液#

吸取
*)*%K!

悬浮液$

&,K

P

"

K!

&加入
%),K!Y$

管中%再加

入
*)%K!

双蒸水$

DD\

&

^

&#轻轻混匀并将试管架置于磁板

上#静置
&K?1

后吸取上清液%重复上述步骤
%

次%加入
%K!

*)%KCE

"

!

的
&A9A

吗啡啉乙磺酸溶液$

#YS

#

F

\,)*

&#重悬磁

珠*$

&

&活化!将上述
Y$

管置于磁板上#用
%K!#YS

洗涤
&

次#弃上清%临用前配制终浓度为
*)%KCE

"

!

的
#YS

#其内含

碳二亚胺$

Y86

&和
9A

羟基琥珀酰亚胺$

9\S

&的浓度均为
(*

P

"

!

$加入上述两种物质后#置于振荡器上充分混匀
%,K?1

#待

用&*用该
#YS

液重悬磁珠#用磁板吸附磁珠#弃上清#重复该

步骤
%

次#即得活化磁珠*$

'

&磁珠与蛋白的偶联!在上述已活

化的磁珠中加入
,*

#

!YS"BA+

多克隆抗体$

%K

P

"

K!

&和
,**

#

!

偶合液$

F

\,),$2S

&#混匀#室温#置于摇床上持续震荡#孵

育
&.

%用
$2S

缓冲液$

F

\,),

#

*)*,V BR001A&*

&清洗
'

次#吸

附弃上清%加入封闭液$

%K!BG?@

缓冲液#

*)%KCE

"

!

#含
*)%V

2S"

&#混匀#室温#置于摇床上持续震荡#孵育
&.

%加入
%K!

$2S

缓冲液$

F

\,),

#

*)*,V BR001A&*

&#静置
&K?1

#弃上清#

重复
'

次%弃上清时#试管需置于磁板上%加入
%K!

保存液

$

$2S

#

F

\5)(

#含
*)*,V BR001A&*

'

*)%V 2S"

'

*)*,939

'

&

待用*

B)D)D

!

检测流程
!

取
,*

#

!

待检样品与
,*

#

!

荧光标记的

YS"BA+

单抗#于
Y$

管中混匀#

'5[

反应
'*K?1

%将包被了多

抗的磁珠稀释
%*

倍后#取
,*

#

!

加入该
Y$

管#

'5[

反应
%,

K?1

%再加入
,**

#

!DD\

&

^

#磁板上静置
&K?1

#弃上清#重复该

步骤
'

次%管中加入
%**

#

!$2S

$

F

\5)(

&#混匀#用便携式流动

进样荧光检测器进行荧光强度测定*

B)D)E

!

YS"BA+

检测的标准曲线
!

将
YS"BA+

全片段重组蛋

白用
$2S

稀释成
*)(Z

'

&)(*

'

%&)**

'

+*)**

'

'**)**

'

5,*)**

'

%,**)**1

P

"

K!

的
5

种不同浓度样品#每个浓度设置两个平

行样#按照
%)')'

所示方法进行检测#绘制检测
YS"BA+

的标

准曲线*

B)D)F

!

方法的性能评价
!

挑取培养基中结核分枝杆菌标准株

$

\'57-"B66&5&=(

&'牛结核分枝杆菌株'偶然分枝杆菌株'

耻垢分枝杆菌株'

26/

的单个菌落#分别溶于
%K!$2S

中离

心取上清进行测定#以确定检测体系的特异性%将
YS"BA+

倍

比稀释以确定检测限量%配制
%*1

P

"

K!

和
,*1

P

"

K!

的
YSA

"BA+

标准溶液计算回收率#采用同日内连续
&*

次检测和连续

&*D

检测的方法计算批内$批间&变异系数$

0U

&#评价其准确

性'稳定性*

B)E

!

统计学处理
!

采用
S$SS%=)*

统计软件进行数据处理与

统计分析#采用最小二乘法对标准曲线进行拟合*绘制受试者

工作特征$

7̂ 6

&曲线#计算
7̂ 6

曲线下面积$

"<6

&*

C

!

结
!!

果

C)B

!

近红外荧光标记
A

免疫磁珠偶联法定量检测结核分枝杆

菌
YS"BA+

的标准曲线
!

将
YS"BA+

全片段重组蛋白用
$2S

稀释成浓度为
*)(Z

'

&)(*

'

%&)**

'

+*)**

'

'**)**

'

5,*)**

'

%,**)**1

P

"

K!

的样品#其线性范围为
&)(

"

5,*)*1

P

"

K!

#

检测限量为
*)(Z1

P

"

K!

%以
YS"BA+

浓度的对数值为纵坐标#

以仪器荧光示数值为横坐标#绘制标准曲线#拟合相关系数

;

&

f*)==%Z

#函数方程为
+f%)&*55,i*)&+%%

*见图
%

*

图
%

!!

近红外荧光标记
A

免疫磁珠偶联法检测

YS"BA+

的标准曲线

C)C

!

方法的特异性评价
!

结核分枝杆菌标准株$

\'57-

"B66&5&=(

&荧光示数值为
*)5+

#牛结核分枝杆菌株'偶然分

枝杆菌株'耻垢分枝杆菌株的荧光示数值分别为
*)*%

'

*)*%

'

*)*&

#

26/

株荧光示数值为
*

#表明采用本方法检测
YS"BA+

与其他结核株无交叉反应*

C)D

!

方法的回收率评价
!

将
%**1

P

"

K!

的
YS"BA+

溶液#加

入
YS"BA+

检测为
,)+1

P

"

K!

的胸腔积液标本中#制成终浓

度为
%*1

P

"

K!

和
,*1

P

"

K!

的两个样品#进行回收试验测定#

回收率分别为
=+V

和
=,V

*见表
%

*

表
%

!!

回收率试验结果

基础浓度

$

1

P

"

K!

&

目标浓度

$

1

P

"

K!

&

检测结果

$

1

P

"

K!

&

回收值

$

1

P

"

K!

&

回收率

$

V

&

,)+ %* =)Z ()& =+

,)+ ,* (5)Z (&)& =,

C)E

!

批内和批间精密度试验
!

将上述标准液#取平行样#

%D

内连续进行
&*

次测试#结果显示批内
0U

为
()'V

%连续
&*D

进行重复测试#结果显示批间
0U

为
,)ZV

*

C)F

!

临床标本检测结果
!

取结核性胸腔积液和恶性胸腔积液

各
&*

份#分两组#检测其
YS"BA+

浓度*结果发现#结核性胸

腔积液
YS"BA+

水平分布在
Z),

"

&%5)*1

P

"

K!

之间#均值为

%%=)+1

P

"

K!

%恶性胸腔积液
YS"BA+

水平分布在
,)'

"

'+),

1

P

"

K!

之间#均值为
%Z)+1

P

"

K!

*绘制
7̂ 6

曲线#

"<6

为

+

(&+

+
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&*%+

年
'

月第
'5

卷第
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*)=**

#以
=)%1

P

"

K!

为临界值#该方法的灵敏度为
=,V

#特异

度
Z*V

*见图
&

*

图
&

!!

检测胸腔积液中
YS"BA+

的
7̂ 6

曲线

D

!

讨
!!

论

!!

传统的免疫学检测方法常采用同位素'荧光素'生物素或

者酶作为免疫反应的指示剂#反应支持介质多为聚丙烯孔板'

琼脂等#具有一定的局限性#并且部分指示物具有环境污染性#

或者宜受环境因素的影响#信号放大能力弱*此外#固体介质

作为反应支持物#可能对蛋白质的构象展开有影响#不利于抗

原抗体反应的进行*本研究首次采用
8

O

E?

P

.IZ**

这种新型近

红外荧光染料作为免疫反应的高效信号指示剂#利用其荧光强

度强'荧光寿命长'稳定性好'生物相容性优的特点(

(A+

)

#同时采

用了纳米磁珠作为反应支持平台#将免疫反应的分离和富集连

为一体#以
YS"BA+

作为检测对象#建立了定量检测的方法*

8

O

E?

P

.IZ**

标记抗体#操作简便#标记效率高#据试剂盒提

供的数据表明#其标记效率约为
Z5V

#优于其他种类的标记

物*本方法的批内和批间
0U

分别为
()'V

'

,)ZV

#可以体现

8

O

E?

P

.IZ**

荧光寿命长'稳定性好的特点#因而其在临界值灰

区判定时可能具有优势*同时#稳定的检测结果可为临床治疗

效果的评价及试验结果的判断提供可靠的参考依据*

8

O

E?

P

.IZ**

作为免疫反应信号指示剂#由于其激发光和

发射光波长均在近红外波长区域内#可见光波长范围外#所以

在本研究的特异性评价试验中#除了结核分枝杆菌标准株

$

\'57-"B66&5&=(

&在测试时可检出反射光以外#其他菌株

或产生极其微弱的发射光或未检出光强度#表明其抗外界干扰

能力强*

纳米磁珠在本研究中作为反应支持平台#具有比表面积

大#吸附性强#悬浮稳定性好的优点*与
8

O

E?

P

.IZ**

共同搭建

起来的免疫反应系统#近似于液体环境#有利于蛋白质空间构

象的完整展开#将免疫反应的分离和富集连为一体#使得抗原

抗体反应能够顺利进行*

胸腔积液是一个很好的培养基#结核菌在生长过程中产生

的分泌蛋白不可避免地漏于其中#同时胸腔积液也是一个很好

的富集环境#适于作为检测样品*在以
YS"BA+

为靶目标的结

核分枝杆菌检测临床研究中#多数学者关注患者血清和脑脊液

中
YS"BA+

的表达(

'

#

5

)

#并取得了满意的结果*在本研究中#初

步尝试用建立的方法对胸腔积液
YS"BA+

水平进行检测#从而

鉴别诊断胸腔积液的性质#结果显示检测的特异度为
Z*V

#灵

敏度为
=,V

*但是#本研究由于缺少足够量的临床标本#因而

所得结果具有一定的局限性#其临床意义还需要大量的临床标

本检测数据和方法学比对来进行验证*

综上所述#本研究仅对纳米磁珠
A

近红外荧光标记的免疫

反应体系的应用进行了初步研究#结果表明其检测性能满意*
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