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摘
"

要"目的
"

建立肺炎支原体"

Y

5

$抗原量子点免疫层析的检测方法!初步评价其在临床辅助诊断中的

应用价值%方法
"

在偶联剂碳二亚胺
#0+

和
17

羟基琥珀酰亚胺"

16\

$作用下!使鼠抗人
Y

5

单克隆抗体"针

对
"&

蛋白$与羧基量子点"

+G\?

(

]C\

$偶联!制备量子点标记抗体包被在玻璃纤维膜上!以另一株
Y

5

单抗"针

对
"&

蛋白$作为捕获抗体包被在硝酸纤维素膜"

1+

膜$上!建立双抗体夹心量子点免疫层析法检测肺炎支原体

抗原%该方法检测
&3*

份临床咽拭子标本!并与荧光聚合酶链反应方法相比较%结果
"

经过一系列的反应条

件优化!确定偶联剂
#0+

用量为
*()N

<

(

N$

!
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用量为
*(%JN

<

(

N$

!标记抗体浓度
&d&**

稀释!捕

获抗体浓度为
*(-%N

<

(

N$

!反应时间为
&*NIC

%量子点免疫层析法检测临床标本!阴性符合率为
,.()c

!阳

性符合率为
,*(*c

%结论
"

量子点"

+G\?

(

]C\

$标记免疫层析法检测
Y

5

与荧光聚合酶链反应法具有较好的

符合性!该方法操作简便&检测快速&灵敏度高!适用于
Y

5

感染的早期诊断%

关键词"肺炎支原体#

"

抗原#
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肺炎支原体$

Y

5

%是儿童社区获得性肺炎的重要

病原菌)可占其
&*c

$

3*c

)流行高峰年或地区性爆

发流行时可高达
%*c

$

J*c

)且每
3

$

-

年可引起一

次全球性的暴发流行)每次流行持续
&

$

'

年*

&

+

(

Y

5

除引发原发性非典型肺炎'支气管炎'咽炎等呼吸道

感染性疾病外)还可引起神经系统'血液系统'心血管

系统以及皮肤'肌肉'关节等并发症(由于
Y

5

感染

的治疗方案与其他细菌和病毒感染不同)因此
Y

5

的

早期诊断具有重要意义(目前
Y

5

的诊断存在以下

问题!与其他病原体引起的感染症状相似)常规诊断

难以鉴别&

Y

5

细胞膜表面的糖脂抗原与其他微生物

存在非特异交叉反应&

Y

5

感染后特异性抗体在血液

中出现的时间变化较大(现存的实验室检验方法检

测时间长'操作较复杂'费用较高)临床使用存在一定

局限性*

'

+

(本研究参考相关文献*
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+建立双抗体夹

心量子点免疫层析法检测人咽拭子
Y

5

抗原)完成

Y

5

量子点免疫层析诊断试剂的研制和性能确定工

作)初步评价其临床应用价值)现将结果报道如下(

E

"

资料与方法

E(E

"

一般资料
"

选取
'*&.

年
,

月至
'*&-

年
'

月罗

湖区人民医院'深圳市儿童医院和罗湖区中医院儿科

门诊就诊的疑似
Y

5

肺炎患者的
&3*

份临床咽拭子

标本)年龄小于
&)

岁)其中男
.*

例)女
-*

例(

3*

份

健康人咽拭子标本取自罗湖区中医院体检科)年龄

'%

$

%*

岁)其中男
&%

例)女
&%

例(

E(F

"

仪器与试剂
"

YZ7'%%*

紫外
7

可见分光光度计

$

\MIN;GVL

公司%&

>967'*)8

紫外分析仪$杭州齐

威%&

[!]3'&*

喷膜仪$

8ID7GDA

公司%&切条仪$

8ID7GDA

公司%&荧光定量聚合酶链反应$

"+=

%仪$

28W-3**

%(

\AB;AD@

全能高速台式冷冻离心机$

KM?BNDQI@M?B

%&

\

O

C?B

<O

6&

全功能微孔板检测仪$

8IDA?F

%&硝酸纤维

素膜$

YI::I

5

DB?

)

69&3%*)

%&玻璃纤维膜$

>M;AN;C

)

型号
2//LQ:DRE

%&黏性
"Z+

底板$上海捷宁%&吸水

纸$

>M;AN;C

%&

'7

吗啉代乙磺酸$

Y#\

)

\I

<

N;

公司%&

17

羟基琥珀酰亚胺$

16\

)

\I

<

N;

公司%&

#0+

$偶联

剂)

\I

<

N;

公司
#--%*

%&发射波长
.*%CN

的核壳型

+G\?

"

]C\

硒化镉量子点)表面活性基团为羧基$武汉

伽源量子点公司%&

8+2

蛋白定量试剂盒$

KM?B7

NDQI@M?B

%&

Y

5

单克隆抗体
'

株$

.%33

+

'

.%3-

+

购自

ZIBD\A;A

公司%&

Y

5

抗原 $

3&J)%-

+

购自
Y

O

8ID7

@DLB/?

公司%&

Y

5

核酸检测试剂盒$

"+=

荧光探针

法%购自达安基因公司(

E(G

"

方法

E(G(E

"

量子点免疫层析试纸的制备与检测
"

$

&

%抗

体的硝酸纤维素膜$

1+

膜%包被!羊抗鼠抗体浓度稀

释至合适浓度喷膜作质控线$

+

线%)捕获抗体$

Y

5

抗

体%浓度调至合适浓度喷膜作检测线($

'

%抗体的量

子点偶联!取
'%

#

$J

#

ND:

"

$ U0

)加
& N$%*

NND:

"

$Y#\

$

5

6.(*

%洗涤)离心$

&J***B

"

NIC

)

3*

NIC

%弃上清)重复洗涤
&

次&用
&**

#

$%*NND:

"

$

#

*''

#
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&
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卷第
'

期
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Y#\

$

5

6.(*

%重悬)加入一定量的
#0+

"

16\

活化

3*NIC

)离心$

&J***B

"

NIC

)

3*NIC

%弃上清)用洗涤
'

次&加入一定量的抗体)补加
%*NND:

"

$ Y#\

$

5

6

-('

%至
&**

#

$

)室温震荡孵育
'M

)离心$

&%***

B

"

NIC

)

3*NIC

%)取少量上清备用)然后加入
&*c8\2

震荡封闭
3*NIC

)之后离心$

&%***B

"

NIC

)

3*NIC

%)

弃上清)用偶联物稳定剂$

&*NND:

"

$

硼酸缓冲液)含

*(%c8\2

)

5

6J(%

%洗涤两次&加入
'%

#

$

偶联物稳定

剂于
)b

保存($

3

%量子点偶联物的喷膜!取
&*

#

$

偶联有抗体的
U0

)稀释至合适的浓度)喷膜仪喷量

&*

#

$

"

/N

)在玻璃纤维素膜上喷涂($

)

%试纸条的组

装!在粘性
"Z+

底板上依次搭接量子点结合物垫
1+

膜和吸水纸)各膜材之间相互重叠
'NN

)粘好后切成

宽度为
3(%NN

的试纸条($

%

%咽拭子处理!将采集的

拭子样本浸在
*(%N$

缓冲液内搅拌)挤压数次)挤压

出的液体作为样品震荡
&*NIC

后检测($

.

%检测方

法!每个试纸条加样
.*

#

$

)反应
&*NIC

)在紫外灯下

观察反应结果(

E(G(F

"

实验优化条件的选择
"

$

&

%捕获抗体的浓度

确定!将包被抗体分别稀释成
*(%*

'

*(-%

'

&(**

'

&(%*

'

'(**N

<

"

N$

不同浓度包被
1+

膜($

'

%偶联剂用量

优化!将偶联剂
#0+

"
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用量设置为
*(&*

N

<

"

N$

与
*(&) N

<

"

N$

'

*('* N

<

"

N$

与
*(',

N

<

"

N$

'

*()*N

<

"

N$

与
*(%JN

<

"

N$

'

*(.*N

<

"

N$

与
*(J-N

<

"

N$

'

*(J*N

<

"

N$

与
&(&.N

<

"

N$

)活化

后分别偶联
*(&'N

<

单抗)比较检测灵敏度)以评价

偶联体系中偶联剂的合适浓度($

3

%抗体与量子点偶

联比例的确定!按优化的活化体系)分别偶联
*(*)

'

*(*.

'

*(*J

'

*(&*

'

*(&'N

<

单抗)比较检测灵敏度及

偶联率)以确认偶联体系中量子点与单抗的最佳偶联

比($

)

%量子点偶联物工作浓度优化!将最佳偶联体

系下制备的偶联物按
'*

'

%*

'

&**

'

'**

'

%**

倍稀释为

工作浓度(比较检测灵敏度)确认偶联物的最佳工作

浓度($

%

%反应时间优化!利用优选的包被浓度'标记

浓度及偶联物工作浓度)设置反应时间分别为
3

'

%

'

&*

'

&%

'

'*NIC

(

E(G(G

"

性能评估
"

$

&

%

Y

5

抗原最低检测限!将
Y

5

抗原稀释成不同浓度梯度)每个试纸条加样
.*

#

$

)反

应
&*NIC

)在紫外灯下观察反应结果(以
"8\

作空白

对照($

'

%灵敏度!对
3*

份已知
Y

5

阳性咽拭子标本

进行检测)观察反应结果($

3

%特异度!健康人咽拭子

标本
3*

份进行检测)观察反应结果(

E(G(H

"

实验室初步考核
"

以荧光
"+=

方法为标准)

用量子点免疫层析法'

"+=

荧光探针法分别检测临床

标本
&3*

份)计算阳性符合率'阴性符合率'总符合

率(荧光
"+=

检测临床标本)严格按照
Y

5

核酸检测

试剂盒
"+=

荧光探针法说明书进行(

E(H

"

统计学处理
"

采用
\"\\&-(*

版对数据进行统

计学处理)计算阳性符合率'阴性符合率'总符合率'

e;

55

;

值(以
G

$

*(*%

表示差异有统计学意义(

F

"

结
""

果

F(E

"

最优化实验条件的选择

F(E(E

"

1+

膜单抗包被浓度确定
"

从表
&

的结果显

示捕获抗体最佳浓度为
*(-%N

<

"

N$

(

表
&

""

检测线浓度的确定

项目
单抗

.%33

+

浓度$

N

<

"

N$

%

*(% *(-% &(* &(% '(*

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*

#

<

"

N$

%

h h h h f

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*(,%

#

<

"

N$

%

f i i i i

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

&,

#

<

"

N$

%

i ii ii ii ii

""

注!

h

表示无荧光条带&

i

表示荧光强度&

f

表示可疑阳性

F(E(F

"

偶联剂用量优化
"

结果显示
#0+

用量
*()

N

<

"

N$

)
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用量
*(%JN

<

"

N$

为最佳使用

量(见表
'

(

表
'

""

偶联剂用量优化

项目
#0+

"
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*(&

"

*(&) *('

"

*(', *()

"

*(%J *(.

"

*(J- *(J

"

&(&.

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*

#

<

"

N$

%

h h h h h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*(,%

#

<

"

N$

%

h f i h h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

&,

#

<

"

N$

%

ii ii iii ii i

""

注!

h

表示无荧光条带&

i

表示荧光强度&

f

表示可疑阳性

表
3

""

抗体与量子点偶联比例

项目
抗体量$

N

<

%

*(*) *(*. *(*J *(& *(&'

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*

#

<

"

N$

%

h h h h h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*(,%

#

<

"

N$

%

f f i i i

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

&,

#

<

"

N$

%

ii ii iii iii iii

""

注!

h

表示无荧光条带)

i

表示荧光强度&

f

表示可疑阳性

F(E(G

"

抗体与量子点偶联比例
"

表
3

结果显示)

'%

#

$

量子点偶联
*(*JN

<

抗体较好)偶联率适中)检测

灵敏度较好(

F(E(H

"

偶联物工作浓度优化
"

从表
)

结果显示)量

子点标记的
.%3-

+

单抗工作浓度为
&**

倍稀释时

最优(

F(E(I

"

反应时间的确定
"

按包被浓度
*(-%N

<

"

N$

)

#0+

用量
*()N

<

"

N$

)
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用量
*(%JN

<

"

N$

)量子点偶联物稀释
&**

倍)制备试纸并检测)见

表
%

(结果显示)反应
&*NIC

可以达到一个较佳的灵

#

&''

#
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年
&

月第
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卷第
'

期
"
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!
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O
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!
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敏度水平(

表
)

""

偶联物工作浓度优化

项目
量子点偶联物稀释倍数

'* %* &** '** %**

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*

#

<

"

N$

%

i f h h h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*(,%

#

<

"

N$

%

i i i f h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

&,

#

<

"

N$

%

iii iii iii ii ii

""

注!

h

表示无荧光条带&

i

表示荧光强度&

f

表示可疑阳性

表
%

""

反应时间的确定

项目
反应时间$

NIC

%

3 % &* &% '*

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*

#

<

"

N$

%

h h h h h

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

*(,%

#

<

"

N$

%

h i i i i

Y

5

抗原
3&J)%-

+

$

&,

#

<

"

N$

%

ii ii iii iii iii
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注!

h

表示无荧光条带&

i

表示荧光强度

F(F

"

试纸性能评估

F(F(E

"

Y

5

抗原最低检测限
"

将
Y

5

抗原稀释为

*(&,

'

*(3J

'

&(%'

'

-(.*

'

3*()*

#

<

"

N$

试验结果为
f

'

i

'

i

'

ii

'

iii

)以
"8\

作零值空白对照$试验结

果为
h

%(其中
h

表示无荧光条带)

i

表示荧光强度(

见图
&

(结果显示)

Y

5

试纸条检测天然抗原的最低

检测限为
*(3J

#

<

"

N$

(

""

注!从左至右抗原浓度依次是序号
&

'

'

为
*

#

<

"

N$

'序号
3

'

)

为

*(&,

#

<

"
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'序号
%

'

.

为
*(3J

#

<

"

N$

'序号
-

'

J

为
&(%'

#

<

"

N$

'序号

,

'
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为
-(.*

#

<

"

N$

'序号
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为
3*()*

#

<

"

N$

图
&

""

天然抗原检测限试验实物

表
.

""

量子点免疫层析法与
"+=

荧光探针法结果比较$

'

%

量子点免疫层析法
"+=

荧光探针法

阳性 阴性 合计

阳性
&J ) ''

阴性
' &*. &*J

合计
'* &&* &3*

F(F(F

"

灵敏度及特异度
"

对
3*

份已知
Y

5

阳性咽

拭子标本进行检测)结果
3*

份
Y

5

标本全部检出阳

性$

3*

"

3*

%(健康人咽拭子标本
3*

份)结果全部检出

阴性$

3*

"

3*

%(

F(G

"

实验室初步考核结果
"

两种方法检测结果一致

性比较)达安基因
Y

5

"+=

荧光探针法为参考方法)

计算量子点免疫层析法的阳性符合率'阴性符合率'

总符合率等(见表
.

(量子点免疫层析法!阳性符合

率为
&J

"

'*`&**cg,*(*c

&阴性符合率为
&*.

"

&&*̀ &**cg,.()c

&总符合率为
&')

"

&3*̀ &**cg

,%()c

)
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;g*(J3

(

G

"

讨
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论
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目前
Y

5

感染的实验室诊断方法主要分为病原

体的分离培养'血清学检测及
"+=

法检测核酸(分离

培养是诊断
Y

5

的金标准)该方法需要在特殊的培养

基进行传代培养)培养约需
'&G

)且阳性分离率低)限

制了其临床应用(

"+=

法是一种模拟体内
012

复

制的体外扩增法)可直接检测患者病原体核酸水平)

不受机体免疫水平'病程及药物因素的影响)从提取

患者标本开始至完成整个
"+=

试验过程需
'M

)从而

达到早期诊断目的)国外有报道
"+=

法的灵敏度为

J*(.c

)特异度为
J,(3c

*

J

+

(

Y

5

的血清学检测即针

对
Y

5

特异性的抗体检测)是国内外应用最广的
Y

5

感染实验诊断方法)通常采用急性期和恢复期双份血

清抗体滴度的改变来诊断
Y

5

感染(抗
Y

5

7W

<

Y

是

机体受
Y

5

感染时最早出现的特异性抗体)

Y

5

感染

临床症状出现
3G

后血清中
W

<

Y

可被检出)

&*

$

3*G

达到高峰&

W

<

E

抗体较
W

<

Y

晚出现
&

$

'

周)但持续时

间长*

,

+

(

量子点是一种新型荧光材料)具有激发光谱范围

宽)发射线窄)发光效率高)发光颜色可调)光稳定性

好等优点*

&*

+

(量子点免疫层析技术是目前抗原'抗体

快速检测方法学的热点课题*

&&7&.

+

(本研究以交联剂

#0+

和
16\

共价键连接的方法对抗人
Y

5

"&

蛋白

单克隆抗体进行量子点标记)

#0+

和量子点表面的羧

基反应生成酰基异脲)加入
16\

后)酰基异脲和

16\

生成具有胺反应活性的
16\

酯)与
"&

单抗表

面的氨基反应生成稳定的酰胺)从而偶联到
"&

单抗

上)将其喷涂在玻璃纤维膜上)将另一株配对使用的

针对
Y

5

"&

蛋白的单克隆抗体包被在
1+

膜上)建立

双抗体夹心免疫层析法快速检测咽拭子
Y

5

抗原(

经过一系列的反应条件最优化选择)确定偶联剂
#0+

用量为
*() N

<

"

N$

)

@L:QD716\

用量为
*(%J N

<

"

N$

)标记抗体浓度
&d&**

稀释)捕获抗体浓度为

*(-%N

<

"

N$

)反应时间为
&*NIC

(以此实验参数制

备量子点检测该试纸检测患者咽拭子
Y

5

(该试纸检

测
Y

5

天然抗原最低检测限为
*(3J

#

<

"

N$

)灵敏度

和特异度均符合规定(以荧光
"+=

为参考方法)用

量子点免疫层析法'

"+=

荧光探针法同时检测临床标

本
&3*

份)结果量子点免疫层析法阴性符合率为

,.()c

&阳性符合率为
,*(*c

)总符合率为
,%()c

(

综上所述)量子点免疫层析法直接检测人咽拭子

Y
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抗原是一种快速'灵敏'特异的方法)适用于
Y

5

感染的早期实验室诊断(
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验证罗氏电化学发光免疫分析仪检测系统的性能情况%方法
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$的批内精密度&批间
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近年来)随着电化学发光免疫分析仪在肝炎病毒

检测中的应用)极大减轻了检验人员的劳动程度)提

高了检验结果的质量)缩短了报告时间)为临床提供

了精确的数据*

&

+

(为保证检验质量)临床实验室应对

使用的检验设备和检验方法的基本性能进行验证)明

确该设备或该方法的检测系统是否有足够的可靠性)

以满足临床使用的要求)并对厂家的声明和提供的数

据予以确认)达到要求后才能应用于临床常规检
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(本研究对罗氏电化学发光免疫分析仪$
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%检测肝炎病毒标志物的基本性能)包括

精密度'正确度'分析测量范围'参考区间'灵敏度'仪

器间对比'方法学间对比等性能进行了验证(
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