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  摘 要:目的 建立一种用于便携式检测结核分枝杆菌特异性γ-干扰素的化学发光免疫检测体系,为下一

步研制便携式检测试剂盒奠定基础。方法 利用生物素-链霉亲和素系统偶联磁珠和抗体,利用酰胺键结合方

式偶联吖啶酯和标记抗体。采用正交实验法,优化结核分枝杆菌特异性γ-干扰素检测试剂盒所需的吖啶酯标

记检测抗体及磁珠偶联包被抗体的方法、缓冲液配方、封闭液配方等条件。最后将建立的检测体系与商品化酶

联免疫吸附试验(ELISA)参照试剂盒进行比较。结果 建立的检测体系与商品化ELISA参照试剂盒阳性符

合率为99.20%,阴性符合率为98.91%,总符合率为99.10%,Kappa值为0.982,最低检出限0.66
 

pg/mL。结

论 建立的便携式结核分枝杆菌特异性γ-干扰素化学发光免疫检测体系与ELISA参照试剂盒相比具有类似

的检测能力,可用于临床辅助诊断。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

which
 

can
 

portably
 

detect
 

the
 

specif-
ic

 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

interferon-γ,so
 

as
 

to
 

lay
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

portable
 

detection
 

kit
 

in
 

the
 

next
 

step.Methods A
 

biotin
 

streptavidin
 

system
 

was
 

used
 

to
 

couple
 

magnetic
 

beads
 

and
 

antibodies,
and

 

an
 

amide
 

bond
 

was
 

used
 

to
 

couple
 

acridine
 

ester
 

and
 

label
 

antibodies.Using
 

orthogonal
 

experimental
 

method
 

to
 

optimize
 

the
 

conditions
 

such
 

as
 

the
 

method,buffer
 

solution
 

formula,and
 

blocking
 

solution
 

formula
 

for
 

acridine
 

ester
 

labeling
 

detection
 

antibodies
 

and
 

magnetic
 

bead
 

coupling
 

coated
 

antibodies
 

required
 

for
 

the
 

specific
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

interferon-γ
 

detection
 

kit.Finally,the
 

established
 

detection
 

system
 

was
 

compared
 

with
 

the
 

commercial
 

ELISA
 

reference
 

kit.Results When
 

the
 

established
 

detection
 

system
 

was
 

com-
pared

 

with
 

commercial
 

ELISA
 

reference
 

kit,
 

the
 

positive
 

coincidence
 

rate
 

was
 

99.20%,the
 

negative
 

coinci-
dence

 

rate
 

was
 

98.91%,the
 

total
 

coincidence
 

rate
 

was
 

99.10%,
 

Kappa
 

value
 

was
 

0.982,and
 

the
 

minimum
 

de-
tection

 

limit
 

was
 

0.66
 

pg/mL.Conclusion The
 

established
 

portable
 

chemiluminescence
 

immunoassay
 

system
 

for
 

specific
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

interferon-γ
 

compared
 

with
 

the
 

ELISA
 

reference
 

kit
 

has
 

the
 

same
 

de-
tection

 

ability
 

and
 

could
 

be
 

used
 

for
 

clinical
 

auxiliary
 

diagnosis.
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  结核分枝杆菌是单一传染源的头号死因,2021年

中国新发结核病患者约84.2万,约占全球8.5%,发
病率居全球第2位,在这之中仅47%患者可通过病原

学确诊,低于全世界57%的检出率[1-3]。而准确诊断
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疾病可使结核病患者避免死亡[4]。
目 前,结 核 检 测 方 法 有 结 核 菌 素 皮 肤 试 验

(TST)、涂片镜检、细菌培养、结核抗体检测、γ-干扰

素体外释放酶联免疫试验(TB-IGRA)、荧光定量和探

针聚合酶链反应(PCR)、表型药敏试验等[5-7],这些方

法都存在各自的优缺点,如TST受卡介苗和非结核

分枝杆菌干扰,判断结果主观性较高,细菌培养对实

验室及技术人员的要求高,肺外结核取样困难和耗时

长[8-10];涂片镜检灵敏度和特异度低[11];实时荧光定

量PCR检测阴性时,不能排除结核分枝杆菌感染[11]。

TB-IGRA可以很好地避免上述问题,此外,化学发光

法与免疫分析法的结合,不仅具备较高的检测灵敏度

与特异度,同时操作难度低,检测速度快。两种方法

的联合运用,更进一步提升了检测方法的检测效率,
扩大了应用范围,降低了实验成本,也带来了更多可

能性[12-13]。虽然TB-IGRA检测效果好,但现有酶联

免疫吸附试验(ELISA)及化学发光法需要大型仪器

和场地,在结核病高发的偏远地区和结核病突发的筛

查中难以实施。今年距离实现联合国“2030年可持续

发展议程”结核病控制目标和“2035年终止结核病流

行”目标,只剩下8年和13年的时间,现有的定点医

疗机构无法满足目前控制结核病的需要[14-15]。因此,
建立一种可用于便携式检测结核分枝杆菌特异性γ-
干扰素的化学发光免疫检测体系,进而研制出便携式

检测试剂盒和装置对结核病的有效防控十分有必要。
本研究拟在结核γ-干扰素释放实验全血检测法

的基础上,建立用于便携式结核分枝杆菌特异性γ-干
扰素化学发光免疫检测体系,为下一步研制便携式检

测试剂盒和装置鉴定基础。

1 材料和方法

1.1 材料来源 实验所需样本来自广州市雷德生物

科技有限公司结核诊断试剂盒 AIMTB(注册证号:

20193400999)生产用标准阳性和阴性对照样品。

1.2 主要试剂 吖啶酯(NSP-SA-NHS)购自美凯特

公司,曲拉通X100购自Sigma公司,MS300/Carbox-
yl磁珠购自北京博尔迈科技有限公司,重组人γ-干扰

素、标记抗体(Anti-IFN-γ-AE,批号20200909)、包被

抗体(Anti-IFN-γ,批号
 

20201105)均为广州市雷德生

物科技有限公司研制,ELISA试剂盒购自北京万泰生

物公司,化学发光免疫分析仪购自科斯迈生物科技有

限公司,Sephedex
 

G-15柱购自上海源叶生物科技有

限公司,1-乙基3-[3-二甲基氨基丙基]碳二亚胺盐酸

盐(EDC)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)均购自赛默飞公

司,过氧化氢、氢氧化钠(NaOH)、甘氨酸等试剂均为

国产分析纯,其余PTS预激发液、PBS缓冲液、Tris
缓冲液等均为实验室自制。

1.3 方法

1.3.1 发光物标记抗体 (1)分别以吖啶酯:抗体的

摩尔比为10∶1、15∶1和20∶1的比例在室温下避

光反应0.5
 

h。(2)反应完成后,将所得混合液通过

Sephedex
 

G-15柱进行纯化。(3)纯化完成后的标记

抗体(Anti-IFN-γ-AE)加入抗体稀释液作为检测抗体

保存备用。
 

1.3.2 磁珠偶联包被抗体 采用一步法和两步法进

行磁珠偶联。一步法:(1)将2
 

mg磁珠分散开,然后

加入100
 

μg包被抗体反应0.5
 

h。(2)加入0.5
 

mg
的EDC反应1.5

 

h。(3)加入10%甘氨酸和Tris缓

冲液封闭反应。(4)所得溶液用PBS进行洗涤并重

悬,作为一步法制备包被抗体保存备用。两步法:(1)
将2

 

mg磁珠分散开,然后加入 EDC和 NHS反应

0.5
 

h。(2)加入包被抗体,再反应1.5
 

h。(3)加入

10%甘氨酸和Tris缓冲液封闭反应。(4)所得溶液放

置到磁力架上,待出现沉淀后,吸取上清液弃掉,并再

次加入pH7.4的PBS进行洗涤,重复3次,完成后加

入pH7.4的PBS进行重悬,作为两步法制备包被抗

体保存备用。

1.3.3 标记抗体和包被抗体的测定 (1)取1.3.1
中制备的检测抗体溶液各50

 

μL,每组分别加入50
 

μL重组人γ-干扰素(0、100和1
 

000
 

pg/mL);(2)加
入50

 

μL
 

1.3.2中两步法制备的包被抗体(磁珠偶联

的Anti-IFN-γ),在磁力架上吸附洗涤后测定发光强

度。(3)取1.3.2中制备的包被抗体各50
 

μL,每组分

别加 入50
 

μL 重 组 人IFN-γ(0、100和1
 

000
 

pg/

mL),加入50
 

μL
 

1.3.1中摩尔比15∶1制备的标记

抗体进行反应,在磁力架上吸附洗涤后 测 定 发 光

强度。

1.3.4 磁珠偶联包被抗体投料比的优化 以两步偶

联法优化磁珠和包被抗体的投料比。(1)取 MS300/

Carboxyl磁珠2
 

mg,分别与75、100、125和150
 

μg的

包被抗体进行偶联,形成投料比为1∶27、1∶20、1∶
16和1∶13的体系。(2)上述4组偶联物各取50

 

μL,
每组分别加入50

 

μL 重组人 γ-干扰 素(0、100和

1
 

000
 

pg/mL),加入50
 

μL摩尔比15∶1制备的标记

抗体进行反应,在磁力架上吸附洗涤后 测 定 发 光

强度。

1.3.5 磁珠偶联包被抗体其他条件的优化 封闭缓

冲液:(1)采用两步法偶联工艺,分别选择pH5.0的

10
 

mmol/L
 

MES缓冲液、pH7.2的25
 

mmol/L
 

Tris
缓冲液和pH7.2的10

 

mmol/L
 

PBS缓冲液,制备包

被抗体。(2)各取50
 

μL上述3种缓冲液制备的包被

抗体,每组分别加入50
 

μL重组人γ-干扰素(0、100和

1
 

000
 

pg/mL),洗涤后加入50
 

μL摩尔比15∶1制备

的标记抗体进行反应,测定发光强度。
封闭试剂:(1)采用两步法偶联工艺,分别以10%

·479· 国际检验医学杂志2023年4月第44卷第8期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2023,Vol.44,No.8



甘氨酸Tris缓冲液和10%赖氨酸Tris缓冲液作为封

闭试剂,制备包被抗体。(2)各取50
 

μL上述两种封闭

试剂制备的包被抗体,每组分别加入50
 

μL重组人γ-干
扰素(0、100和1

 

000
 

pg/mL),洗涤后加入50
 

μL摩尔

比15∶1制备的标记抗体进行反应,测定发光强度。
反应时间:(1)采用两步法偶联工艺制备包被抗

体,分别在反应1.0、1.5和2.0
 

h时取50
 

μL制备的

包被抗体,加入50
 

μL重组人γ-干扰素(0、100和

1
 

000
 

pg/mL),洗涤后加入50
 

μL摩尔比15∶1制备

的标记抗体进行反应,测定发光强度。

1.3.6 通用试剂配方的优化 (1)设置3组预激发

液,分 别 为 PTS1(0.1
 

mol/L
 

HNO3 和 0.1%
 

H2O2)、PTS2(0.1
 

mol/L
 

HNO3 和1.0%
 

H2O2)和
PTS3(0.05

 

mol/L
 

HNO3 和1.0%
 

H2O2);设置4组

激发 液,TS1(1
 

mol/L
 

NaOH)、TS2(0.1
 

mol/L
 

NaOH)、TS3(0.5
 

mol/L
 

NaOH)和 TS4(0.75
 

mol/L
 

NaOH和0.5%
 

TritonX-100)。(2)上述试剂

各取50
 

μL采用正交实验进行对比测试。

1.3.7 性能评价 标准曲线:设置1、8、48、240、

1
 

200和6
 

000
 

pg/mL进行发光值测定,每个浓度重

复3次,绘制标准曲线。准确度:对1
 

000
 

pg/mL和

50
 

pg/mL样本进行3次重复试验,检测发光值,计算

准确度。重复性:对1
 

000
 

pg/mL和50
 

pg/mL样本

进行10次重复试验,检测发光值,计算重复性。批间

差:对不同批次的产品在样本浓度为1
 

000
 

pg/mL和

50
 

pg/mL的条件下进行发光值检测,重复10次计算

批间差。最低检出限:用已经建立的化学发光检测法

检测1
 

pg/mL的重组人γ-干扰素,重复20次,计算出

其最低检出限。一致性:比较ELISA和化学发光免

疫法结果的一致性。

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行数据处

理及统计分析,计算本研究所建立的方法与ELISA
的Kappa值,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 吖啶酯标记抗体的投料比 3个摩尔比均能产

生化学发光,发光强度随着标记比例升高发光值呈上

升趋势,见图1。但15∶1的组间变异系数为5.0%、

4.7%和3.3%,小于20∶1的相应组间变异系数为

7.2%、3.5%和5.4%,因此选择吖啶酯与抗体的标记

比例(摩尔比)为15∶1。

2.2 磁珠的偶联方法 浓度为1
 

000
 

pg/mL时,两
种不同偶联方法发光值相当,而两步法的组间变异系

数为4.0%、2.3%和2.0%,明显小于一步法的组间

变异系数(10.3%、3.8%和4.1%),见图2,因此选择

两步法。

2.3 磁珠偶联包被抗体的投料比 浓度为1
 

000
 

pg/mL时,投料比由1∶16提高到1∶27,发光值呈

明显升高趋势;1∶20与1∶27相比,发光值变化趋势

不明显,见图3,基于成本考虑选择1∶20。

图1  3组不同吖啶酯标记抗体比例的发光强度

图2  两种磁珠偶联方法的发光强度

图3  4组磁珠偶联包被抗体比例的发光强度

2.4 磁珠偶联的封闭缓冲液、封闭试剂和反应时

间 浓度为1
 

000
 

pg/mL时,Tris缓冲液的发光值最

高,且变异系数最小,为6.0%;MES缓冲液和PBS缓

冲液的发光值则明显下降;在Tris缓冲体系中封闭的

效果最好,见图4。当浓度为0
 

pg/mL的本底值及

1
 

000
 

pg/mL时,10%甘氨酸和10%赖氨酸两种封闭

剂的发光值表现基本一致,见图5,基于成本考虑选择

甘氨酸作为偶联磁珠的封闭试剂。反应时间1.0、1.5
和2.0

 

h的发光值差异无统计学意义(P>0.05),延
长反应时长发光值无升高趋势,见图6,因此选择磁珠

偶联反应时长为1.0
 

h。

图4  3组封闭缓冲液发光强度

2.5 通用试剂的比较 PTS3+TS4组合测试的发

光值与对照试剂接近,差异无统计学意义(P>0.05)。
因此选 择 预 激 发 液 配 方 为0.05

 

mol/L
 

HNO3+
1.0%

 

H2O2;激发液配方为0.75
 

mol/L
 

NaOH+
0.5%

 

TritonX-100+0.2%
 

CTAC。
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图5  两种封闭试剂的发光强度

图6  不同偶联反应时间的发光强度

2.6 性能评价 本体系中结核分枝杆菌特异性γ-干
扰素的最低检出限为0.66

 

pg/mL,发光值为2
 

929。
与商品 化 ELISA 试 剂 盒 的 一 致 性 阳 性 符 合 率 为

99.20%(95%CI:97.64%~100.76%),阴性符合率

为98.91%(95%CI:96.79%~101.03%),不确定符

合率为100.00%(95%CI:100.00%~100.00%),总
符合率为99.10%(95%CI:97.86%~100.34%),
Kappa值 为 0.982。标 准 曲 线 Y =0.998

 

4X -
6.902

 

8,R2=0.999
 

9,见表1、图7。1
 

000
 

pg/mL的

准确度为-0.51%,50
 

pg/mL的准确度为4.36%,见
表2。1

 

000
 

pg/mL的重复性为2.83%,50
 

pg/mL的

重复性为2.80%,见表3。1
 

000
 

pg/mL的批间差为

5.1%,50
 

pg/mL的批间差为1.2%,见表4。
表1  ELISA与化学发光法检测结果比较(n)

方法 结果
ELISA

阳性 阴性 不确定

化学发光法 阳性 124 1 0
阴性 1 91 0

不确定 0 0 5
合计 125 92 5

图7  标准曲线

表2  准确度

浓度 平均值 相对偏差(%)

1
 

000
 

pg/mL 994.915 0.51
50

 

pg/mL 52.180 4.36

表3  重复性

浓度 平均值 x 变异系数(%)

1
 

000
 

pg/mL 1
 

001.210 28.29 2.83

50
 

pg/mL 50.815 1.42 2.80

表4  批间差

浓度 平均值 x 变异系数(%)

1
 

000
 

pg/mL 979.540 49.91 5.1

50
 

pg/mL 52.080 0.64 1.2

3 讨  论

结核病是影响人类健康的常见传染病,主要通过

呼吸道传播,并可在人与动物之间传播[16-18]。目前,
结核病检查方法有很多种,常见的有影像学检查、涂
片镜检、细菌培养、PCR检测、结核抗体检测、TST、

TB-IGRA等。其中,γ-干扰素释放试验(IGRA)是细

胞免疫介导的TB-IGRA,因其检测快速、使用方便和

准确等特点,已经被世界卫生组织和美国疾病控制与

预防中心推荐,作为感染结核分枝杆菌诊断的辅助手

段[19-21]。IGRA主要分为酶联免疫斑点法和全血检测

法两大类[22]。该实验是对人外周血进行体外刺激培

养所产生的γ-干扰素进行检测。IGRA在免疫功能

低下人群中的诊断价值与在免疫功能正常人群中的

诊断价值不同,因为它们的结果受到宿主免疫功能的

影响,而生理和病理因素均可导致免疫功能受损[23]。
该实验原理主要在于当T细胞被结核分枝杆菌刺激,
致敏后再次遇到同类抗原会导致γ-干扰素的产生,因
此对该干扰素进行检测,能够有效判断患者是否存在

结核分枝杆菌感染情况[24]。同时,IGRA检测结核分

枝杆菌潜伏感染病例的灵敏度不受年龄的影响[17]。
通过将化学发光法与IGRA相结合,不仅能够大大提

高实验结果的准确性,同时也能降低检测结果的最低

检出限。
化学发光法作为一种20世纪90年代才迅速兴

起的一种新型检测技术,在灵敏度和线性范围方面较

其他检测技术有大幅度地提高,并且从环境污染等方

面综合考虑,都有足够的优势发展成为新一代的免疫

学诊断技术,因此其越来越多地受到临床诊断实验室

的关注,是近年来该领域的研究热点[25-27]。本研究对

化学发光法的主要条件进行了系统的筛选和优化,包
括发光标志物制备工艺、磁珠结合包被抗体工艺、通
用试剂的配方、反应体系研究、灵敏度的确定、一致性

的确定,优化了各个组分的配方和反应体系,考察了

各组分和整套试剂的稳定性,达到了本次研究的最佳

条件,最终建立了结核分枝杆菌特异性γ-干扰素化学

发光检测体系并对其进行了评价。本研究所建立的
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方法对质控样品的最低检出限达到了0.66
 

pg/mL,
建立的检测体系各项参数进行优化后与ELISA进行

比对,阳 性 符 合 率 为 99.20%,阴 性 符 合 率 为

98.91%,总符合率为99.10%,能够满足临床检测所

需要求。
综上所述,本研究中所建立的化学发光法结核分

枝杆菌特异性γ-干扰素检测体系可用于结核病的临

床快速诊断。该方法具有标准化程序和客观性,减少

了结核菌素皮内变态反应实验因注射技术和读数而

产生的主观偏差,尤其对肺外结核、菌阴结核患者的

应用价值较高,可为结核病的流行病学调查及该病的

诊断提供新的实用技术。
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断过程提供重要的信息,但是这些结果容易受到内源

性变异的干扰,从而影响最终的结果解释。因此利用

大数据建立不同地区、实验室、人群、年龄段的参考区

间,评估特定患者的实际检测结果与疾病的联系,对
于临床医生和患者都非常有益。间接法建立参考区

间具有耗时短、成本低、准确度高的优势,在未来有很

好的应用前景。
本研究使用间接法建立了成都市郫都区女性肿

瘤标志物 AFP、CEA、CA125、CA153、CA199的年龄

特异性参考区间,为更好地筛查不同年龄女性肿瘤相

关疾病提供参考依据,有助于肿瘤疾病的预防及鉴别

诊断。
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