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"摘要#

!

目的
!

建立一种
R

群链球菌"

]RL

#的胶体金免疫层析检测方法!并进行临床应用评价$方法
!

收集

)()

例阴道分泌物标本!采用细菌分离培养法作为金标准对标本的
]RL

进行检测!同时采用以双抗体夹心法为基

础研制出
R

群链球菌胶体金免疫层析试纸条检测作为对照!分析其灵敏度%特异度!计算
a=

77

=

值分析两种方法的

一致性$结果
!

免疫层析法检测
]RL

的敏感度为
10K2(W

!特异度为
10K2-W

&与细菌分离培养法的总符合率为

10K2)W

!

a=

77

=

值为
(K1-.

$结论
!

免疫层析法检测
]RL

具有较高的敏感度和特异度!且简便准确!对
]RL

的筛

查和快速诊断具有重要的临床应用价值$
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群链球菌$

]RL

%亦称无乳链球菌#属于
%

溶血的革兰阳

性链球菌*研究表明#

]RL

是围产期严重感染性疾病的主要

致病菌之一#可导致母婴不良后果#在围产医学中占有不可忽

视的地位+

'

,

*孕产妇生殖道感染
]RL

#可导致泌尿系统感染)

胎膜早破)早产)死胎)产褥感染)菌血症等+

)

,

*新生儿感染

]RL

常表现为肺炎)败血症和脑膜炎#是导致新生儿死亡的主

要原因#已引起了各级临床医疗机构的重视+

3

,

*目前常用的检

测方法有细菌分离培养法)核酸探针检测)荧光原位杂交法)脉

冲式凝胶电泳法)革兰氏染色法等#但这些检测方法需要专业

的仪器设备与技术人员#成本高#检测时间长#限制了其临床应

用+

-

,

*因此#本研究研制了一种快速诊断
]RL

的新方法...

胶体金免疫层析法#经验证该方法与细菌分离培养法有良好的

一致性#且操作简便)快速)灵敏)直观#适合在临床推广应用*

现报道如下*

$

!

资料与方法

$K$

!

一般资料
!

在多家医院共收集到
)()

例孕妇阴道分泌物

标本#平均年龄$

)/K)_2K.

%岁#平均孕周$

3/K-_)K-

%周*所

有孕妇无阴道出血(采样前
'

周内均为接受抗菌药物治疗(采

样前
)-;

内未接受阴道清洗)消毒液)药膏等处理*所有分泌

物标本已通过
]RL

细菌分离培养法$金标准%鉴定其阴阳性*

$K/

!

仪器与试剂
!

X'.2(#

高速冷冻离心机$湖南长沙湘仪

离心机仪器有限公司%)

O/P

切条机$韩感中国%)

X*P&)(((

调温恒温电热套$常州国华电器有限公司%)

XP3(3(

三维平面

点膜喷金仪$上海金标生物科技有限公司%)

]bY&1'-(PRQ

电

热鼓风干燥机$上海博迅实业有限公司医疗设备厂%)

3̂('(

紫

外可见光谱仪$日本
X+"$OX+

公司%)

"5<>=!')

透射电子显微

镜$荷兰
cQ+

%*抗
]RL

单克隆抗体购于
I!4@

7

=<!A!<

(液体生化

防腐剂
U94O8!>3((

)枸橼酸钠)氯金酸购于
L!

?

C=

(硝酸纤维素

膜$

TO

膜%)玻璃纤维素垫)吸水垫)聚氯乙烯板$

USO

板%)胶

体金聚酯结合垫)抽提管)羊抗鼠
+

?

]

等购于上海杰一生物技

术有限公司(菌种购自美国菌种保藏中心$

$"OO

%*

$K'

!

胶体金免疫层析试纸条的研制

$K'K$

!

胶体金颗粒的制备与鉴定
!

量取
)((C,

纯化水加入

烧瓶中#在磁力搅拌器作用下加热至约
1(

!

12\

#加入
'W

的

氯金酸溶液
)C,

#继续加热搅拌至沸腾*充分沸腾
'(@

后#迅

速加入现配的
'W

枸橼酸钠溶液
-C,

#加速搅拌沸腾反应
2

C!>

#液体由透明变成黑色#再变成紫红色透明#冷却至室温待

用*制备完毕#通过透射电镜与紫外扫描光谱仪进行表征

-

)'('

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.

"

基金项目$广州市科技计划项目$

)('2('('((2)

%*

!!

作者简介!申旺#男#主管检验技师#本科#主要从事生化与免疫研究*

!

#

!

通讯作者#

Q&C=!8

!

3-/.2323'

"MM

K<4C

*



分析*

$K'K/

!

胶体金最佳抗体标记量的确定
!

将制备的胶体金溶

液#以
(K'C48

"

,

碳酸钾调
7

X

值至
.K(

*将
(K'C,

系列浓度

$

(

)

(K(-

)

(K(/

)

(K(.

)

(K'(

)

(K')

)

(K'-

)

(K'/C

?

"

C,

%的抗
]RL

单克隆抗体加入到
'C,

的胶体金溶液中#另设对照管*

'(

C!>

后加入
(K'C,'(W

的氯化钠溶液$

T=O8

%#混匀后室温静

置
);

#以最接近对照管胶体金颜色的浓度为准#在此基础上再

加
)(W

的量即为最佳抗体标记量*

$K'K'

!

胶体金标记抗体的制备
!

取
'((C,

制备的胶体金溶

液#加入
'K)C

?

抗
]RL

单克隆抗体#室温轻轻搅拌
3(C!>

#静

置
';

*在磁力搅拌下#逐滴加入
'C8'(W

牛血清清蛋白溶液

$

RL$

%#搅拌
)(C!>

*

')(((9

"

C!>

离心
)(C!>

#弃上清液*

加入
)C,

含
'W RL$

)

2W

蔗糖)

(K('W U94O8!>3((

7

X.K2

的
"9!@&XO8

溶液使沉淀重悬#

-\

保存备用*

$K'K1

!

样品垫的预处理
!

制备
)WRL$

)

(K2W

聚乙烯吡咯烷

酮$

USU

%)

)K2W

蔗糖)

(K2W

吐温$

"F55>

%)

(K)W

酸性酪蛋白)

(K('W U94O8!>3((

的磷酸盐缓冲液$

URL(K('C48

"

,

%#将样

品垫浸泡其中#

3(

!

30\

烘干
'/;

后加入干燥剂热合封口#

备用*

$K'K2

!

金标抗体工作浓度的确定
!

将金标抗体重悬液作系列

稀释$

'd)

)

'd-

)

'd/

)

'd.

)

'd'(

)

'd'2

%#用三维平面点膜

喷金仪以喷金量
(K.

#

,

"

CC

#喷嘴移动速度为
.(CC

"

@

#均匀

喷于聚酯纤维素膜上#

3(

!

30\

烘干
'/;

后加入干燥剂热合

封口*用它们分别检测阳性和阴性标本#再根据检测带显色深

度)

TO

膜背景)灵敏度)显色时间等指标确定最佳金标抗体工

作浓度*

$K'K)

!

检测线)质控线的包被浓度的确定
!

将抗
]RL

单克隆

抗体和羊抗鼠
+

?

]

稀释成系列浓度$

(K2

)

(K.

)

'K)

)

'K2

)

)K(

)

)K2C

?

"

C,

%#采用上海金标喷金划膜仪划线#设定检测线和质

控线的间距为
(K2<C

#检测线与
TO

膜下缘的距离为
(K0<C

#

划线速度为
'((CC

"

@

#喷液量为
(K'

#

,

"

CC

*

3(

!

30\

烘干

'/;

后加入干燥剂热合封口#备用*根据上述指标检确定最

佳抗体包被浓度*

$K'K.

!

试纸条的组装
!

以
USO

板作背衬#分别将玻璃纤维素

制成的样品吸收垫)胶体金结合垫)包被有测试带$

"

带%和质

控带$

O

带%的
TO

膜和吸水垫按图
'

所示装配#将装备好的纸

板切成
-CC

宽的纸条#装入卡壳即为胶体金免疫层析试纸条

成品*

图
'

!

胶体金免疫层析试纸条结构

$K'K3

!

试纸条最低检出限的确定
!

将从
$"OO

购买的
R

群

链球菌标准菌株复苏后增菌培养#各取
'((

#

,

浓度分别为
(

)

'(

2

)

'(

/

)

'(

0

)

'(

.

)

'(

1

Oĉ

"

C,

的菌液加入至
1((

#

,

抽提液

中$抽提后的菌液浓度为
(

)

'(

-

)

'(

2

)

'(

/

)

'(

0

)

'(

.

Oĉ

"

C,

%#

混匀#反应
2C!>

#滴加
)

!

3

滴抽提液于试剂条样品垫中#等待

2

!

'(C!>

观察结果确定试纸条最低检出限*

$K'K(

!

试纸条交叉反应
!

将从
$"OO

购买的
R

群链球菌)

*

群链球菌)大肠杆菌)

$

群链球菌)粪肠杆菌与金黄色葡萄球菌

复苏后增菌培养*用麦式比浊法将细菌浓度用
URL

稀释调至

'(

1

Oĉ

"

C,

#分别取
'((

#

,

菌液加入至
1((

#

,

抽提液中$抽

提后的菌液浓度为
'(

.

Oĉ

"

C,

%#混匀#反应
2C!>

#滴加
)

!

3

滴抽提液于试剂条样品垫中#等待
2

!

'(C!>

观察结果#对试

纸条的特异性进行检测*

$K1

!

统计学处理
!

采用
LULL'1K(

统计学软件分析#以细菌

分离培养的结果为标准#免疫层析法检测结果为对照#绘制四

格表#计算免疫层析法检测
]RL

的敏感度)特异度)总符合率

和
a=

77

=

值*

/

!

结
!!

果

/K$

!

胶体金免疫层析试纸条的研制

/K$K$

!

胶体金的制备与鉴定
!

从图
)

可知制备的胶体金颗粒

的在
23(>C

处出现最大特征吸收峰#且峰宽较窄#峰形光滑#

这表明制得的胶体金颗粒大小均匀*从扫描电镜图显示#胶体

金颗粒平均粒径约
)2>C

$图
3

%*

图
)

!

紫外线扫描光谱

图
3

!

透射电镜扫描图

/K$K/

!

胶体金和抗体偶联前后光谱分析
!

从图
)

可知#偶联

抗体后的胶体金溶液其紫外光谱最大吸收峰发生了红移现象#

在
232>C

处出现最大特征吸收峰#这说明胶体金颗粒已成功

标记到抗体上*

/K$K'

!

胶体金最佳抗体标记量的确定
!

由实验可知#当抗

]RL

单克隆抗体浓度
%

(K'C

?

"

C,

时胶体金颜色最为接近对

照管颜色*考虑到用量成本#在抗体浓度
(K'C

?

"

C,

的基础

上再加
)(W

的量即为胶体金的最佳抗体标记量*

/K$K1

!

金标抗体工作浓度的确定
!

当稀释倍数为
'd/

时#

TO

膜背景消失#检测线与质控线较深#且灵敏度较高#显色时

间短*因此金标抗体溶液最佳稀释倍数为
'd/

*

/K$K2

!

检测线)质控线的包被浓度的确定
!

当检测线包被抗

体浓度为
'K)C

?

"

C,

时#检测线显色适中#灵敏度高#显色时

间短(当质控线包被浓度
%

(K.C

?

"

C,

时#其色带清晰可见*

因此#检测线)质控线抗体包被浓度分别为
'K)

)

(K.C

?

"

C,

*

-

3'('

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3
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!

试纸条交叉反应
!

用试纸条检测浓度为
'(

.

Oĉ

"

C,

的

菌液#

R

群链球菌呈阳性#对
*

群链球菌)大肠杆菌)

$

群链球

菌)粪肠杆菌与金黄色葡萄球菌无交叉反应#由此表明试纸条

特异性良好$图
-

%*

!!

注!

'

!

/

分别表示
R

群链球菌)

*

群链球菌)大肠杆菌)

$

群链球

菌)粪肠杆菌)金黄色葡萄球菌*

图
-

!

胶体金试剂条交叉反应

!!

注!

'

!

/

分别表示
'(

.

)

'(

0

)

'(

/

)

'(

2

)

'(

-

Oĉ

"

C,

以及
URL

*

图
2

!

胶体金试剂条灵敏度测试

/K'

!

试纸条最低检出限的确定
!

在最优工艺条件下制备

]RL

免疫层析试纸条#并对其灵敏度进行性能评价*对灭活

的
]RL

菌液作系列浓度检测#结果表明当抽提液菌液浓度
%

'(

2

Oĉ

"

C,

时结果为阳性#因此试纸条的灵敏度为
'(

2

Oĉ

"

C,

$图
2

%*

/K1

!

临床标本检测
!

用试纸条检测
)()

例临床标本#以细菌

分离培养法结果为对照#利用
LULL'1K(

统计学软件进行分

析*试剂条的敏感度为
10K2(W

#特异度为
10K2-W

#总符合率

为
10K2)W

#

a=

77

=

值为
(K1-.

*实验表明#免疫层析法和细菌

分离培养法具有较好的一致性*

表
'

!

临床实验结果对比%

'

(

试验
细菌分离培养法

阳性 阴性
合计

微米生物试剂 阳性
0. 3 .'

阴性
) ''1 ')'

合计
.( ')) )()

'

!

讨
!!

论

!!

]RL

是一种寄生于人体下消化道及泌尿生殖道的革兰阳

性菌#健康人群带菌率可达
'2W

!

32W

+

2

,

*

'13.

年#

c9

H

报道

了
3

例死于
]RL

引起的产后心内膜炎的病例#由此证实
]RL

为人类致病菌+

/

,

*

)(

世纪
0(

年代以来#

]RL

所致的女性生殖

道感染#尤其在围产期感染呈上升趋势#与围产期严重感染性

疾病密切相关+

0&1

,

*

]RL

与孕妇胎膜早破相关!

]RL

对绒毛膜

的吸附及穿透力很强#可引发绒毛膜羊膜炎#导致胎膜早破*

]RL

与早产相关!

]RL

感染可引起磷脂酶
$

)前列腺素及一些

细胞因子的释放#从而刺激子宫收缩#导致早产(

]RL

引发的

胎膜早破也是早产原因之一*

]RL

与产褥感染相关!研究表

明#

]RL

阳性产妇#其产后子宫内膜炎)盆腔炎乃至败血症的

发病率均高于
]RL

阴性产妇+

1

,

*

]RL

与死胎相关!

]RL

与埃

希菌和解脲支原体并列为三大导致死胎的病原微生物+

'(

,

*

]RL

还可以通过产时垂直传播和产后水平传播感染新生儿#

主要临床表现为肺炎和败血症+

'(&''

,

*因此#对于孕产妇)新生

儿
]RL

的检测十分重要*

目前#传统的细菌分离培养法是检测
]RL

的金标准+

')

,

#

也是国内大多数医院的首选方法#但细菌培养时间较长#阳性

率也易受多种因素的影响*随着技术的发展#实时荧光聚合酶

链反应$

UO#

%)荧光原位杂交法$

c+LX

%逐渐在一些大型医院

中应用于
]RL

检测#不仅提高了敏感度和特异度#也大大缩短

了检测时间#但由于这两种方法对仪器设备和工作人员要求均

较高#标本也一般需要大批量处理#且操作繁琐#成本昂贵#不

适合在中小医院中推广#限制了其临床应用+

'3

,

*凝胶电泳法

由于
]RL

血清型的多样性#其限制性核酸内切酶电泳图也存

在差异#故会造成一些血清亚型
]RL

的漏检+

'-

,

*革兰氏染色

法虽价格低廉#诊断迅速#但其敏感度和特异度均较低+

'2

,

*本

研究制备的免疫层析法
]RL

快速检测试剂通过与细菌分离法

比较#其敏感度和特异度分别达到
10K2(W

和
10K2)W

#表明该

法具有高敏感度与高特异度*

]RL

的特异性多糖抗原位于细胞壁内#若要和抗体发生

特异性结合#首先须将细胞壁裂解+

'/

,

*因此#本实验尝试碱裂

解)十二烷基硫酸钠$

L*L

%裂解)溶菌酶裂解以及亚硝酸钠和

乙酸裂解
]RL

细胞壁#发现碱裂解和
L*L

裂解的效率较低且

阳性较弱#溶菌酶裂解和亚硝酸钠)乙酸裂解的效率相当#考虑

到溶菌酶在常温保存期较短#故选择了
)CC48

"

,

亚硝酸钠和

'CC48

"

,

的乙酸作为裂解液#从而保证了抗原的浓度和活性*

本实验显示研制的免疫层析法和细菌分离培养法对
]RL

检测的总符合率为
10K2)W

#

a=

77

=

值为
(K1-.

$

a=

77

=

值越

大#表示一致性越好#一般认为
a=

77

=

%

(K02

时#说明一致性

较好%#表明本法结果准确可靠#可用于
]RL

的筛查和诊断*

本法同时还具有操作简单)检测快速等优点#患者从取材到诊

断最快只需
'(C!>

#大大缩短了检测时间#为临床及时诊断和

治疗节约了宝贵时间*

综上所述#本研究建立的
]RL

胶体金免疫层析检测方法

具有操作简便)检测快速)结果准确等优点#为围产期孕妇生殖

道
]RL

感染早期筛查和辅助诊断提供了一种科学有效的检测

方法#对保护孕妇健康)预防新生儿
]RL

感染具有重要临床应

用价值*
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