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人肺炎支原体抗原循环增强荧光免疫方法的建立"

肖春海!梁
!

爽!瞿培培!刘静凡!董志武#

"上海市第六人民医院金山分院检验科
!

;/.5//

#

!!

摘
!

要"目的
!

采用循环增强免疫荧光技术"

R#T$9

#!建立人肺炎支原体抗原"

W

(

#的检测方法!并对其性能进行初步探讨$

方法
!

采用
R#T$9

检测
W

(

肺炎抗原!对
W

(

标准物质及
58

份临床标本用培养法进行测定!采用
R#T$9

检测
W

(

的灵敏度及该

方法与培养法检测的符合率$结果
!

生物素标记
W

(

兔多抗与亲和素偶联花青染料
5

的工作浓度分别为
5

%

1

$

B

(

M!

时!阳性对

照与阴性对照吸光度"

,

(

%

#比值最大$检测
W

(

抗原灵敏度为
;

$

B

(

M!

$

58

份临床标本培养法检测阳性率为
;34:U

"

.:

(

58

#!

R#T$9

法的阳性率为
054;U

"

.3

(

58

#!二者符合率为
-543U

!差异无统计学意义"

!

$
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#$结论
!

建立的
R#T$9

法检测
W

(

抗原具有灵敏度高%特异度强等优点$

关键词"肺炎支原体&

!

肺炎支原体的快速培养&

!

抗原

!"#

!
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文献标志码"
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文章编号"
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肺炎支原体$

W

(

%是引起支原体肺炎的主要病原体'

.

(

)目

前临床上对
W

(

的实验室检查主要是
W

(

的抗体检测*核酸检

测和抗原检测)其中后两种为
W

(

感染的直接证据#但核酸检

测需要在聚合酶链反应$

,R_

%实验室中进行#且
W

(

生长缓

慢#培养法最长可能要几周才能确定
W

(

是否生长'

;

(

)抗原直

接检测目前大多是用微孔板的酶联免疫吸附法$

#!TP9

%进行

检测#适用于批量标本的检测#不适用于单个标本的随到随检)

本文用循环增强荧光免疫技术$

R#T$9

%检测
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份临床咽拭子

中的
W

(

抗原#以快速培养法作为对照#从而探讨循环增强荧

光免疫法检测
W

(

在临床应用中的价值#现报道如下)

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

选取本院儿科门诊患者咽拭子
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例#其中男

;5

例#女
;3

例#年龄
;

!

./

岁#中位年龄
-45

岁)对每例患者

取
;

份咽拭子分别用于
W

(

的抗原检测$

R#T$9

法%和
W

(

的

快速培养)
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仪器与试剂

$4/4$

!

仪器
!

星童公司
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Q
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荧光免疫分析仪#恒温培

养箱)

$4/4/

!
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!
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B

?)CFL

公司的
W

(

兔多克隆抗体$
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M
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"
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%#
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鼠单克隆抗体$

.41 M
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%#

W

(

抗原$
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荧光标记物
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"
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%#生物素$
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%溶液$

5M

B

"
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%#亲和

素偶联花青染料
5

$
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Q

5'P9
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./4/M

B

"
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%)珠海迪尔生物

工程有限公司的
W

(

快速培养试剂盒)
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!

原理
!

利用生物素化的捕捉抗体对待测抗原的特异度#

以及对链霉亲和素荧光偶联物质的特异度#通过循环反应#实

现荧光信号循环放大#从而测定样品中
W

(

水平'

0

(

)

$41

!

方法

$414$

!

克隆捕捉抗体的固化
!
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%将
.4.M!

的
W

(

鼠单克隆

抗体溶解到
.M!

磷酸盐缓冲液$

,+P

%中#装入透析袋透析

.;4/D

#然后将透析后的溶液取出#室温下平衡
/45D

#制成抗

体溶液)$

;

%将
845

$

!

的
$FJ*)?@E?<='%2P

荧光标记物加入

到
.M!

的单克隆抗体溶液中#室温下反应
.4/D

)$

0

%将反应

后的溶液用
,S'./

脱盐纯化柱$

O;5

%#得到荧光素化的捕捉抗

体溶液)$

8

%将镀有
0'

氨基丙基硅烷#直径为
.MM

的石英针#

在疏水作用下与荧光素化的捕捉抗体结合#形成固化的单克隆

捕捉抗体'
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(

)
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生物素化标记抗体的制备
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%将
/41M!W

(

兔多克

隆抗体溶解到
.M!,+P

溶液中#装入透析袋透析
.;4/D

#然

后将透析后的溶液取出#室温下平衡
/45D
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$

!

生物

素溶液加入到
;M!

的多克隆抗体溶液中#室温下反应
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)

$
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%将反应后的溶液用
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#获得生物素标记的多克隆标记抗

体溶液)
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生物素标记
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Q
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的工作浓度)
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的
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标准物质用生

理盐水稀释成
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品#每个样品测定
;

次#计算各浓度标准物质的发光值和阴性

对照的发光值的比值$

,

"

%

%

$

;

作为此方法的灵敏度)

$4142

!

特异度比对试验
!
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%
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法检测
W

(

抗原!咽拭

子用
. M!

生理盐水进行洗涤#取
;//

$

!

洗涤液加等量
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裂解液体#混匀作为待测标本#具体操作参照文献
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(

快速培养!具体操作按照试剂说明书进行)
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结
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果
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时#抗原为
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./

$
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"

M!

的
,

"

%

值

最大且
$

;4.

#故选择此时的
+<*A<=',CG

与
R

Q

5'P9

的配比为较

理想的工作浓度)见表
.

)

表
.

!!

+<*A<=',CG

及
R

Q

5'P9

的工作浓度配比

+<*A<=',CGlR

Q

5'P9

浓度配比$
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"
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%

各抗原浓度下发光值
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%
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"

/ ./

"

/
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0l./ ..1 ;/0 :./ .4-; 54.-

5l5 :; .;/ 0:- .438 543;

5l1 ./: ;;5 -33 ;4.; -458

5l./ .01 ;53 1./ .411 541-
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R#T$9

法检测
W

(

的灵敏度试验
!

当
W

(

抗原浓度分别

为
.

*

;

*

8

$

B

"

M!

时的
,

"

%

值分别为
.4;-

*

;4;1

*

04::

)故选

浓度
;

$

B

"

M!

作为
R#T$9

法检测
W

(

的灵敏度)

/4'

!

R#T$9

法检测
W

(

抗原与
W

(

培养法比较
!

对
58

例临

床咽拭子标本进行检测#两 种 方 法 的 符 合 率 为
-543U

$

8.

"

58

%#检测结果比较差异无统计学意义$

!

$
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%#见表
;

)

表
;
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R#T$9

法检测
W

(

抗原与
W

(

培养法比较#

(

$

项目
R#T$9

法

阳性 阴性 总计

阳性
.. 5 .:

阴性
1 0/ 01

总计
.3 05 58

'

!

讨
!!

论

!!

W

(

在治疗上与其他普通细菌感染引起的肺炎在治疗上

不尽相同#

W

(

感染仍以大环内酯类为一线药物#

W

(

抗体通常

感染
.

周后才能明显升高#作为诊断依据'

8'5

(

)

W

(

培养法主

要是依靠
W

(

在培养基中的快速生长#分解糖类#产生氢离子

后促使培养基的
(

2

值逐渐降低#通过观察培养基颜色的变化

作为
W

(

生长的判断标准'

:

(

)但培养法通常需要
;8

!

81D

#才

能进行判定其有无生长)这导致临床上
W

(

的培养结果常晚

于病情的变化#无法满足临床快速诊断的需求)因此#在临床

工作中#

W

(

的诊断在实验室依据大多为
R

反应蛋白*降钙素

原和支原体抗体等指标间的联合应用'

-'3

(

)

W

(

的核酸检测有

实时荧光
,R_

*多重
,R_

及等温扩增等技术'

./

(

)

W

(

核酸检

测也渐渐增多#但根据目前我国核酸扩增实验室对人员*设备

和场地的要求#依然决定了核酸检测无法普及#特别是在门急

诊实验室)根据以上介绍#

W

(

诊断的直接证据#如
W

(

培养

和
W

(

核酸使用是有一定的局限性#前者是报告周期长#后者

是核酸实验室较难普及)而
W

(

抗原检测目前多为
#!TP9

方

法'

..'.;

(

#也有报道采用量子点免疫层析法检测
W

(

抗原'

.0

(

#但

都不适合门诊患者随到随测的实际需求)

本研究中建立的
R#T$9

法检测
W

(

抗原#在标本前处理

上与普通的
#!TP9

方法相同#都需要对标本进行裂解#使待测

抗原混匀充分暴露#这样可以更有利于该抗原的检出)方法中

液相 试 剂
+<*A<=',CG

和
R

Q

5'P9

的 工 作 浓 度 分 别 为
5

*

1

$

B

"

M!

#此时的
,

"

%

值最大且
$

;

#也就意味着此时有较好

的灵敏度)依据
,

"

%

$

;

的条件#建立的
R#T$9

法检测
W

(

抗原的灵敏度为
;

$

B

"

M!

#与刘开运'

.;

(的
#!TP9

检测
W,

抗

原一致)本文对
58

例临床标本用
R#T$9

进行了
W

(

抗原的

检测#并用
W

(

培养法做了平行测定)结果显示此两种方法的

检测结果差异无统计学意义$

!

$
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%#符合率达
-543U

)本研

究建立的方法为
W

(

的抗原检测提供了一种新的途径#

R#T$9

能单个标本进样#并随到随做#能满足临床#特别是门诊快速准

确检测
W

(

的需求#在实际临床工作中具有一定的应用价值)
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