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摘 要

侵袭性 曲霉病 （ ｉｎｖａｓ ｉｖｅａｓｐｅｒｇ ｉ ｌ ｌｏｓ ｉｓ ， ＩＡ ） 是
一

种全身性播散性真菌感染

性疾病 ， 烟 曲霉是其主要致病菌 ， 占 ９０％以上 。 近年来 ， 由于免疫抑制剂及激

素等药物的使用 ， 免疫低下的患者增 多 ， 导致侵袭性 曲霉病 的发病率和死亡率

逐年升高 。 而 曲霉病起病隐匿 ， 临床表现无影响特异性 ， 因此曲霉病的早期诊

断极为困难 。

目 前 ＩＡ 诊断金标准是无菌组织的病理诊断 ， 但是缺点是操作是有创 的 。

分子诊断方法灵敏 ， 但 由于真菌 ＤＮＡ 提取困难 、 不同厂家试剂标准化困难 ，

目 前 尚未获批用于临床 。 真菌细胞壁中多糖和糖蛋 白含量丰富 ， 已用于多种真

菌 感染的诊断 。 临床诊断 ＩＡ 商 品 化试剂盒主要针对烟 曲 霉半乳甘露聚糖

（ｇ ｌａｃｔｏｍａｎｎａｎ
，
ＧＭ

）或糖蛋 白抗原及其抗体 ， 但其在不 同患者人群检测性能差异

较大 ， 目前仍难以解决临床感染患者多 、 早期诊断困难的现状 。

本实验室前期对 曲霉诊断试剂的研发进行 了 多种不 同尝试 ：

一

方面 ， 针对

具有诊断价值的烟 曲霉特异性甘露糖蛋白 （Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ ） 采用原核和真核表达 ， 制

备抗体并建立抗原检测体系 ， 但经重组表达的 Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ 难以达到结构复杂的真

菌天然糖蛋 白 的糖基化程度 ， 因此 ， 未能建立有效检测临床样本的体系 。 另
一

方面 ， 尝试釆用培养 ７ 天的烟 曲霉粗提抗原 ， 免疫小 鼠后获得针对 曲霉属抗原

的单抗 ， 并建立可检测 曲霉属培养上清的检测体系 ， 该检测体系虽具有很好的

Ｉ





摘 要


特异性 ， 但是无法检测患者血清 中 的抗原 。 与商 品化试剂研发过程相 比 ， 推测

原因可能为所用免疫原为临床分离烟 曲霉 、 且培养 ７ 天的天然抗原 ， 与 曲霉早

期肿胀孢子和菌丝结构存在差异 。 因此 ， 本课题拟采用购 自美国菌株保藏中心

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏ ｌ ｌｅｃｔｉｏｎ ， ＡＴＣＣ
）的烟曲霉标准菌株 、 提取培养 ２４ 小

时的烟 曲霉早期裂解抗原作为免疫原 ， 以获取针对烟 曲霉早期抗原的小鼠单克

隆抗体 ， 建立曲霉抗原捕获的酶联免疫吸附试验 （ ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ

ａｓｓａｙ ， ＥＬＩＳＡ ） 体系 ， 并初步评价其临床应用价值 ， 以期获得可能具有早期诊

断价值的试剂盒 。

第
一

部分 ： 烟曲霉单克隆抗体的制备与鉴定

采用培养 ２４ 小时的烟 曲霉 （ＡＴＣＣ 菌株 ） 生长早期裂解抗原作为免疫原 ，

釆用皮下 、 腹腔和肌肉注射等多种方案免疫 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 选取血清抗体效价

最高的小 鼠提取脾细胞并与小 鼠骨髓瘤细胞进行细胞融合 ， 融合后的杂交瘤细

胞经 ＥＬ Ｉ ＳＡ 和间接免疫焚光 （ Ｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅ ，ＩＦＡ ） 筛选 ， 得到

了１ ８ 株 （ Ｆ １
？Ｆ １ ８ ） 稳定分泌抗烟 曲霉抗体的杂交瘤细胞 。 对其 中 １ ７ 株细胞产

生的腹水进行纯化 ， 最终得到了１ ５ 株抗烟曲霉小 鼠单克隆抗体 ， 并对这组抗体

进行免疫学特性鉴定 。 经 ＥＬＩＳＡ 鉴定发现 ， ７ 株抗烟 曲霉小 鼠单抗为 Ｉ
ｇＧ ｌ 型

抗体 ， 特异性针对培养 ２４ 小时的烟 曲霉早期裂解抗原 ， 与 １ ８ 种临床常见的其

他真菌 （ 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 马尔尼菲篮状菌 （酵母相 ） 、 黑 曲霉 、 黄 曲

霉 、 土 曲霉 、 构巢曲霉 、 镰刀菌 、 毛霉 、 微小根毛霉 、 葡萄牙念珠菌 、 季也蒙

念珠菌 、 光滑念珠菌 、 克柔念珠菌 、 近平滑念珠菌 、 热带念珠菌 、 尖端赛多孢

菌 、 多育荚节孢霉等 ） 裂解抗原无交叉反应 ； 另外 ８ 株为 ＩｇＭ 型抗体 ， 与烟 曲

霉早期和晚期抗原均有反应 ， 且与多种不 同真菌存在
一

定交叉反应 ， 主要与黄

曲霉 、 土 曲霉 、 黑 曲霉和构巢曲霉结合 ， 考虑为 曲霉属特异性抗体 。 免疫印迹

（Ｗｅｓｔｅｍ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ，ＷＢ ） 进
一

步证明 ： ７ 株 ＩｇＧ ｌ 型抗体结合烟曲霉早期裂解抗

原 ， 主要结合条带均为 ２５ｋＤａ ， 而 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体可同时与烟 曲霉早期 （ ３ ７
－

ｌ ＯＯｋＤａ ） 和晚期抗原 （ ５０
－２５ ０ｋＤａ ） 结合 ， 结合谱与伯乐 ＧＭ 检测试剂盒中抗

ＩＩ
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

烟 曲霉大鼠单抗的结合谱相似 。 进
一

步经 ＩＦＡ 鉴定发现 ，
１ ３ 株抗体与烟 曲霉肿

胀孢子及早期菌丝体细胞壁有不同程度的结合 。 生物素 （ ｂｉｏｔｉｎ ） 标记小 鼠单抗 ，

测定其效价 ， 对抗烟 曲霉小 鼠单抗结合表位性质和相关性分析 ， 发现 Ｆ １ 和 Ｆ４

结合糖蛋 白表位 （相关分析提示结合相 同位点 ） ， Ｆ９ 和 Ｆ １ １ 识别抗原的糖蛋 白

表位 ， Ｆ ８ 和 Ｆ １ ６ 结合蛋 白表位 （且为同一位点 ） ， 其余 ９ 株则识别蛋 白表位 ，

提示成功获得可识别不同抗原性质 、 识别不同抗原表位的小 鼠单抗 ， 为后续建

立烟曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的抗体配对提供可能 。

第二部分 ： 曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的建立与优化

使用第
一

部分实验得到的 １ ５ 株抗体 ， 结合其免疫学特性和标记抗体效价情

况 ， 对单克隆抗体进行组合配对和优化 ， 检测烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株和烟 曲霉临床

分离株 （称 ： 烟 曲霉 ＨＫ 菌株 ） 分别培养早期 （ ２４ 小时 ） 和晚期 （ ４ 天 ） 的上

清 ， 得到 以识别糖蛋 白表位的 ＩｇＭ 单抗 Ｆ １ 为捕获抗体 ， 以生物素 （ ｂｉｏｔｉｎ ） 标

记的 Ｆ Ｉ（ ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ ） 为检测抗体的最佳配对组合 。 再通过方阵滴定试验最终确

定捕获抗体 Ｆ １ 包被浓度为 ｌ Ｏｐｇ／ｍ ｌ ，ｂ ｉｏ ｔｉｎ－Ｆ ｌ 和 ＨＲＰ－链霉亲和素的工作 比例

均为 ｋ ｌ ＯＯＯ 的 ＥＬＩＳＡ 体系 ， 其检测培养早期和晚期的烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株上清

与烟 曲霉 ＨＫ 菌株上清的灵敏度均为 １ ： １ ００００
－

１ ： １ ０００００ ， 灵敏度高于实验室前

期建立的 曲霉属抗原检测体系 ， 与临床感染常见的土 曲霉 、 马尔尼菲篮状菌 、

新型隐球菌和 白念珠菌的培养上清无交叉反应 ， 但与黄 曲霉和临床相对少见的

特异青霉 、 构巢曲霉有微弱交叉反应 ， 这提示我们新建立的 ＥＬＩＳＡ 体系特异性

针对曲霉感染 ， 尤其是烟 曲霉 （ 占致病 曲霉菌的 ９０％ ） 。

第三部分 ： 曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的初步临床评价

由于 ＩＡ 临床确诊标本获取困难 ， 本研宄拟 以 曲霉感染模拟血清初步评价

检测体系的灵敏度 ， 并测定样本前处理对检测效果的影响 ， 以 明确是否需要对

患者血清进行预处理 。 将不同稀释比例 的烟 曲霉培养上清与正常人混合血清混

合制成 曲霉感染模拟血清 ， 采用不加热 、 混合后 ３ ７
°

Ｃ 孵育 ３０ｍｉｎ 和参考 Ｂ ｉｏ－

ＩＩＩ
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

ｒａｄ 商 品化 ＧＭ 检测试剂盒 （
Ｐｌａｔｅ ｌ ｉａ

？
ｊｓｐｅｒｇＺ／ｔｏ Ａｇ）中 Ｒ７（ ＥＤＴＡ 酸性溶液 ）

处理 （ ３ ００ｕ ｌ 稀释上清 ＋ １ ００ Ｕ １ Ｒ７ ， 金属浴 １ ００
°

Ｃ 加 热 ６ｍｉｎ
；ｌ ＯＯＯＯｇ 离心

ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 取上清检测 ） 这 ３ 种血清预处理方法 ， 检测结果显示使用 Ｒ７ 处理后 的

血清检测 Ａ４５０ 值高 于 另 两 种 方 法 的 检测 值 ， 检测 模拟血清 的 灵敏度 为

１ ： １ ００
－

１ ： １ ０００ ， 对 比 Ｂ ｉｏ －

ｒａｄＧＭ 检测试剂盒的灵敏度 （ １ ： １ ０００ ） ， 发现我们新

建立的体系的灵敏度劣于该商 品化试剂盒 。

以第二部分建立的双抗体夹心抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 体系 ， 检测 １ ２０ 份处理后正

常人血清原液 以确定 ｃｕｔ Ｏｆｆ值为 ０ ．４６２ 。 进
一

步用我们建立的 Ｆ ｌ ／ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 体系

检测 ７４ 例侵袭性曲霉病患者血清 （其中确诊 ２ 例 、 拟诊 ５ １ 例 、 疑诊 ２ １ 例 ） ，

发现检测结果均为阴性 。 推测检测结果的差异可能与血清抗原量 、 样本的收集

与保存 、 血清预处理等均有关 。 后续我们可对抗体标记方式进行改进 ， 放大检

测效果 ， 提高检测灵敏度 。 另外也可对免疫原的选择做出改进 ， 以获得灵敏度

更高的抗体 。

关键词 ： 侵袭性曲霉病 烟 曲霉 早期诊断 单克隆抗体 ＥＬ Ｉ ＳＡ

ＩＶ
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前 言

侵袭性 曲霉病 （ ｉｎｖａｓ ｉｖｅａｓｐｅｒｇｉ ｌ ｌｏ ｓ ｉ ｓ
，
ＩＡ ） 是

一

类由 曲霉菌 引起的深部真菌

感染性疾病 。 曲霉菌属 由 ３３ ９ 种丝状真菌组成 其主要致病菌包括烟 曲霉

（
■

为 ） 、 土 曲 霉 （
Ａ如ｒｅｗｘ

）
、 黑 曲 霉 和 黄 曲 霉 （

Ａ

等 ， 其中烟 曲霉是主要的致病菌 ， 占 ９０％ 以上 Ｐ
＿５

ｉ
。 曲霉菌在 自 然界中

分布广泛 ， 其产生的分生孢子广泛分布于环境中 ， 随着人们 的呼吸 ， 分生孢子

进入呼吸道 ， 进而沉积在肺泡上皮细胞 ， 孢子发芽且菌丝延长 ， 并突破肺泡侵

入血管壁沿血管侵袭 ， 从而导致 ＩＡ 的发生 在正常情况下 ， 人们可通过先

天免疫系统清除进入人体的 曲霉分生孢子 ， 然而 ， 在先天性或获得性免疫缺陷

病患者 、 器官移植患者 、 肿瘤患者 、 长期应用激素或免疫抑制剂等患者体 内 ，

由于他们 的免疫功能低下 ， 进入体 内 的分生孢子无法被正常清除而致病 ［
７

］

， 因

此 ， 烟 曲霉被认为是
一

种机会性致病菌 。 由于宿主免疫状态不 同 ， 曲霉菌可 引

起各种临床综合征 ， 包括侵袭性肺 曲霉病 （ ｉｎｖａｓ ｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ａｓｐｅｒｇｉ ｌ ｌｏ ｓ ｉ ｓ ，

ＩＰＡ ） 、 慢性肺曲霉病 （ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ａｓｐｅｒｇｉ ｌ ｌｏ ｓ ｉｓ ， ＣＰＡ ） 和过敏性疾病等 ［
８

］

。

近年来 ， 肺曲霉病的发病率和死亡率都在逐年升高 ， 估计每年有 １ ６００ 万例肺部

感染 【
９
］

， 以及数十万的患者死亡 【
１ 。

］

。 其 中肺曲霉病 中主要以 ＩＰＡ 为主 ， 有研究

表明 ， ＩＰＡ 的患病率高达 １ ５％ ［
１ １

］

， 此种感染多见于宿主免疫抑制低下 、 粒细胞

减少或缺乏者 ， 其死亡率可高达 ５ ０％以上 〖
１ ２

］

， 严重影响着患者的生命健康 。

由于 曲霉病起病隐匿 ， 主要临床表现包括咳嗽 、 发热 、 呼吸困难以及咯血 ，

但早期症状不典型 ， 无明显特异性临床表现 。 影像学虽具有某些特征性表现 ，

如 ＣＴ 主要表现包括多发性或弥漫性病变 、 新月 征 、 结节影 、 晕轮征等Ｍ ， 但

并非每个患者都有这类典型 ＣＴ 表现 ［
ｕ

］
。 而 由于 曲霉病的临床表现、 症状 、 体

征 以及影像学特征等均不典型 ， 因此 ， 曲霉病的早期诊断极为困难 ， 而这也在

一

定程度上延误 了抗真菌治疗的开展 ， 进
一

步导致高死亡率 。 目 前 ， 为了 降低

ＩＡ 的发病率和死亡率 ， 在临床上医生
一

般多采用结合患者的病史 、 临床症状 、

影像学检査结果 、 相关特异性检验 、 病理等进行综合判断％ ， 提前采用抗真菌

１
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药物治疗 。 然而 ， 经验性抗真菌药物治疗不仅会导致 胃肠道反应 、 肝肾毒性等

药物不 良反应的发生 ， 还会促使耐药菌株的 出现 ， 从而进
一

步增加 曲霉病的治

疗难度 。

侵袭性肺 曲霉病的诊断金标准是从肺组织活检标本中检出 曲霉菌菌丝 ， 或

无菌部位组织病理检出真菌 ［
１ ５

］
。 但这种方法需要通过侵入性手段获取标本 ， 要

求操作人员有丰富的经验和专业知识 ， 且对 ＩＡ 高危人群取材风险较大 ， 且真

菌培养耗时长 ， 过程中容易受到空气 中 曲霉孢子的污染 ， 存在较高的假阳性和

假阴性等 问题 。 ２０２ １ 年 ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ 关于侵袭性真菌病定义共识的修订及更新

指 出 ： 血培养培养出 曲霉菌 ， 几乎总是代表污染 ， 很少提示侵袭曲霉感染Ｍ 。

另外 ， 分子诊断技术包括荧光定量 ＰＣＲ 、 第二代基因测序等 ， 虽然也可 以作为

曲霉感染的微生物学证据 ， 但这些方法在临床上均未得到广泛应用 。 主要原因

包括真菌 ＤＮＡ 提取困难 、 不同 ＰＣＲ试剂之间标准化困难 、 标本易受环境中 曲

霉污染导致 出现假 阳 性 的可能 ， 以及无法 区分慢性阻塞性肺疾病 （ Ｃｈｒｏｎｉｃ

ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ｄｉｓｅａｓｅ ， ＣＯＰＤ ） 患者中可能出现的呼吸道 曲霉菌定植的

情况等 ， 这些缺点都限制了其在临床诊断的应用 。 因此 ， 寻找
一

种敏感 、 高效 、

特异性高 、 创伤小的早期诊断方法对控制患者病情及改善患者预后具有重要价

值 。

近年来 ， 侵袭性真菌病免疫学诊断方法的研究热点集中于真菌抗原的捕获

上 。 曲霉菌细胞壁含有多种抗原 ， 主要 由多糖和糖蛋 白组成 ， 其 中多糖成分 占

９０％以上 ， 包括半乳甘露聚糖 （ Ｇａｌａｃｔｏｍａｎｎａｎ ， ＧＭ ） 、 ｌ
，
３
－

ｐ
－葡聚糖 、 ｌ

，
３ －ａ－葡

聚糖 、 几丁质 以及甘露聚糖等 【
１ ６

］

。 目 前普遍被国 内外认可的血清真菌抗原诊断

方法包括 ｌ
，
３ －

ｐ
－葡聚糖 、 半乳甘露聚糖试剂盒 。 其中 ， ｌ

，
３
－

ｐ
－葡聚糖是大多数真

菌细胞壁的共有成分 ， 因此 ， １
，
３ －

ｐ
？葡聚糖缺乏种属特异性 ， 无法据此区分曲霉

属和其他真菌 。 另外 ， 在患者经免疫球蛋 白治疗或者输注 白蛋 白后 ， １
，
３
－

ｐ
－葡聚

糖检测容易 出现假阳性 ， 而且 由 于检测成本高 ， 不利于动态监测 。 ２０２ １ 年

ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ 关于侵袭性真菌病定义共识的修订及更新也指出 ： ｌ
，
３ －

ｐ
－葡聚糖指

标不是诊断任何侵袭性霉菌病的真菌学证据 ， 只有 当遇到患有血液系统恶性肿

２
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瘤 （伴或不伴中性粒细胞减少 ） ， 造血干细胞移植所致中性粒细胞减少 ， ＩＣＵ 中

新生儿侵袭性念珠菌病风险较高 （ ＞ １ ０％ ） 的患者 ， 如 胃 肠外科手术后反复吻

合 口瘘 、 上消化道穿孔 、 坏死性胰腺炎患者怀疑伴有感染等这些临床情况时 ，

Ｇ 试验才适用于拟诊侵袭性真菌病 ， 适用范围有限 ［
１ ５

］

。 曲霉半乳甘露聚糖 （
ＧＭ

）

是
一

种热稳定多糖 ， 是 曲霉菌细胞壁的主要成分之
一

， 包括
一

个线性甘露聚糖

核心和短而分枝的 Ｐ
－

１
，
５ 连接的呋喃半乳糖 （

０〇１！
）链 ［

１ ７
］

， 该结构具有抗原性 ［
１ ８

，

１ ９
］

。

ＧＭ 随着 曲霉菌丝生长而分泌释放 ， 可在早期感染释放入血液及其他体液标本

中 ， 可 以在 曲霉菌感染患者的血液或其他体液中检测 出 ， 是 ＩＡ 早期诊断标志

物之
一

Ｐ°
］

。 ＧＭ 检测 的商业化试剂盒 （ Ｐｌａｔｅ ｌ ｉａ
？也

＿ｐｅｒ＾７７／ｗ５Ａｇ／Ｂｉｏ－Ｒａｄ ） 已被

欧美国家及 ＦＤＡ 批准用于 ＩＡ 的诊断 ， 其试验标本 以血清和 ＢＡＬＦ 为主 ， 其结

果以吸光度指数 （
ＧＭｉｎｄｅｘｔ ，

ＧＭＩ
） 报告 ， ＥＯＲＴＣ ／ＭＳＧ 的指南 中推荐 ＧＭＩ之 １ ． ０

为阳性 ， 作为 曲霉感染的微生物指标之
一

。 此外 ， 针对糖蛋 白 的免疫层析侧流

装置 （ ｌａｔｅｒａｌ
－ｆｌｏｗｄｅｖ ｉｃｅ ， ＬＦＤ ） 和 国产的丹娜曲霉 ＧＭ 试剂盒 （ Ｄｙｎａｍｉｋｅｒ ）

也己应用于临床 。 据文献报道 ， ＧＭ 可在临床症状 出现前 ５
￣

８ 天被检出 ［
２ １

，
２２

］

，

但 ＧＭ 试剂盒检测的特异度和敏感度差异较大 ， 特异度从 ３ ８％？９８％不等网 ， 而

敏感度从 ３ ０％？ １ ００％不等 【
２４

］ ［
２５

］

。 原因主要有 以下几点 ： １ ） 患者服用 了某些抗

生素 ， 比如半合成青霉素等 ， 或进食了含有 ＧＭ 的食物 ， 均可导致假阳性结果

［
２

４２ ）ＧＭ 试剂盒与拟青霉属和青霉属真菌存在
一

定的交叉反应 ， 也可能导致

出现假阳性结果 ；
３ ） 部分免疫力低下患者如化疗患者 、 血液肿瘤患者预防性

使用抗真菌药物治疗 ， 会导致血液 内 的 ＧＭ抗原被快速清除从而出现假阴性的

结果 ［
２

＼４ ） 商 品化 ＧＭ试剂盒检测血清样品前需对样 品进行加热前处理 ， 使

血清 中蛋 白质沉淀 ， 然而 ， 这同时也会导致 ＧＭ糖蛋 白 出现沉淀 ， 从而出现假

阴性结果 。 ＧＭ 抗原诊断侵袭性肺 曲霉病 以两次 ＧＭ 抗原检测阳性为标准的特

异性达到 ９ １％ ， 但敏感性相对较低 （
７２％

）

［项
。 有研究结果显示 ， 在对诊断侵袭

性 曲 霉病 的样本选择 中 ， ＢＡＬＦ 的诊断性能是优于血清 的 【
２９

］

， 但 即使是检测

ＢＬＡＦ ， 其临界值在不 同患者人群 中也有差异 ， 且难 以界定各个人群的截断值

范围 另外 ， 进 口试剂盒检测 ＧＭ 抗原费用 昂贵 ， 部分患者难 以承担连续监

３
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测的经济负担 。 因此 ， 为实现 ＩＡ 的早期诊断和早期治疗 ， 减轻社会负担 ， 提

高曲霉抗原检测体系的灵敏度 、 特异度和稳定性 ， 曲霉抗原诊断的国产试剂研

发成为重中之重 。

为研发可用于 曲霉诊断的免疫学诊断试剂 ， 本实验室前期进行了多种尝试 ：

—方面 ， 针对具有诊断价值的烟 曲霉特异性甘露糖蛋 白 （Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ ） 釆用原核 ［
３ １

］

和真核 ［
３２

］表达 ， 制备了针对 Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ 、 Ａｆｉｎｐ２ｐ 、 Ａｆｉｎｐ４ｐ 的多株抗烟 曲霉小鼠单

克隆抗体及兔多克隆抗体 ［
３ ３

】抗体并建立抗原检测体系 ， 但经重组表达的 Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ

难以达到结构复杂的真菌天然糖蛋 白 的糖基化程度 或表达后制备的单抗所

建立的检测体系灵敏度不佳 ［
３ ２

］

， 因此 ， 未能建立有效检测临床样本的体系 。 另

一

方面 ， 尝试利用 ３７
°
Ｃ 培养 ７ 天的烟曲霉菌丝体裂解抗原 、 ２５

°

Ｃ培养 ３
￣４ 周 的

分泌抗原和烟曲霉 甲醛灭活孢子分别为免疫原制备了
一

组抗烟 曲霉小 鼠单抗 ［
３２

］

，

并建立了 以 ＩｇＧ ｌ 抗体 ９Ｄ４７Ａ １ 为捕获抗体 ， 另
一

ＩｇＧ ｌ 型抗体 ７Ｅ １ １Ａ １ 为检测抗

体 ， 可检测 曲霉属抗原的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测体系 ［
３４

］

。 虽具有很好的特异性 ，

然而这些抗体建立的抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 体系 的特异性及敏感性均不理想 ， 难以应

用至临床样本的检测 。 原因可能在于本实验室前期研宄中选取的免疫原为培养 ７

天 以上的烟 曲霉裂解或分泌抗原 ， 烟 曲霉的生长时间过长 ， 其抗原成分可能与

早期 曲霉的肿胀孢子和菌丝结构存在差异所致 ， 难以得到针对早期抗原的抗体 。

因此 ， 为制备针对烟 曲霉生长早期抗原的抗体 ， 我们应尽量缩短烟 曲霉的培养

时间 ， 本研宄拟采用培养 ２４ 小时的烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株生长早期裂解抗原作为免

疫原 ， 制备
一

组针对烟 曲霉早期抗原的小 鼠单克隆抗体 ， 通过对得到的抗烟 曲

霉小 鼠单克隆抗体的免疫特性鉴定与表位分析 ， 对抗体进行配对组合 ， 从而建

立 曲霉分泌抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 检测体系 ， 并用该体系对临床样品进行检测 ， 初步

评价曲霉分泌抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 在侵袭性 曲霉病诊断和鉴别诊断中的作用 。

４
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第一部分 抗烟 曲霉单克隆抗体的制备与鉴定

烟 曲霉菌是在 自然环境中 广泛存在的
一

种机会性致病菌 ， 是侵袭性 曲霉病

的主要致病菌 ， 主要感染免疫力低下 的人群 １
３５

］

。 近年来 ， 随着广谱抗生素 以及

激素和免疫抑制剂等的大量使用 ， ＩＡ 的发病率和病死率越来越高 。 由于真菌培

养和分子诊断等方法的局限性 ， 目前 ＩＡ 的诊断热点仍聚焦于 曲霉抗原的捕获上 ，

包括针对 ＧＭ 抗原的 曲霉抗原检测试剂盒和针对糖蛋 白 的免疫层析侧流装置

等 。

本实验室前期研究利用 了 多种烟 曲霉抗原作为免疫原制备 了 多株抗烟 曲霉

小 鼠单克隆抗体 ， 包括 ３ ７
°

Ｃ 培养 ７ 天的烟曲霉菌丝体裂解抗原 、 ２５
°

Ｃ培养 ３
￣

４

周 的分泌抗原 、 烟 曲霉 甲醛灭活孢子等 。 另外 ， 本实验室还利用烟 曲霉细胞壁

重组甘露聚糖蛋 白 Ａｆｉｎｐ ｌ ｐ 、 Ａｆｉｎｐ２ｐ 、 Ａｆｉｎｐ４ｐ 制备 了 多株抗烟 曲霉小 鼠单克隆

抗体及兔多克隆抗体 。 然而这些抗体建立的抗原捕获 ＥＬ ＩＳＡ 体系 的特异性及敏

感性均不理想 ， 难以应用至临床样本的检测 。

本研究 旨在 ＩＡ 的早期诊断 ， 因此选择使用 ３ ７
°

Ｃ培养 ２４ｈ 的烟 曲霉 ， 机械裂

解法制备的早期烟 曲霉全细胞裂解抗原作为免疫原 ， 为获得较好 的免疫效果 ，

采用不 同佐剂 （ 弗 氏佐剂 、 Ｑｕｉｃｋａｎｔｉｂｏｄｙ 佐剂 ） ， 采用不同免疫途径 （皮下 、 腹

腔和肌肉注射 ） 等不同免疫方案 ， 制备烟 曲霉或 曲霉属特异性抗体 ， 通过对得

到的抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体的免疫学特性研究和识别抗原位点分析 ， 为进
一

步建立曲霉感染早期诊断方法奠定基础 。

１ ． 材料

１ ． １ 主要试剂

胎牛血清 （ ＦｅｔａｌＢｏｖ ｉｎｅＳｅｒｕｍ
，
ＦＢＳ ） 、 ＤＭＥＭ（ Ｄｗｌｂｅｃｃｏ

＇

ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ

Ｍｅｄ ｉｕｍ ） 培养基 、 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 无血清培养基和庆大霉素均购于 ＧＩＢＣＯ 公司 ；

山 羊血清购于 四季青公司 ；
ＥＣＬ 化学底物发光检测试剂盒购于 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司 ；

辣根过氧化物酶 （Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘ ｉｄａｓｅ ，ＨＲＰ ） 标记的 山羊抗小鼠 ＩｇＭ和山羊抗

５
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小 鼠总 ＩｇＧ 、 荧光素 （ ＦＩＴＣ ） 标记的 山羊抗小 鼠 ＩｇＭ 和 山羊抗小 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 均购于

Ａｂｅａｍ 公司 ； 弗 氏不完全佐剂以及弗 氏完全佐剂 、 聚乙二醇 １ ４５０（ＰＥＧ １ ４５０ ） 、

ＨＴ 培 养 基 （ ５〇 ｘ） 和 ＨＡＴ 培 养 基 添 加 剂 （ ５〇 ｘ） 均 购 于 Ｓ ｉｇｍａ 公 司 ；

ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ 快速免疫佐剂和 ＴＭＢ 显色液购于北京 Ｂ ｉｏｄｒａｇｏｎ 公司 ； 高碘酸钠

和胰蛋 白酶购于上海麦克林生化科技股份有限公司 ； 胰蛋 白酶抑制剂购于上海

源叶生物科技有限公司 ； 磷酸氢二钠 、 磷酸二氢钠 、 碳酸钠 、 碳酸氢钠 、 无水

乙醇 、 氯化钠 、 重蒸苯酚 、 三羟 甲基氣基 甲烷 （Ｔｒｉ ｓ
）
、 甲醇 、 浓盐酸、 乙酸钠 、

十二烷基硫酸钠 （ ＳＤＳ ） 、 浓 Ｈ２Ｓ〇４ 、 Ｐ
－羟基乙醇 、 氢氧化钠 、 过硫酸铵 、 甘油 、

四 甲基乙二胺 、 ３ ０％丙烯酰胺等其它生化试剂均为进 口分装或国产分析纯 。

１ ．２ 耗材与设备

细胞冻存管 、 〇 ．２２Ｍｍ／０ ．４５
｜

ｉｍ 细菌滤器 、 ５ ０ｍｌ 螺 口离心管均购于广州 昂飞

生物科技有限公司 ； 各个规格离心管 、

一

次性塑料吸管 、 定性滤纸等耗材均购于

上海生工生物有限公司 ； 聚偏二氟乙烯膜 （ ＰＶＤＦ 膜 ） 购于德 国默克公司 ； 陶瓷

研磨珠 （ ０ ． １ｍｍ／０ ．５ｍｍ ） 购于广州市元岗宏纳仪器批发部 ； 无菌培养容器透气封

口膜购于广州市普博仪器有限公司 ； 神奇滤布购于北京智杰方远科技有限公司 ；

各个规格的加样枪头购于生工生物工程有限公司及广州万莱康生物科技有限公

司 ；
９６ 孔聚苯 乙烯微孔板购于厦 门怡新美科技器材公司 ； 各规格玻璃试管 、 玻

璃漏斗 、 锥形瓶 、 玻璃量筒 、 平皿 、

一

次性细胞计数板 、

一

次性接种环 、 玻璃

刻度吸管 、 比色皿 （ ｌ Ｏｎｕｎ ） 均源 自南方医科大学珠江医院中心实验室 。

１ ．３ 主要仪器

台式离心机为德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司产 品 ； 大型落地摇床 、 微生物培养箱 、 二级

生物 安 全柜 、 紫外 分光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００Ｃ 以 及高速冷冻离 心机均 为

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司产品 ； 真空离心浓缩伩和冷冻干燥机为德 国 ＣＨＲＩＳＴ 公司产

品 ； 洗板机和酶标仪为 Ｂ ｉｏＴｅｋ 公司产品 ； 电子天平为德国赛多利斯公司产 品 ；

全 自动样品快速研磨仪为上海净信实业发展有限公司产品 ； 倒置显微镜为德国

ＮＩＫＯＮ 公司产品 ； 化学发光成像系统和蛋 白 电泳仪为 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司产品 ； ｐＨ 仪

为梅特勒 －托利多公司产品 ；
二氧化碳细胞培养箱为英国 ＲＳ ＢＩＯＴＥＣＨ 公司产 品 ；

６
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脱色摇床和恒温水浴锅为英国 ＧＲＡＮＴ 公司产 品 ； 恒温金属浴为杭州米欧伩器

有限公司产品 。

１ ．４ 菌株与细胞

烟 曲 霉标准菌株 １ 株 ， 保藏号为 ＡＴＣＣ４６６４５ ， 购 自 美 国 菌株保藏 中 心

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌ ｌｅｃｔｉｏｎ ， ＡＴＣＣ
） ； 烟曲霉临床分离株 ， 由香港大学玛

丽医院提供 ， 简称 ＨＫ 菌株 。

ＮＳ －

１ 小 鼠骨髓瘤细胞购 自 美国 ＡＴＣＣ 细胞库 ， 由本实验室细胞库 中冻存保

种 。

１ ．５ 实验动物

ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠若干 ， 雌性 ， ４
？

８ 周龄 ， ＳＰＦ 级 ， 体重 ２０？２５ｇ ， 购 自 广东省实

验动物中心 。

１ ．６ 真菌抗原与单克隆抗体

烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 、 烟曲霉 ＨＫ 菌株 、 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 马尔尼菲

篮状菌 （酵母相 ） 、 黑 曲霉 、 黄 曲霉 、 土 曲霉 、 构巢曲霉 、 镰刀菌 、 毛霉 、 微

小根毛霉 、 葡萄牙念珠菌 、 季也蒙念珠菌 、 光滑念珠菌 、 克柔念珠菌 、 近平

滑念珠菌 、 热带念珠菌 ， 尖端赛多孢菌 、 多育荚节孢霉等真菌裂解抗原 ，真菌

重组抗原 （烟 曲霉特异性甘露糖蛋 白 Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ
［
３ ７

】

、 马尔尼菲篮状菌特异性重

组蛋 白 Ｍｐ ｌｐ
［
３ ８

］

、 新型隐球菌重组蛋 白 Ｃｐｌ ｌ 和 白念珠菌重组蛋 白 Ｃ ｓａ２
［３ ９ ］

） 均

为本实验室前期制备 ； 抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体 ９Ｄ４７Ａ １ 属 ＩｇＧ ｌ 亚类 ［３２］

， 为

本实验室前期制备 ， 用于实验室前期建立 曲霉属抗原检测体系 ， 可识别 曲霉

属通用抗原 。 葡聚糖购买 自 爱尔兰 Ｍｅｇａｚｙｍｅ 公司 产 品 ， 烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株

２４ｈ裂解抗原乙醇沉淀多糖为实验室前期制备 ， 制备过程简述如下 ： 采用 乙醇

分级沉淀法 ： 将烟 曲霉裂解上清与 ４ 倍体积的无水乙醇溶液充分混匀 ， ４
°

Ｃ静

置沉淀过夜 ；
４

°

Ｃ ， ５０００ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 弃上清并用蒸馆水充分重悬沉淀 ，

再加入蒸馏水 ４ 倍体积的无水乙醇 ， ４
°

Ｃ静置 ｌ ｈ
；４

°

Ｃ ， ５０００ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ

弃上清 ， 无水 乙醇重复洗涤沉淀 ３ 次后再次离心弃上清 ， 加入蒸馏水与蒸馏

水约 １ ／ １ ０ 体积的活性炭粉充分溶解沉淀 ， 室温下磁力搅拌脱色 ３ｈ ， 过滤并离

７
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心 即得到烟 曲 霉 乙醇沉淀多糖抗原 。 Ｒ６ 为 Ｂ ｉｏ －

ｒａｄ 商 品化 曲霉 ＧＭ 试剂盒

（ Ｐ ｌａｔｅｌｉａ
？

Ｘｓｐｅｒｇ说ｍｓＡｇ 

） 抗体 。

上述真菌裂解抗原 以及小 鼠单克隆抗体均用于对本研究中对新制备的小

鼠抗烟 曲霉单克隆抗体的鉴定 。

１ ．７主要溶液配制

（
１
） 沙 氏液体培养基 （ ｐＨ ５ ．６

）
：１ ０

ｇ 蛋 白胨 ， ２０ｇ 葡萄糖充分溶解于去离子

水中 ， 用稀盐酸调整 ｐＨ 值至 ５ ． ６ ， 定容至 １Ｌ ， 随后高压灭菌备用 。

（
２
）２〇 ｘＰＢＳ

（ｐＨ ７ ．４
）

： 称取 ５ ８ ．０２ｇ 十二水合磷酸氢二钠 ， ４ ． ５６ｇ 磷酸二氢钠

以及 １ ７５ ． ３ｇ 氯化钠 ， 用超纯水溶解后 ， 定容至 １Ｌ ， 高压灭菌备用 。 应用时稀释

相应浓度的 ＰＢ Ｓ 。

（
３
）１ ０ ｘＴＢＳ （ｐＨ ７ ．５ ） ？

？ 称取 ８０ｇ 氯化钠和 ２４ ．２ｇ三羟 甲基氨基 甲烷 （ Ｔｒｉｓ ） ，

在超纯水中充分溶解 ， 再用稀盐酸调 ｐＨ 值至 ７ ． ５ ， 定容至 １Ｌ 。 高压灭菌备用 。

应用时稀释成相应浓度的 ＴＢＳ 。

（
４

）０ ． １％ ＴＢＳＴ ： 在 ＩＬ Ｉ
ｘＴＢＳ 缓冲液中加入 ｌｍｌ 吐温 ２０ 。

（
５
）０ ． １％ ＰＢ ＳＴ ： 在 Ｉ Ｌ Ｉ ｘＰＢＳ 缓冲液中加入 ｌｍｌ 吐温 ２０ 。

（
６

）０ ． ５％ ＰＢＳＴ ： 在 Ｉ Ｌ Ｉ
ｘＰＢＳ 缓冲液中加入 ５ｍｌ 吐温 ２０ 。

（
７
）１ ０％ ＡＰ ： 将 ｌ ｇ 过硫酸铵 （ＡＰ ） 溶于 １ ０ｍｌ 超纯水中 ， 将溶解后 的 ＡＰ

溶液分装 ， 置于－２０
°
Ｃ保存 。

（
８
）１０％ＳＤＳ ： 称取 ｌ ｇ十二烷基硫酸钠 （ ＳＤＳ ） 溶于 １ ０ｍｌ 超纯水中 ， 加热

搅拌至充分溶解后 ， 于常温保存 。

（
９

）５ ｘ电泳缓冲液 ： 称取 ９４ｇ甘氨酸 ， １ ５ ． １ ｇ Ｔｒｉ ｓ 和 ５ｇ 十二烷基硫酸钠 ， 完

全溶于 １ Ｌ 的超纯水中 ， ４
°
Ｃ保存 。 应用时稀释成 ｌ ｘ电泳缓冲液 。

（
１ ０

）
５ ｘ转印缓冲液 ： 称取 １ ４ ． ５ｇ 甘氨酸和 ２９ｇ Ｔｒｉｓ ， 充分溶于超纯水 中 ， 定

容至 １Ｌ ， ４
°
Ｃ 保存 。 应用时配置成 ｌ ｘ转印缓冲液 ： 甲醇 １ ２０ｍｌ＋５ ｘ转印缓冲液

１ ５０ｍｌ＋Ｈ２Ｏ４８０ｍｌ 。

（
１ １

）
６ ｘ ｌ〇ａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ ： 量取１ＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ６ ． ８
）
３ ＿ ５ｍｌ ， ３ｍｌ甘油 ， ０ ． ６ｍｌ

ｐ

一

羟基乙醇 ， 称取 ｌ ｇ 十二烷基硫酸钠 ， １ ．２ｍｇ 溴酚蓝 ， 用蒸馏水溶解 ， 而后定

８
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容至 １ ０ｍｌ ， 分装后于 －２０
°

Ｃ保存备用 。

（
１ ２

） 考马斯亮蓝染色液 ： 称取考马斯亮蓝 Ｒ２５０ ０ ．２５ｇ ， 甲醇 ５０ｍｌ ， 冰醋酸

１ ０ｍｌ ， 去离子水 ４０ｍｌ
， 充分溶解后经定性滤纸过滤 。

（
１ ３

） 脱色液 ： 量取 甲醇 ９２ｍｌ ， 冰醋酸 １ ６ｍｌ ， 双蒸水 ９２ｍｌ 充分混匀 ， 避光

保存 。

（
１ ４

） 免疫印迹封闭液 （ ５％脱脂奶粉－ＴＢ ＳＴ 溶液 ） ： 称取脱脂奶粉 ２ｇ ， 加入

至 ４０ｍｌ０ ． １％ＴＢ ＳＴ 中 ， 充分混匀 。

（
１ ５

） 样 品稀释液 ： 含 
０ ． １％ＢＳＡ ，０ ． １％吐温和 ０ ． １％ ｐｒｏｃ ｌ ｉｎ ３００的ｌ

ｘＰＢ Ｓ溶

液 。

（
１ ６

） 简 易 酶稀释液 ： 取羊血清 ２００ｍｌ ， １ ０％ 苯酚红 ３ｍｌ ， 吐温 ２０５ｍｌ ，

ｐｒｏｃ ｌ ｉｎ ３ ００１ｍｌ ， ｌ ｘＰＢＳ 定容至 １ Ｌ ，４ 度保存备用 。

（
１ ７

） 抗体包被液 ： 称取二水合磷酸二氢钠 １ ．４ｇ ， 十二水合 Ｎａ２ＨＰ０４ １ ５ｇ ， 加

去 罔子水定谷至 １ Ｌ 。

（
１ ８

）
０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ： 称取 １＾ ５３５￡ １ ．２ １ ８ ， 明胶 ２￡ ， 蔗糖 ２ （＾ ， 酪蛋 白

钠盐 ２ ．５ｇ ， 硫柳汞 ０ ．２ｇ ， 去离子水溶解定容至 １ Ｌ 。 高压备用 ， 温度下降至 ６０
°

Ｃ

加入 ５ｍｌ 吐温 ２０ 。

（
１ ９

）
终止液 （ ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４ ） ： 量取５ ５ ．６ｍｌ浓Ｈ２Ｓ〇４ ， 加入９４４ ．４ｍｌ 水中 。

（
２０

）
０ ．０５Ｍ 乙酸钠溶液 （ ＰＨ４ ．５ ） ：４ ． １ ｇ 乙酸钠 （ ６ ． ８ｇ 三水 乙酸钠 ） ＋５ｍｌ 冰

乙酸 ， 加纯水配置成 １Ｌ 。

（
２ １

）
０ ．２Ｍ 高碘酸钠溶液 ： 称取 ２ ． １ ４ｇ 高碘酸钠溶于 ５ ０ｍｌ０ ． ０５Ｍ 乙酸钠溶液 ，

使用时需稀释 １ ０ 倍用 。

（
２２

） 胰蛋 白酶溶液 ： 称取 ５ｇ胰蛋 白酶溶于 １ ０ｍｌ 纯水中 ， 于－２０
°

Ｃ冻存 ， 使

用时用 ＰＢＳ 稀释至 ｌｍｇ／ｍｌ 。

（
２３

） 胰蛋 白酶抑制剂溶液 ： 称取 １ ００ｍｇ 胰蛋 白酶抑制剂溶于 ｌｍｌ 纯水中 ，

－

２０
°

Ｃ冻存 ， 使用时用 ＰＢＳ 稀释至 Ｏ ． ｌｍｇ／ｍ ｌ 。

２ ？ 实验方法

２ ． １ 烟曲霉全细胞裂解抗原的制备与鉴定

９
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鉴于前期实验室利用热灭活的烟 曲霉肿胀孢子 、 烟曲霉乙醇沉淀多糖和烟

曲霉培养 ２４ｈ全细胞裂解抗原作为免疫原分别免疫小 鼠 ， 发现烟曲霉裂解抗原

的免疫原性明显优于肿胀孢子和烟 曲霉乙醇沉淀多糖 ［
４０

］

， 因此我们使用 的免疫

原为实验室前期制备和鉴定的烟曲霉 ２４ 小时全细胞裂解抗原 。 制备方法简述如

下 ： 取沙 氏肉汤保种的 ＡＴＣＣ４６６４５ 菌株 １ ００叫 以三点接种法接种于沙保弱葡

萄糖琼脂培养基 。 于 ２８
°

Ｃ培养 ３ －

５ｄ ， 待培养基上长满烟绿色的粉末状菌落时收

获烟 曲霉分生孢子 ， 过滤后得到烟 曲霉分生孢子悬液并计数 ， 计数方法参考牛

鲍计数板计数原理 ［
４ １

］

； 在基本培养基中加入终浓度为 ｌ
ｘ

ｌ ０
６
／ｍｌ 的烟曲霉分生孢

子悬液 ，
３ ５

°

Ｃ ， １ ５０ｒｐｍ振荡培养 ２４ｈ ， 经离心沉淀 、 灭菌滤纸过滤得到菌丝体

并反复洗涤 １ ０ 次 ； 将菌丝体置于组织研磨仪中进行研磨 （研磨参数为 ６５Ｈｚ ，

ｌ Ｏｍｉｎ ） ， 经显微镜下观察后确定无明显菌丝及孢子结构 ， 确保研磨充分 ； 于

４
°

Ｃ ，１ ４０００ｒｐｍ离心 ２０ｍｉｎ ， 取上清经 ０ ．２２Ｍｍ细菌滤器过滤 ， 并利用真空离心

浓缩仪对过滤后 的烟 曲霉裂解上清进行浓缩 ， 即为全细胞裂解抗原 。 ＢＣＡ 法定

量烟 曲霉全细胞裂解抗原的蛋 白浓度 。

２ ．２ 动物免疫

共 ８ 只雌性 ＢＡＬＢ／ｃ 小 鼠 ， 分为 ３ 姐进行免疫 ， 分别为烟 曲霉全细胞裂解

抗原皮下免疫组 （编号为 Ｆ７７ 和 Ｆ７８ ） 、 烟 曲霉全细胞裂解抗原肌肉免疫组 （编

号为 Ｆ７９ 和 Ｆ８０ ） 以及烟 曲霉全细胞裂解抗原＋烟曲霉热灭活菌丝体腹腔免疫组

（编号为Ｆ９３ 、 Ｆ９４ 、 Ｆ９５和Ｆ １ ００ ） 。

２ ．２ ． １ 烟曲霉 ２４ｈ全细胞裂解抗原皮下免疫组

２ 只 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 全程采用烟 曲霉全细胞裂解抗原皮下免疫的方案 。 免

疫方案简述如下 ： 首次免疫使用裂解抗原与弗 氏完全佐剂 １ ：１ 等体积混合后

置于 自动乳化机上完全乳化 ， 取完全乳化后的免疫原试剂于小 鼠皮下多点 以

及足垫处注射 ， 抗原量 ３ ００
＾
ｉｇ／只 ； 以后每隔 ７ 天 以弗 氏不完全佐剂与等体积

裂解抗原充分乳化后 以 同样的方式于小 鼠皮下 多 点注射 ， 总共 ６ 次免疫 。 期

间 ， 分别在第 ３ 次 、 第 ４ 次 、 第 ５ 次和第 ６ 次免疫后 ， 采微量小鼠尾静脉血 ，

用 间接 ＥＬＩＳＡ 法测定免疫小 鼠血清抗体效价 。

１ ０





领士学位论文


２ ．２ ．２ 烟曲霉全细胞裂解抗原肌肉免疫组

２ 只 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 全程釆用烟 曲霉全细胞裂解抗原肌肉免疫方案 。 免疫方

案简述如下 ： 首次免疫使用烟曲霉裂解抗原与 ＱｕｉｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ 快速免疫佐剂与等

体积充分混合后 ， 于小 鼠后腿肌肉注射 ， 抗原量为 ２２５
ｊ
ｉｇ／只 。 分别于第 ２ １ 天和

第 ４２ 天按相 同 的方式加强免疫 １ 次 。 在第 ３ ５ 天和第 ５ ６ 天采微量小 鼠尾静脉血

进行间接 ＥＬＩＳＡ 法测抗体效价 。

２ ．２ ．３ 烟曲霉全细胞裂解抗原＋烟曲霉热灭活菌丝体混合腹腔免疫组

４ 只 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 全程采用烟曲霉全细胞裂解抗原＋烟 曲霉热灭活菌丝体

腹腔免疫方案 。 免疫方案如下 ： 首次免疫均为弗 氏完全佐剂 ２００
｜

ｘｌ 腹腔注射 ，

以后每隔 ７ 天 ， Ｆ９３ 为裂解抗原 ６００略腹腔注射 ；
Ｆ９４ 为裂解抗原 ６００吗 和热灭

活菌丝体 ２００４（ ３ ｘ ｌ 〇
７

）交替腹腔注射 ；
Ｆ９５ 为热灭活菌丝体 ２００叫 腹腔注射 ；

Ｈ ００ 为热灭活菌丝体 ２００Ｗ 和裂解抗原 ６００略 交替腹腔注射 ， 共 ８ 次免疫 。 自

第 ３ 次免疫后 ， 分别在每次免疫后采微量小 鼠尾静脉血 ， 用 间接 ＥＬ ＩＳＡ 法测定

免疫小 鼠血清抗体效价 。

２ ．３ 免疫小 鼠血清抗体效价测定

取烟 曲霉裂解抗原包被板条 ， 包被浓度为 ５ ｐｇ／ｍｌ ，１ ００＾１／孔 ， ４
°

Ｃ包被过夜 。

拍千后加入 ３００叫／孔的 ０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ， ４
°

Ｃ封 闭过夜 。 将小 鼠免疫血清

和正常未免疫小 鼠血清 （作为阴性对照 ） 进行倍比稀释 ，
ｌ ＯＯ＾Ｌ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴

下孵育 ｌｈ ， 用 ０ ． １％ＰＢ ＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ； 加入按 １ ： ３ ０００ 比例稀释的 ＨＲＰ 标

记的 山羊抗小 鼠总 ＩｇＧ ， 每孔 １ ００吣 ３ ７
°

Ｃ水浴下孵育 ３０ｍｉｎ ， 洗板 ８ 次后拍干 。

加入 ＴＭＢ（ ＨＲＰ 底物 ） 显色液 ， １ ００以孔 ， 室温下避光孵育 １ ０ｍｉｎ 后 ， 用 １Ｍ

Ｈ２Ｓ０４终止反应 。 使用酶标仪检测在波长 ４５ ０ｎｍ 处的吸光度 。 免疫血清样本

Ａ４５０ 值与 阴性对照值之比２２ ． １ 时 ， 小 鼠免疫血清所对应的最大稀释度即为抗体

效价 。

２ ．４ 杂交瘤细胞的制备与鉴定

２ ．４ ． １ 饲养细胞的制备

取 １ 只 ３
￣４ 周龄的正常雌性 ＢＡＬＢ／ｃ 小 鼠 ， 去眼球后放血 ， 待血流尽后颈椎

１ １
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脱 臼法处死 ， 于 ５％酒精中浸泡消毒 ５ｍｉｎ ， 在安全柜 内无菌操作下取出小 鼠脾

脏 ， 用 眼科剪剪碎后在铜网上细细研磨并制成细胞悬液 ， 用无血清 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０

培养基 （ Ｒｏｓｗｅ ｌ ｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ－ １ ６４０ ） （含庆大霉素５ 〇ｎｇ／ｍｌ ） 反复洗漆

３ 次 ， ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 除去上清 ， 用 ３ ６ｍｌ 含 １ ５％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养

基重悬细胞 ， ６０Ｍ／孔均分至 ９６ 孔细胞培养板中 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２ 孵箱 中培

养待用 。

２ ．４ ．２ 小鼠 ＮＳ－１ 细胞的复苏与培养

取 －８０
°
Ｃ液氮罐 内冻存的 ＮＳ －

１ 小 鼠骨髓瘤细胞 １ 支 ， 立即放 ３ ７
°

Ｃ水浴中快

速溶解 。 无菌操作下吸取细胞悬液转移至 ３ ７
°

Ｃ预热的 ５ｍｌ 无血清杂交瘤细胞培

养基中 ， 室温下 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 弃上清后加入 ５ｍｌ 预热的含 １ ５％ ＦＢＳ 的

ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基重悬细胞 ， 而后转移至 ２５ ｃｍ
２细胞培养瓶中 ， 再加入培养基

５ｍｌ ， 置于 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２细胞培养箱中培养 ， 每天观察细胞生长状况 ， 定时换

液 ， 待细胞培养至对数生长期后 ， 转入 ７５ ｃｍ
２细胞培养瓶中继续培养 。

２ ．４ ．３ 细胞融合

取免疫后血清效价较高的小 鼠 ， 去眼球放血 ， 待血流尽后采用颈椎脱 臼法

处死 ， 在 ７５％酒精中浸泡消毒 ５ｍｉｎ ， 于安全柜 内无菌操作取出小 鼠脾脏 ， 剪碎

后在铜 网上研磨并制成细胞悬液 ， 用无血清 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 （ 含庆大霉素

５〇
ｔ
ｉｇ／ｍｌ ） 反复洗涤 ３ 次 ， 洗至最后

一

次时进行细胞计数 。 取先前培养的 ＮＳ －

１

骨髓瘤细胞洗涤 ３ 次并计数 ， 将之与免疫小鼠脾细胞悬液按照 １ ： ６ 的 比例混合 ，

室温下 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 弃去上清 ； 在 ３ ７
°

Ｃ水浴中 ， ｌｍｉｎ 内缓慢逐滴匀速

加入 ｌｍｌ ３ ７
°

Ｃ预热的 ＰＥＧ １ ４５ ０ ， 边加边轻柔震荡混匀 ， 并分别于 ｌｍｉｎ 、 ２ｍｉｎ 、

３ｍｉｎ 、 ４ｍｉｎ 、 ５ｍｉｎ内加入ｌｍｌ 、 ２ｍｌ 、 ３ｍｌ 、 ４ｍｌ 、 ５ｍｌ ＲＰＭＩ１ ６４０终止融合 ， 然

后加入 １ ０ｍｌ 含 １ ５％ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基洗涤 ， 室温下 ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ ，

弃去上清 。 最后加入 ３６ｍｌ 含 １ ５％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基重悬细胞 ， 约

孔 ， 平均分至 ９６ ？Ｌ细胞培养板上 ， 于 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２ 孵箱中培养过夜 。

２ ．４ ．４ 阳性克隆的筛选和亚克隆化

融合细胞后 ， 第 ２ 日在 ９６ 孔板中加入 ２ ｘＨＡＴ选择培养基 ， １ ２０＾１／孔 ， 以后

１ ２
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每隔 ２￣３ 天用 ｌ ｘＨＡＴ选择培养基换液
一

次 ， 约换液 ４－

５ 次 。 待融合的细胞克隆

长至约 占孔底面积的 １ ／ １ ０ 大小时 ， 参照本部分 ２ ．３ 建立的 间接 ＥＬＩＳＡ 法筛选阳

性克隆 。 将初筛为阳性克隆的杂交瘤细胞转移至 ２４ 孔细胞培养板中用 ＨＴ 培养

液对其进行扩大培养 。 观察细胞状态 ， 待细胞生长 良好时 ， 使用 间接 ＥＬＩＳＡ 法

进行复测 ， 复测仍为阳性者再用 ＩＦＡ 进行鉴定 ， ＩＦＡ 步骤如下 ： 沙 氏营养肉汤中

加入适量烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株分生孢子悬液 ， 于摇床 中 ３ ７
°

Ｃ ， １ ５ ０ｒｐｍ 培养 ５ｈ ，

而后静置培养 ３ｈ ， 使用无菌 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤菌落沉淀 ３ 次后 ， 用适量 ＰＢ Ｓ 重悬菌落 ，

取适量菌落制备免疫荧光涂片 ， 晾干后浸泡于 甲醇 ： 丙酮体积比为 ３ ：７ 的溶液

中 ， 置于－

３ ０
°

Ｃ固定 ２０ｍｉｎ 后吹干 ， 每孔分别加入 １ ： １ ０００ 稀释后 的免疫 鼠血清

（ 阳性对照 ） 、 杂交瘤细胞培养上清 、 １ ： １ ０００稀释的正常小 鼠血清 （ 阴性对照 ） 、

含 １ ５％ＦＢ Ｓ 的 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 细胞培养液 （ 阴 性对照 ） ， ２０叫／孔 ， 置于湿盒 中 ，

３ ７
°

Ｃ孵 育 ｌｈ ， ０ ． １％ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后 吹干 。 加 入 １ ：４０ 比 例稀释 的 焚 光素

（ ＦＩＴＣ ） 标记的 山羊抗小 鼠 ＩｇＧ 避光孵育 ３ ０ｍｉｎ ， ０ ． １％ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次后吹干 ，

０ ． ２５％伊文蓝 ３ ７
°

Ｃ避光染色 ｌ Ｏｍｉｎ ， ０ ． １％ＰＢＳＴ洗涤 １ ５ｍ ｉｎ ， 吹干后甘油封片 ；

荧光显微镜下观察结果并拍照 。 经 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 筛选和鉴定后 ， 阳性者采用有

限稀释法进行亚克隆化 ， 克隆化 ２￣３ 次直至阳性率达 １ ００％时 ， 挑选分泌抗体效

价高的杂交瘤细胞株进行扩增培养 ， 置于液氮罐中冻存 。

２ ．５单克隆抗体腹水的制备与纯化

２ ．５ ． １ 单克隆抗体腹水的制备

提前 １ 周在小 鼠腹腔 内注射弗 氏不完全佐剂 ０ ． ５ｍｌ ， 采用之前的方法复苏阳

性杂交瘤细胞株 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２ 孵箱中培养 ， 取对数生长期的细胞 ， 离心

收集细胞 ， 用预冷的无血清 １ ６４０ 培养基洗涤 ２ 次并进行细胞计数 ， 用适量 １ ６４０

重悬细胞 ， 按照每只 小 鼠 ２ ｘ
ｌ 〇

６
￣

５ ｘ ｌ 〇
６个细胞／２００叫对小 鼠进行腹腔注射 ， 腹水

大约在 １
￣２ 周后产生 ， 用 ７ 号注射针头收集腹水 ， 离心并收集腹水上清 ， 立即

加入叠氮钠使其终浓度为 ０ ． １％ ， ４
°

Ｃ 保存备用 。

２ ．５ ．２ 单克隆抗体的纯化

采用辛酸－硫酸铵沉淀法纯化收集到的单克隆抗体腹水 。 具体操作方法如下 ：

１ ３
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

将腹水与 ４
°

Ｃ 、 １ ２０００ｒｐｍ 离心 ３ ０ｍｉｎ ， 在腹水中加入 ２ 倍体积的 乙酸钠缓冲液

（ ０ ． ０６Ｍ、 ｐＨ４ ．４ ） ， 室温下搅拌并在 ３０ｍｉｎ 内逐滴缓慢加入辛酸 （每毫升稀释后

腹水加入辛酸 ３ ３０ ） ， ４
°
Ｃ 静置 ２ 小时 ， ４

°

Ｃ 、 １ ２０００ｒｐｍ 离心 ３ ０ｍｉｎ ， 用定性滤

纸过滤上清 ， 并加入 １ ／ １ ０ 体积的 ０ ． １Ｍ ＰＢＳ ， 用 ＮａＯＨ 将 ｐＨ 值调至 ７ ．４ ， 冰浴

搅拌下 ， 缓慢加入固体硫酸铵 〇 ． ２７７ｇ
／ｍｌ（终浓度为 ４５％－

５０％ ） ， ４
°

Ｃ 静置过夜 ，

４
°

Ｃ 、 １ ２０００ｒｐｍ 离心弃上清 ， 将沉淀溶于适量 ０ ． ０ １Ｍ ＰＢ Ｓ 中 ， ４
°

Ｃ透析去除多于

的硫酸钱 ， 离心后收集抗体 ， 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００ 超微量分光光度计测定抗体蛋 白

浓度 ， 并经 ８％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳鉴定抗体纯度 （上样蛋 白量为 ｌ Ｏｐｇ／孔 ；
８０Ｖ

跑浓缩胶 ， １ ２０Ｖ 跑分离胶 ｌ ｈ
； 将电泳后的凝胶置于考马斯亮蓝染色液 Ｒ２５ ０ 中 ，

室温下摇床上染色 ｌ ｈ
； 然后倒掉染色液 ， 倒入脱色液直至完全覆盖凝胶块 ， 于

室温下摇床慢摇脱色 ３ｈ ， 期间视情况需更换脱色液 ３４ 次至背景色完全脱去 ） 。

鉴定后抗体 ４
°
Ｃ 保存备用 （ 用于生物素标记 ） 或加入 ５０％甘油分装后冻存于 －

８０
°

Ｃ 备用 （用于包被 ） 。

２ ．６单克隆抗体的免疫学特性鉴定

２ ．６ ． １ 单克隆抗体亚类鉴定

采用 间接 ＥＬＩＳＡ 法鉴定单克隆抗体的亚类 ： 包被烟 曲霉裂解抗原包被

５Ｈｇ／ｍｌ ， ５０４／孔 ， ４
°
Ｃ包被过夜 ； 拍干后加入 ０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ， ３００Ａ／孔 ，

４
°

Ｃ封闭过夜后拍干 。 加入杂交瘤细胞培养上清 ， ５０瓜 ／孔 ， ３ ７
°

Ｃ水浴孵育 ｌｈ ，

０ ． １％ ＰＢ ＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ， 分别加入按 １ ： １ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的 山羊抗小 鼠

总ＩｇＧ 、 ＩｇＧ ｌ 、 ＩｇＧ２ａ 、 ＩｇＧ２ｂ 、 ＩｇＧ３和ＩｇＭ ， 每孔５０卟３７
°

Ｃ水浴孵育３ ０ｍｉｎ ，

洗板 ８ 次后拍千 ； 加入 ＴＭＢ 显色液 ， ５０＾１／孔 ， 室温下避光显色 ｌ Ｏｍｉｎ 后 ， １Ｍ

Ｈ２Ｓ〇４终止反应 。 酶标仪测定 Ａ４５０ 值 。

２ ．６ ．２ 单克隆抗体特异性鉴定

（ １ ） 间接 ＥＬＩＳＡ法鉴定单克隆抗体特异性

包被烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 、 烟 曲霉 ＨＫ 菌株 、 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 马 尔

尼菲篮状菌 （酵母相 ） 、 黑 曲霉 、 黄 曲霉 、 土 曲霉 、 构巢曲霉 、 镰刀菌 、 毛霉 、

微小根毛霉 、 葡萄牙念珠菌 、 季也蒙念珠菌 、 光滑念珠菌 、 克柔念珠菌 、 近平

１ ４
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

滑念珠菌 、 热带念珠菌 、 尖端赛多孢菌 、 多 育荚节孢霉等真菌裂解抗原和烟 曲

霉 乙醇沉淀多糖等真菌抗原包被浓度为 ５ｐｇ／ｍｌ ， 商 品化葡聚糖 （包被浓度 ５１
１

ｇ／ｍｌ ） 、 重组真菌抗原 （烟 曲霉 Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ 、 马尔尼菲篮状菌 Ｍｐ ｌ ｐ 、 新型隐球菌

Ｃｐ ｌ ｌ 和 白念珠菌 Ｃｓａ２ ） 包被浓度为 ０ ． ５ｐｇ／ｍｌ ， ５ （＾１／孔 ， ４
°

Ｃ包被过夜 。 拍干后

加入 ０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ， ３ ００成／孔 ， ４
°

Ｃ封 闭过夜后拍干 。 加入单克隆抗体

５ｐｇ／ｍｌ ，５０此／孔 ， 以 ９Ｄ４７Ａ １ 和伯乐商品化试曲霉抗原检测剂盒中抗 ＧＭ 大 鼠

单克隆抗体－ＨＲＰ（Ｒ６ ） 为对照 ， 以稀释液为阴性对照 ， ３ ７
°

Ｃ水浴孵育 ｌｈ ，０ ． １％

ＰＢ ＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ； 加入按 １ ： ３ ０００ 比例稀释的 ＨＲＰ 标记的 山 羊抗小 鼠 ＩｇＧ

（Ｒ６ 组不加入此试剂 ， 洗涤后直接显色 ） ， 每孔 ５０叫 ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ３０ｍｉｎ ， 洗板 ８

次后拍干 。 加入 ＴＭＢ 显色液 ， ５ ０以孔 ， 室温下避光显色 ｌ Ｏｍ ｉｎ 后 ， １Ｍ Ｈ２Ｓ０４

终止反应 。 酶标仪检测 Ａ４５０ ？

（ ２ ）ＩＦＡ法鉴定单克隆抗体特异性

沙 氏营养肉汤 中加入适量烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 、 构巢 曲霉和黄 曲霉分生孢子

悬液 ， 以及马尔尼菲篮状菌 、 白念珠菌和新型隐球菌孢子悬液于摇床中 ３ ７
°

Ｃ ，

１ ５ ０ｒｐｍ 培养 ５ｈ ， 而后静置培养 ３ｈ ， 使用无菌 ｌ
ｘＰＢＳ 洗涤菌落沉淀 ３ 次后 ， 用

适量 ＰＢ Ｓ 重悬菌落 ， 取适量菌落制备免疫荧光涂片 ， 晾干后浸泡于 甲醇 ： 丙酮

体积比为 ３ ：７ 的溶液中 ， 置于－３０
°

Ｃ固定 ２０ｍｉｎ 后吹干 。 ＩＦＡ 操作步骤见 ２ ．４ ．４ ，

荧光显微镜下观察结果并拍照 。

２ ．６ ．３ＷＢ 鉴定单克隆抗体与烟曲霉全细胞裂解抗原的结合反应

抗原 ： 分别培养 ２４ｈ 和培养 ４ｄ 的烟 曲霉 ＡＴＣＣ 全细胞裂解抗原 ； 培养 ４ｄ

的烟 曲霉 ＨＫ 全细胞裂解抗原 。 ＷＢ 步骤简述如下 ： 抗原上样量为 ３０ｐｇ／孔 ， 在

上样前与 ｌｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 充分混合后 １ ００

°

Ｃ 加热 ｌ Ｏｍｉｎ ， 使蛋 白变性 ； 在 电泳槽

内加入稀释好的电泳液 ， ８０Ｖ 跑浓缩胶 ， 转为 １ ２０Ｖ 跑分离胶 ｌｈ 。 将 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ

凝胶进行转印 ， 按纤维垫 、 滤纸 、 胶 、 ＰＶＤＦ 膜 、 滤纸、 纤维垫的顺序 ， 除去气

泡后夹紧 ， 固定于转印槽中 ， 在转印槽 内加入配制好的转印液 ， ２００ｍＶ 冰上转

膜 ７５ｍｉｎ 。 转膜结束后 ， 拆开夹子 ， 标注蛋 白转印面的 ＰＶＤＦ 膜及蛋 白转膜范围 ，

５％脱脂奶粉 （ ４ 度保存预冷 ） 室温封闭 ２ 小时 。 使用 ５％脱脂奶粉－ＴＢ ＳＴ 溶液将

１ ５
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

单克隆抗体稀释至工作浓度为 ｌ Ｏ
ｆ

ｘｇ／ｍｌ ， ４
°

Ｃ摇床上孵育过夜 。 ０ ． １％ＴＢ ＳＴ 溶液

洗膜后分别与相应的 ＨＲＰ 标记的 山羊抗小 鼠 ＩｇＧ／ＩｇＭ 反应 ， 避光室温下摇床上

孵育 ｌ ｈ 。 再次洗膜后 ， 将 ＥＣＬ 显色液 Ａ 、 Ｂ 液 １ ：１ 混合 ， 现配现用显色 ， 使

用 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 成像系统进行曝光拍照 。

２ ．６ ．４ 单克隆抗体识别抗原表位性质分析

用煮沸法 、 强碱处理法 、 高碘酸钠处理法和蛋 白酶解法处理烟 曲霉全细胞

裂解抗原后 ， 包被板条以检测处理后抗原与单克隆抗体的反应 ， 根据处理前后

的检测结果 比对 ， 判断对应单克隆抗体结合的表位性质是蛋 白表位 、 糖表位还

是糖蛋 白表位 。 煮沸法和蛋 白酶解法可 以水解蛋 白从而去除蛋 白表位的影响 ；

强碱处理法和高碘酸钠处理法可 以水解聚糖和氨基酸的连接 ， 去除多糖表位的

影响 。

具体方法如下 ： （ １ ） 煮沸法 ： 将烟曲霉裂解抗原 以 ＰＢＳ 稀释为浓度 ５ ｕ ｇ／ｍｌ ，

１ ００
°
（：加热 １ ０ １１１１１１ ，

１ ６００ （＾ 离心 ５ １１１１１１ 后加样 ， ５０ １
１ １／孔 ， ４

°

（：包被过夜 ， ０ ．２５％酪

蛋 白封闭液快速封闭 ２ｈ 。 （ ２ ） 强碱处理法 ： 将烟 曲霉裂解抗原 以 ５０ｍＭ 氢氧化

钠溶液稀释为浓度 ５ｕ ｇ／ｍｌ 常温包被 ， ５０ｎ ｌ／孔密封过夜 ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次 ， 拍干

后 ０ ．２５％酪蛋 白封闭液快速封闭 ２ｈ 。 （ ３ ） 高碘酸钠处理法 ： 将烟 曲霉裂解抗原

分别 以 ０ ．０２Ｍ 高碘酸钠溶液 （ 处理组 ） ／０ ．０５Ｍ 乙酸钠溶液 （对照组 ） 包被 ，

５ｎｇ／ｍｌ ， ５０＃孔 ， 分别置于 ４
°

Ｃ反应 ０ ．５ｈ／ ｌ ｈ
； 结束后弃液以 ＰＢＳ 洗 ４ 次 （ １ ５０ｕ

１／孔 ） ， 每次 ３ １＾１１
；以 ０ ．２５％酿蛋 白封闭液 ３００ １

１ １／孔 ， ３ ７
°
（：快速封闭 。 （ ４ ） 蛋 白酶

解法 ： 将烟 曲霉裂解抗原分别以 ｌｍｇ／ｍｌ 胰蛋 白酶溶液 （处理组 ） ／ＰＢ Ｓ（对照组 ）

包被 ， ５ ｕ ｇ／ｍ ｌ ，５ ０ Ｕ １／孔 ， 分别置于 ４
°

Ｃ ／３ ７
°
Ｃ反应 ４ｈ

； 结束后弃液以 ＰＢ Ｓ 洗 ４

次 （ １ ５ ０ ｕ ｌ／孔 ） ， 每次 ３ｍｉｎ
； 再加入 ０ ． １ｍｇ／ｍｌ胰蛋 白酶抑制剂溶液 ， ５０ Ｕ １／孔 ，

常温反应 ｌ Ｏｍｉｎ
； 结束后弃液以 ＰＢＳ 洗 ４ 次 （ １ ５０Ｕ １／孔 ） ， 每次 ３ｍｉｎ

； 以 ０ ．２５％

酪蛋 白封闭液 ３００ ｕ ｌ／孔 ， ３ ７
°

Ｃ快速封闭 。

ＥＬＩＳＡ 检测 ： 取上述制备的板条 ， 以等浓度未处理抗原包被板条作为对照 ，

加入新制备的抗烟 曲霉小 鼠单抗 ， 浓度为 ｌ Ｏ ｕ ｇ／ｍｌ
，５０ Ｐ １／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ｌｈ
；

０ ． １％ＰＢ ＳＴ 洗 ５ 次 ， 拍干 ； 加入羊抗小 鼠 ＩｇＧ
－ＨＲＰ（ １ ： ３ ０００ ，２０％山羊血清简 易

１ ６
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酶稀释液 ） ， ５０ ｕ ｌ／孔 ， ３ ７
°

Ｃ孵育 ３０ 分钟 ；
０ ． １％ＰＢＳＴ 洗 １ ０ 次 ， 每 ５ 次拍干 １ 次 ；

加 ＴＭＢ 显色液 ， ５ ０ ｕ ｌ／孔 ， 避光室温孵育 ｌ Ｏｍｉｎ
； 加入 ｌＭＨ２Ｓ〇４终止显色反应 ，

测定 ４５０ｍｎ 处的吸光度 。

２ ．７生物素标记单克隆抗体及效价测定

２ ．７ ． １ 单克隆抗体的生物素标记

将纯化后单克隆抗体用 ０ ．０ １ＭＰＢＳ 缓冲液稀释至 ２ｍｇ／ｍ ｌ ， 再配制 １ ０ｍＭ 的

生物素溶液 （将 ２ ．２ｍｇ生物素溶于 ５０００ 双蒸水 ）
； 根据抗体亚类选择不同量的

生物素溶液 （ ＩｇＧ 取 ２７叫 ， ＩｇＭ 取 ５
ｊ
ｉｌ ） 加入到 ｌｍｌ 浓度为 ２ｍｇ／ｍｌ 的抗体中 ，

冰上孵育 ２ｈ进行标记 ； 标记后的抗体 ４
°

Ｃ 透析过夜 ， 期间换液 ６ 次 。 收集的标

记抗体加入等体积甘油混匀后分装 ， 于－８０
°

Ｃ冰箱保存备用 。

２ ．７ ．２生物素标记抗体的效价测定

使用 ＥＬＩＳＡ 法测定生物素标记抗体的效价 ， 步骤简述如下 ： 包被烟 曲霉裂

解抗原板条 ５ｐｇ／ｍｌ
； 加入梯度稀释的标记抗体 ， ５ ０＾１／孔 ， ３ ７

°

Ｃ 水浴孵育 ｌ ｈ ，

０ ． ５％ＰＢ ＳＴ 溶液洗板 ５ 次后 拍干 ； 然后加入 １ ： １ ０００ 的 ＨＲＰ 标记 的链霉亲和素

（ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ ） ， ５０＾１／孔 ， ３ ７
°

Ｃ水浴孵育３ ０ｍｉｎ ， ０ ． ５％ＰＢＳＴ 溶液洗板１ ０次后拍

干 ； 加入 ＴＭＢ ５ （Ｈｉｌ／孔避光孵育 ｌ Ｏｍｉｎ ， ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４终止反应 ； 酶标仪测定 Ａ４５０

值 。

２ ＿８ 单克隆抗体识别抗原表位相关性分析

采用竞争抑制 ＥＬＩＳＡ 分析单克隆抗体识别抗原表位 ， 步骤如下 ．

？ 包被烟 曲

霉裂解抗原板条 后先加入 １ ００
（

ｉｇ／ｍｌ 未标记的待检单克隆抗体 ２５
｜

ｉｌ ， 再加

入 １ ： １ ０００ 稀释的标记抗体 ２５叫 ， ３ ７
°

Ｃ 水浴 ３ ０ｍｉｎ ， ０ ． ５％ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ；

加入 ５０
｜

ｉｌ／孔的 １ ： １ ０００ 稀释的链霉亲和素 －ＨＲＰ ， ３ ７
°

Ｃ 水浴 ３ ０ｍｉｎ ， ０ ． ５％ＰＢＳＴ 洗

板 １ ０ 次 ， 拍干 ； 加入 ５０＾１／孔的 ＴＭＢ 显色液 ， 室温避光孵育 ｌ Ｏｍｉｎ ， 再加入

５ ０叫１／孔的 ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４终止 ， 酶标仪读 Ａ４５ ０ 值 。 以单克隆抗体对同
一

生物素标记

单克隆抗体的抑制率为阳性对照 ， 以无关单克隆抗体对标记单克隆抗体的抑制

率为阴性对照 ， 计算各个单克隆抗体之间 的抑制率 。 抑制率计算公式 ： （ １
－各孔

的 Ａ４５０ 值 ／阴性对照 Ａ４５０ 值 ）
ｘ

ｌ 〇〇％ 。 结果判读 ： 以抑制率＞ ７５％判断为表位

１ ７
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相关 ， ２５％〈抑制率＜ ７５％为不完全相关 ， 抑制率＜２５％为完全不相关 。

３ ． 实验结果

３ ． １ 免疫小鼠血清抗体效价测定

３ 组免疫小 鼠 ， 共 ８ 只 ， 免疫后均存活 ， 方案 １（烟 曲霉 ２４ｈ 全细胞裂解抗

原皮下免疫组 ） 免疫 ６ 次后釆小 鼠尾静脉血测定血清抗体效价 ； 方案 ２（烟 曲霉

２４ｈ全细胞裂解抗原肌肉免疫组 ） 免疫 ３ 次后采小 鼠尾静脉血测定血清抗体效价 ；

方案 ３（烟 曲霉 ２４ｈ 全细胞裂解抗原＋烟 曲霉热灭活菌丝体腹腔免疫组 ） 免疫 ８

次后采小 鼠尾静脉血测定血清抗体效价 。 结果如表 １
－

１ 所示 ， 皮下免疫组的小 鼠

血清抗体效价最高 ， 达到 １ ：４００００ ， 且小 鼠 Ｆ７８ 血清检测 Ａ４５０ 值比 Ｆ７７ 高 ， 其

次为腹腔免疫组 ， 达到 １ ：２００００ ， 而肌肉免疫组最弱为 １ ： １ ０００ 和 １ ： １ ００００ ， 考虑

原 因可能为烟 曲霉全细胞裂解抗原成分复杂 ， 以多糖为主 ， 而多糖的免疫原性

较弱 ， 难 以 引起机体有效的免疫应答 。 最终选择 Ｆ７８ 号小 鼠和 Ｆ １ ００ 号小 鼠进行

加强免疫 。

表 １
－

１ 烟 曲霉 ２４ｈ全细胞裂解抗原免疫小 鼠血清抗体效价测定

Ｔａｂｌｅ１ －

１Ｄｅｔｅｒｍ ｉｎａｔ ｉｏｎｏｆ ｓｅｒｕｍａｎｔｉｂｏｄｙ 

ｔｉｔｅｒｏｆ ｍ ｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗ ｉｔｈ Ａ
，

ｆｕｍ ｉｇａｔｕｓ ｌｙｓａｔｅ

ａｎｔｉｇｅｎ

￣＂

免疫小 鼠序号免疫方案免疫次数抗体最高效价

烟曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原 ３ ００Ｕ
ｇ

Ｆ７７ ６次 １ ：４００００

皮下多点注射 （ 弗 氏佐剂 ）

烟 曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原 ３００Ｕ
ｇ

Ｆ７８ ６ ｉｋ １ ：４００００

皮下多点注射 （ 弗 氏佐剂 ）

烟曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ裂解抗原 ２２５

Ｆ７９ Ｕ ｇ
肌肉注射 （ ＱｕｉｃｋＡｎｔ ｉｂｏｄｙ

快３次 １ ： １ ０００

速免疫佐剂 ）

烟曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ裂解抗原 ２２５

Ｆ８０Ｐ ｇ
肌肉注射 （ Ｑｕ ｉｃｋＡｎｔ ｉｂｏｄｙ 

快３次 １ ： １ ００００

速免疫佐剂 ）

１ ８
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Ｆ９３烟 曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原 ８ 次 １

．

２００００

６００咫 ， 腹腔注射
‘

烟 曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原
Ｆ９４ ６００飓 ， 热灭活菌丝体 ２０００ ８ 次 １ ： １ ００００

（ ３ ｘ
ｌ ０

７

）交替腹腔注射

热灭活菌丝体 ２ ０００（ ３ ｘ
ｌ 〇

７

）腹腔注
Ｆ９５ ８次 １ ： １ ００００

射

烟 曲霉 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原 ６０〇ｎｇ ，

Ｆ１００热灭活菌丝体 ２００＾１（ ３ ｘ
ｌ 〇

７

）交替腹８ 次 １ ：２００００

腔注射

３ ．２ 杂交瘤细胞株的建立

包被烟曲霉 ２４ｈ 全细胞裂解抗原 ， 采用 间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法筛选阳性的杂交瘤

细胞 ， 与 ＩＦＡ 结合鉴定 ， 最终获得 １ ８ 株分泌抗烟 曲霉抗体的杂交瘤细胞株 ， 分

别命名为 Ｆ １
？Ｆ １ ８ ， 并进行亚克隆建株保存 。

３ ．３ 抗烟曲霉小鼠单克隆抗体的兔疫学特性鉴定

３ ．３ ． １ 单克隆抗体纯度鉴定

制备腹水时 ， 由于 Ｆ １ ８ 细胞株产生腹水极慢 ， 因此只纯化 了１ ７ 株单克隆抗

体 ， 分别为 Ｆ １
－Ｆ １ ７ 。 使用 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 鉴定纯化的 １ ７ 株抗烟 曲 霉小 鼠单克隆抗

体的纯度 ， 结果如 图 １
－

１ 所示 ， Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ６ 、 Ｆ８ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ ０ 、 Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６ 条带集

中于 ２５ｋＤａ和 ７５ｋＤａ ， 符合 ＩｇＭ 型抗体凝胶 电泳的特征 ， 而 Ｆ２ 、 Ｆ３ 、 Ｆ５ 、 Ｆ７ 、

Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 和 Ｆ １ ７ 条带集 中于 ２５ｋＤａ 和 ５ ０ｋＤａ ， 符合 ＩｇＧ 型抗体凝

胶 电泳的特征 。 另外 ， 图 中条带集 中 ， 无 明 显杂条带 ， 提示从腹水 中纯化下来

的抗体纯度较高 。

１ ９
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ｋＤａＭＦ １Ｆ２Ｆ３Ｆ４Ｆ５Ｆ６Ｆ７Ｆ８Ｆ９

２５０

７５

°

極 ？編 ｉｉ祕釋ｎ爾
＊

＾． ． ． ４

５０爾

２５？■！ ？痛？
麵ｎｉｐ

２０

響 Ｊ
７＇ ： ／

：ｖｉ

Ａ

ｋ ＤａＭＦ １ ０Ｆ １ １Ｆ １ ２Ｆ １ ３Ｆ １ ４Ｆ １ ５Ｆ １ ６Ｆ １ ７

２５０
 ^

１ ５０

ｊ

１ 〇〇 ^

７５

鼈 。“＞
：

：

：

：＿ｍ§

觸＿ 丨

十

Ｂ

图 １
－

１ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 鉴定 １ ７ 株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体 （图 Ａ

，

Ｂ
）

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １
－

１ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ ｉ ｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ １ ７ｓ ｔｒａ ｉ ｎ ｓｏ ｆ ｍｏｕ ｓ ｅＭＡｂａｇａ ｉｎ ｓ ｔ Ａ ．

ｆｕｍ ｉｇａ ｔｕｓ

Ｍ ： 蛋 白 Ｍ ａｒｋ ｅｒ ； 泳道 １
－

１ ７ 分别为抗体 Ｆ １
－Ｆ １ ７

２ ０
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３ ．３ ．２ 单克隆抗体亚类和纯化抗体效价测定

经间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定单克隆抗体亚类显示 ， １ ８ 株单克隆抗体 中有 ８ 株为 ＩｇＭ

型抗体 （编号 ： Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ６ 、 Ｆ ８ 、 Ｆ ９ 、 Ｆ １ ０ 、 Ｆ １ １和Ｆ １ ６
） ；１ ０

株为ＩｇＧ ｌ型抗体 ，

分别为Ｆ２ 、 Ｆ３ 、 Ｆ５ 、 Ｆ７ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 、 Ｆ １ ７和Ｆ １ ８ 。

使用 间接 ＥＬＩＳＡ 检测纯化单克隆抗体的抗体效价 ， 如图 １
－２ 所示 ， 其中 Ｆ １ 、

Ｆ２ 、 Ｆ９ 和 Ｆ １ ３ 的检测下限为 ０ ． ０ ５
｜

ｉｇ／ｍ ｌ
；Ｆ４ 和 Ｆ６ 检测下限为 ０

．
２

ｔ
ｉｇ／ｍ ｌ

；Ｆ ５ 、 Ｆ８ 、

Ｆ １ ０ 、 Ｆ ｌ ｌ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 、 Ｆ １ ６和Ｆ １ ７检测下 限为０ ． ００３ １ ｐｇ／ｍ ｌ
； 而Ｆ３和Ｆ ７

的检测下限则只有 ５ 〇
ｔ
ｉｇ／ｍ ｌ ， 考虑这两株细胞未在小 鼠体内产生有效抗体 ， 或抗

体未纯化下来 。

表 １
－２ 抗烟 曲霉小 鼠单抗亚类鉴定及效价测定汇总表

Ｔａｂｌｅ 
１
－２Ｓｕｂｃ ｌａｓｓ ｉｄｅｎ ｔ ｉｆｉｃａｔ ｉｏｎａｎｄ

ｐｏ ｔｅｎｃｙ
ｄｅｔｅｒｍ ｉｎａｔ ｉｏｎｏｆ ａｎ ｔ ｉ Ａ ．

ｆｕｍ ｉｇａ ｔｕｓｍｏｕｓｅＭＡｂ

抗体编号抗体亚类检测下限 （ Ｍｇ／ｍ ｌ ）

ＦＩ ＩｇＭ ０ ０５

Ｆ２ ＩｇＧ ｌ ０ ． ０５

Ｆ３ ＩｇＧ ｌ ５ ０

Ｆ４ ＩｇＭ ０ ． ２

Ｆ５ ＩｇＧ ｌ ０ ． ００３ １

Ｆ６ ＩｇＭ ０ ．２

Ｆ７ ＩｇＧ ｌ ５ ０

Ｆ８ ＩｇＭ ０ ． ００３ １

Ｆ９ ＩｇＭ ０ ． ０５

Ｆ １ ０ ＩｇＭ ０
．
００３ １

Ｆ ｌ ｌ ＩｇＭ ０
．
００３ １

Ｆ １ ２ ＩｇＧ ｌ ０ ． ００３ １

Ｆ １ ３ ＩｇＧ ｌ ０ ． ０５

Ｆ １ ４ Ｉ
ｇＧ ｌ ０ ． ００３ １

Ｆ １ ５ ＩｇＧ ｌ ０
．
００３ １

Ｆ １ ６ ＩｇＭ ０
．
０ ０３ １

Ｆ ｌ ｌ ＩｇＧ ｌ ０ ． ００３ １

２ １



第
一部分 抗烟 曲霉单 克隆抗体 的 制备与 鉴 定

３ － ５

１＾
－

Ｆ ｌ

Ｆ ２

３
＂

＾
Ｆ ３

￣

Ｆ４

２ － ５
－ｌ

＾
＊

 ？Ｘ＼
－

＾ Ｆ５

１

々
／夕 ， Ｊ３

°
— １ ７

、 〇
？

抗体浓度 （ 微克 ／毫升 ）

图 １
－２ 间接 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 法检测纯化的抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体效价

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １
－２Ｔｈ ｅ ｔ ｉ ｔｅｒ ｏ ｆ

ｐｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄａｉｉ ｔ ｉ
－

＾ ｌ ．

ｆｕｍｉｇａ ｔｕｓｍｏｕ ｓｅＭＡｂｄｅ ｔ ｅｃ ｔ ｅｄｂｙ
ｉｎｄ ｉ ｒｅｃ ｔＥＬ Ｉ ＳＡ

３ ．３ ．３ 单克隆抗体特异性鉴定

（ １ ）ＥＬ ＩＳＡ 法鉴定纯化单克隆抗体的特异性

使 用 间接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测纯化 单克隆抗体与 不 Ｍ真菌裂解抗原 （ 烟 曲 霉 ＡＴＣＣ

菌株 、 烟 曲 霉 ＨＫ 菌株 、 白念珠菌 、 新型隐球 菌 、 马尔圮 菲篮状菌 （ 酵母相 ） 、

黑 曲 霉 、 黄 曲 霉 、 土 曲 霉 、 构巢 曲 霉 、 镰刀 菌 、 毛霉 、 微小根毛霉 、 葡萄牙念

珠菌 、 季也蒙念珠菌 、 光滑念珠菌 、 克柔念珠菌 、 近平滑念珠菌 、 热带念珠菌 ，

尖 端 赛 多 孢 菌 、 多 育 荚 节 孢 霉 ） 及 重 组 抗 原 （ 烟 曲 霉 特 异 性甘 露 糖 蛋 白

Ａ ｆｍ
ｐ

ｌ ｃ ｒ 、 马 尔尼菲篮状菌重组蛋 白 Ｍ ｐ
ｌ
ｐ

、 新型隐球菌重组蛋 白 Ｃ ｐ
ｌ ｌ 和 白念珠

菌重组蛋 白 Ｃ ｓａ２ ） 的结合 ， 为对 比新制备抗烟 曲霉小 鼠单抗和实验室之前制备

的抗烟 曲霉小 鼠单抗和商 品化试剂盒中单抗的优劣 ， 以 ９Ｄ４ ７Ａ １
Ｐ １和伯 乐 商 品化

２ ２





硕士学位论文


曲霉抗原检测试剂盒中抗 ＧＭ 大 鼠单克隆抗体－ＨＲＰ（ Ｒ６ ） 为曲霉对照 ， 以稀释

液为阴性对照 。 结果表明 （表 １
－

３ ） ， 除 Ｆ３ 和 Ｆ７ 外 ， 本次纯化的抗烟 曲霉小 鼠

单克隆抗体均与烟 曲霉 ＡＴＣＣ ２４ｈ裂解抗原和烟 曲霉 ＨＫ ４ｄ 裂解抗原结合 ， 其

中 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体与黑 曲霉 、 土曲霉 、 黄 曲霉和构巢曲霉有较为明显 的交叉反

应 ， 其中 Ｆ ｌ ， Ｆ４ 与商 品化试剂盒中 的抗烟 曲霉大 鼠单抗 Ｒ６ 的结合谱系较为相

似 ， 但是与烟 曲霉 Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ 无交叉 ， 提示其结合耙点可能不是 Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ
；Ｆ６ 、

Ｆ ８ 和 Ｆ １ ６ 还与镰刀菌有交叉反应 ；
７ 株 ＩｇＧ ｌ 型抗体则 只特异性与烟 曲霉 ＡＴＣＣ

２４ｈ 裂解抗原及其 乙醇沉淀 多糖发生反应 ， 与烟 曲霉 ＨＫ 菌株抗原 、 烟 曲 霉

Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ 以及其他 ２２ 种真菌抗原均无结合 ， 提示这组抗体结合的抗原可能仅仅

存在于烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 ， 且结合位点与烟 曲霉 Ａｆｉｎｐ ｌ ｃｒ 无交叉 。 对 比发现 ，

９Ｄ４７Ａ １ 则不与烟 曲霉 ＡＴＣＣ ２４ｈ 裂解抗原及其沉淀多糖反应 ， 而与烟 曲霉 ＨＫ

４ｄ 裂解抗原和黑 曲霉 、 土 曲霉 、 黄 曲霉和构巢曲霉裂解抗原均有结合反应 ， 说

明 ９Ｄ４７Ａ １ 可能 只 能识别晚期 的 曲霉抗原 ， 同时也反映出不 同来源烟 曲霉菌株

的抗原存在差异 。 另外 ， 结合纯化单克隆抗体效价 ， 考虑 Ｆ３ 和 Ｆ７ 这两株细胞

未在小 鼠体 内产生有效抗体 ， 或抗体未能纯化下来 ， 后续抗体特性鉴定实验将

排除 Ｆ３ 和 Ｆ７ 这两株抗体 。

２３
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第
一部分 抗烟 曲霉单 克隆抗体的制备与 鉴 定


（ ２ ）ＩＦＡ鉴定单克隆抗体的特异性

将烟 曲霉 ＡＴＣＣ 分生孢子培养到孢子肿胀及出芽阶段并制备涂片 ， ＩＦＡ 检

测除 Ｆ３ 和 Ｆ７ 外的 １ ５ 株纯化单克隆抗体与烟 曲霉肿胀孢子及早期菌丝的免疫反

应 。 结果如表 １
－４ 所示 ： １ ３ 株纯化单克隆抗体可与烟 曲霉菌丝体出现不 同程度

的结合 ， 而 Ｆ２ 和 Ｆ １ ４ 这两株抗体与烟 曲霉菌丝体不结合 。 根据荧光密度分布

（ 图 ｌ
－３ａ和 ｂ ） 判断 ： １ ３ 株单克隆抗体主要结合于烟曲霉肿胀孢子 以及早期菌

丝体细胞壁的表面 。 另外 ， Ｉ
ｇＭ 型抗体 （ 如 ｎ 、 Ｆ４ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６ 等 ） 则与

构巢 曲霉和黄曲霉有不同程度的交叉反应 ， Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ６ 和 Ｆ １ ０还与马尔尼菲篮

状菌有微弱反应 ， 而 ＩｇＧ ｌ 型抗体 （如 Ｆ５ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ５ 和 Ｆ １ ７ 等 ） 与马尔

尼菲篮状菌 、 构巢曲霉、 黄曲霉 、 白念珠菌和新型隐球菌均无交叉反应 。 综合

抗体与不同真菌的免疫荧光结果 ， Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６ 对烟 曲霉以及其他

曲霉种属培养早期的 曲霉肿胀孢子和菌丝具有相对较好的结合反应 ， 提示有作

为后续用于诊断抗体的潜力 。

表 １
－４ ＩＦＡ 鉴定 １ ５ 株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体与不同真菌的免疫反应

Ｔａｂ ｌｅ１
－４Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａ ｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｏｆ １ ５ＭＡｂａｇａｉｎｓｔ ＡＪｕｍ ｉｇａｔｕｓ ｔｏｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｇ ｉ ｂｙ

ＩＦＡ

ｍｍ真菌种类

烟曲霉 ＡＴＣＣ马尔尼菲篮状菌 构巢曲霉

￣

黄 曲霉 白念珠菌 新型隐球菌

ＦＩ ＩｇＭ＋＋＋ ＋ ＋＋＋＋——

Ｆ４ ＩｇＭ ＋＋ ＋ ＋＋－ －

Ｆ６ Ｉ ｇＭ土土土 土－－

Ｆ８ Ｉ ｇＭ＋－ ＋＋——

Ｆ９ Ｉ ｇｌｊ＋＋＋一 ＋＋＋＋——

Ｆ １ ０ Ｉ ｇＭ＋士＋＋＋±－－

Ｆｌ ｌＩ過＋＋＋－ ＋＋＋ ＋＋＋一－

Ｆ １６ＩｇＭ＋ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋
－－

Ｆ２ Ｉ ｇＧ ｌ—
－－－－－

２６
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

＂

１＾ Ｉ ｇＧ ｌ ＋ １ １＝１

Ｆ １ ２ Ｉ ｇＧ ｌ ＋
－－

Ｆ １ ３ Ｉ ｇＧ ｌ＋＋
－－

Ｆ １ ４ Ｉ ｇＧ ｌ
－－－

Ｆ １ ５ Ｉ ｇＧ ｌ＋＋
－－－

Ｆ １ ７ Ｉ ｇＧ ｌ ＋
－－

■■■■
图 ｌ

－

３ ａ １ ＦＡ 鉴定 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体与烟 曲霉菌丝及肿胀孢子的结合反应

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ ．ｌ
－３ ａＩｄｅｎ ｔ ｉｆｉｃａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｉｍｍｕｎ ｅｒｅｓｐｏ

ｎ ｓｅ ｓｏｆ ８ ｌ
ｇ
Ｍｓ ｔｒａ ｉｎ ｓｔｏ Ａ ．Ｊｕｍ ｉｇａｔｎｓｈｙｐｈａｅａｎｄ

ｓｗｏ ｌ ｌ ｅ ｎｓｐｏ ｒｅ ｓｂｙ
Ｉ ＦＡ

Ａ －Ｈ ， 依次为 烟 曲霉小 鼠单抗 Ｆ Ｉ ，Ｆ４ ，Ｆ６ ，Ｆ８ ，Ｆ９ ，Ｆ １ ０ ，Ｆ ｌ ｌ ，Ｆ １ ６

■■■■
■■■■

图 ｌ
－

３ ｂ Ｉ ＦＡ 鉴定 ７ 株 Ｉ
ｇＧ ｌ 型抗体与烟 曲霉菌丝及肿胀孢子的免疫反应

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ ｌ

－

３ ｂ Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ  ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｅｒｅ ｓ ｐｏ
ｎ ｓｅ ｓｏ ｆ ７ Ｉ

ｇＧ ｌｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ｓ ｉｏＡ ． ｆｗｎ ｉｇａ ｔｕｓ ｌｎ ｐ
ｌ ｉ ａ ｅａｎｄ

ｓｗｏ ｌ ｌ ｅｎｓｐ ｏ ｒｅ ｓｂ
＞ Ｉ ＦＡ

２ ７
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

Ａ －Ｈ ， 依次为 烟 曲霉小 鼠单抗 Ｆ２ ，Ｆ５ ，Ｆ １ ２ ，Ｆ １ ３ ，Ｆ １ ４ ， Ｆ １ ５ ，Ｆ １ ７ ， 阴参

图 ］
－

３ ｃ ＩＦＡ 鉴定 Ｆ １ 与不同真菌的结合

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ ｌ

－

３ ｃ Ｉｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ Ｆ Ｉｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｔｏｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔｆｕｎｇ ｉｂｙ

１ＦＡ

Ａ ： 马 尔 尼非监状 囷 ；
Ｂ ： 构巢 曲霉 ； Ｃ ： 黄 曲霉 ；

Ｄ ： 白 念珠 囷 ；
Ｅ ： 新型隐球 囷 ；

Ｆ ： 烟

曲霉

３ ．３ ．４ＷＢ 鉴定单克隆抗体与烟 曲霉裂解抗原的结合

采用 ＷＢ 对 １ ５ 株抗烟 曲霉小 鼠 单抗进行鉴 定 ， 并 以 ９Ｄ４ ７Ａ １ 和 伯 乐 ＧＭ

试剂盒 中 Ｒ６ 作为 曲 霉对照 。 结果发现 （ 见表 １
－

５ 和 图 卜４ ） ， 本次制备 的 ８ 株

ＩｇＭ型抗体 （ Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ６ 、 Ｆ ８ 、 Ｆ９ 、 Ｆ ］ ０ 、 Ｆ ｌ ｌ 、 Ｆ １ ６ ） 与烟 曲 霉ＡＴＣＣ菌株和

ＨＫ 菌株均有结合 ， 且 与培养 ２４ｈ 和 ４ｄ 的烟 曲 霉裂解抗原均有结合 ： Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 与

ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原结合条带范 围在 ５ ０ －

１ ００ｋＤ ａ ， 结合 ＡＴＣＣ 和 ＨＫ４ｄ 裂解抗原

的 条带范 围在 ５ ０ －２ ５０ｋＤ ａ ；Ｆ６ 、 Ｆ ８ －Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６ 与 ＡＴＣＣ ２４ｈ 裂解抗原结合条带

范 围 在 ３ ７
－

１ ００ｋＤ ａ ， 其 中 Ｆ ６ 和 Ｆ １ ６ 不 与 ＡＴＣＣ ４ｄ 裂解抗原结合 ， 只 分别 与

ＨＫ４ ｄ 裂解抗原的 ５ ０ －

２ ５ ０ｋＤａ 和 ５ ０ －

１ ００ｋＤ ａ 结合 ， Ｆ ８ －Ｆ １ １ 则 与 ＨＫ４ｄ 裂解抗原

的５ ０
－

１ ００ｋＤ ａ结合 。 而ＩｇＧ ｌ型的７株抗体 （ Ｆ２ 、 Ｆ５ 、 Ｆ １２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 、

Ｆ １ ７ ） 与烟 曲 霉 ＡＴＣＣ ２４ｈ 裂解抗原在 ２ ５ ｋＤ ａ 处结合 ， 而不与培养 ４ｄ 的烟 曲 霉

裂解抗原结合 （ Ｆ １ ２ 与 ＨＫ ４ｄ 裂解抗原 的 ５ ０ －２ ５ ０ｋＤ ａ 有微弱结合 ） 。 另 外 ，

９Ｄ４ ７Ａ １ 不与 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原结合 ， 与 ＡＴＣＣ 和 ＨＫ 菌株裂解抗原的结合条

２ ８
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带范围为 ７５ －２５０ｋＤａ
；Ｒ６ 与 ＡＴＣＣ２４ｈ 裂解抗原结合条带范围在 ５０－

１ ００ｋＤａ ，

与 ＡＴＣＣ 和 ＨＫ 菌株裂解抗原的结合条带范围为 ５０ －２５０ｋＤａ 。

综合来看 ， 本次制备的 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体的结合范围与 Ｒ６ 相似 ， 既结合早

期抗原也结合晚期抗原 ， 较 ９Ｄ４７Ａ １ 广 ， 而 ７ 株 ＩｇＧ ｌ 型抗体则 只 结合烟 曲霉

ＡＴＣＣ 早期抗原 ， 与 ＥＬＩＳＡ 的结果相符 ， 提示我们这 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体更为接近

商品化试剂盒中使用 的抗体 ， 可能可 以用于对侵袭性曲霉病早期诊断的研究中 。

表 １
－５ＷＢ 鉴定 １ ５ 株抗烟曲霉小 鼠单克隆抗体与不同分离株烟曲霉抗原的结合反应

Ｔａｂｌｅ１ －５Ｉｄｅｎｔｉ ｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １ ５ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ＭＡｂ
＾ｄ！ｍｓｔ Ａ ． ｆｕｍ ｉｇａｔｕｓｂｙ

ＷＢ

抗体结＃带
抗体抗体类型

ＡＴＣＣ ２４ｈ裂解抗原ＡＴＣＣ４ｄ裂解抗原ＨＫ 菌株 ４ｄ裂解抗原

Ｆ Ｉ ＩｇＭ ５０－

１ ００ｋＤａ ５０－２５０ｋＤａ ５０－２５０ｋＤａ

Ｆ４ ＩｇＭ ５０ －

１ ＯＯｋＤａ ５０ －２５ ０ｋＤａ ５ ０－２５０ｋＤａ

Ｆ６ ＩｇＭ ３７－

１ ００ｋＤａ－ ５０ －２５０ｋＤａ

Ｆ８ ＩｇＭ ３ ７－

１ ００ｋＤａ ５０ －

１ ００ｋＤａ ５ ０－

１ ＯＯｋＤａ

Ｆ９ ＩｇＭ ３ ７－

１ ００ｋＤａ ５０－

１ ００ｋＤａ ５０－

１ ００ｋＤａ

Ｆ １ ０ Ｉ
ｇ
Ｍ ５ （Ｍ ００ｋＤａ ５ ０－

１ ００ｋＤａ ５０－

１ ００ｋＤａ

Ｆ ｌ ｌ Ｉｇ
Ｍ ３ ７－

１ ００ｋＤａ ５０－

１ ００ｋＤａ ５０－

１ ００ｋＤａ

Ｆ １ ６ Ｉｇ
Ｍ ３ ７－ １ ００ｋＤａ－ ５０ －

１ ００ｋＤａ

Ｆ２ Ｉ
ｇＧ ｌ ２５ｋＤａ－－

Ｆ５ ＩｇＧ ｌ ２５ｋＤａ－－

Ｆ １ ２ ＩｇＧ ｌ ２５ｋＤａ－ ５０ －２５ ０ｋＤａ

Ｆ １ ３ １＾３ １ ２５ｋＤａ－－

Ｆ １ ４ ＩｇＧ ｌ ２５ｋＤａ－？

Ｆ １ ５ Ｉ
ｇ
Ｇ ｌ ２５ｋＤａ－－

Ｆ １ ７ ＩｇＧ ｌ ２５ｋＤａ？－
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图 １

－４ＷＢ 鉴定 １ ５ 株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体与不 同分离株烟 曲霉抗原的结合反应

Ｆ ｉ ｇｕｒｅ  １

－４ Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ １ ５ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ｓｏｆＭＡ ｂＳｉｇｍ ｎ ｓ Ｘ Ａ ．

ｆｕｍ ｉｇａｔｕｓｂｙ
ＷＢ

Ａ －Ｃ ： １ ５ 株抗体与 ９Ｄ４ ７Ａ １ 和 Ｒ６ 与 烟 曲霉 ＡＴＣＣ ２４ｈ 裂解抗原 的结合反应 ；
Ｄ －Ｆ ： １ ５ 株抗

体与 ９Ｄ４ ７Ａ １ 和 Ｒ ６ 与烟 曲霉 ＡＴＣＣ ４ｄ 裂解抗原 的结合反应 ；
Ｇ －

Ｉ ： １ ５ 株抗体与 ９Ｄ４ ７Ａ １ 和

Ｒ６ 与烟 曲霉 ＨＫ ４ｄ 裂解抗原 的结合反应 ；

３ ０
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

３ ．３ ．５ 单克隆抗体识别抗原结合位点性质分析

釆用 ４ 种方法 （煮沸法 、 强碱处理法 、 髙碘酸钠处理法和蛋 白酶解法 ） 处

理烟曲霉裂解抗原后 ， 并分别与 １ ５ 株抗烟曲霉小 鼠单克隆抗体反应 ， 根据处理

前后 的检测结果 比对 ， 判断对应单克隆抗体结合的表位性质是蛋 白表位 、 糖表

位还是糖蛋 白表位 。 煮沸法和蛋 白酶解法可以水解蛋 白从而去除蛋 白表位的影

响 ； 强碱处理法和高碘酸钠处理法可 以水解聚糖和氨基酸的连接 ， 去除多糖表

位的影响 。

结果如表 １
－６ 所示 ， 煮沸法中 ， Ａ４５０ 值降低大于 ０ ．４ 的有 Ｆ２ 、 Ｆ８ 、 Ｆ １ ０ 、

Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ５ 、 Ｆ １ ６ 、 Ｆ １ ７ ， 考虑可能为蛋 白表位 ； 而 Ｆ９ 和 Ｆ １ １ 在煮沸处理后

出现了Ａ４５０ 值上升 ， 可疑为多糖表位 ， 在蛋 白破坏后表位暴露更加充分 ； 而

强碱处理法破坏聚糖与氨基酸结合后 ， 仅 Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 的数值变化较 明显 （
＞０ ． ５ ） ，

考虑与多糖表位结合 ； 在高碘酸钠处理破坏多糖后 ， Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 和 Ｆ １ １ 数值下降明

显 （ ＞０ ． ５ ） ， 考虑与 多糖表位结合 ； 在蛋 白酶解法破坏蛋 白后发现 ， 全部 １ ５ 种

抗体 Ａ４５０ 值均有不 同程度的下降 ， 考虑均与蛋 白表位结合 。

综合上述 ４ 种处理方法的结果 ： 抗体 Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ １ １ 识别抗原表位性质为糖

蛋 白表位 ， Ｆ９ 可疑识别糖蛋 白表位 ， Ｆ６ 可疑识别蛋 白表位 ， 而 Ｆ２ 、 Ｆ５ 、 Ｆ８ 、

Ｆ １ ０ 、 Ｆ １２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 、 Ｆ １ ６ 和 Ｆ １ ７ 识别抗原的蛋 白表位 。

表 １
－６ 单克隆抗体识别抗原结合表位性质鉴定

Ｔａｂ ｌｅ１
－６Ｉｄｅｎｔｉ ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ

－ｂ ｉｎｄｉｎｇ 
ｅｐｉｔｏｐｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ

ＭＡｂａｇａ ｉｎｓｔ ＾ ．

ｆｕｍ ｉｇａｔｕｓ

￣￣

ｋＳ ａ！
评价

编号亚类煮沸法强碱处理法高碘酸钠处理法蛋 白酶解法
￣

五１ｍ０．２０５０． ５８９ ０． ８９８ １ ． ９１６糖蛋 白表位

Ｆ２ ＩｇＧ ｌ ０ ．４２５０ ． ２７５ ０ ． １ １ ５ １ ．６９９蛋 白表位

Ｆ４ＩｇＭ０ ． １ １９０ ．６９９ １ ．０ １ ９ １ ．５０６糖蛋白表位

Ｆ５ ＩｇＧ ｌ ０ ．３４９ ０ ．２ １ ８－０ ．０２ ８ １ ． ７ １ ５蛋 白表位

Ｆ６ ＩｇＭ ０ ． ０５－０ ． ００２－０ ．４５ ５ ０ ． ４６２可疑蛋 白表位

Ｆ ８ ＩｇＭ ０ ． ６７３ ０ ． １ １ ９－０ ．４ １ ．４３ ５蛋 白表位

３ １
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

￣

Ｆ９＾－０ ． １ ３８ ０ ． １ ０５ ０ ．０６９Ｌ７４ １可疑糖蛋白表位
̄

Ｆ １ ０ ＩｇＭ０ ． ５ ５９ ０ ．４０ １－０ ．３ ３ １ １ ．３７６蛋 白表位

Ｆｌ ｌＩｇＭ－０ ．４４３ ０ ． １３２ ０．５０５ ０ ．７６２糖蛋白表位

Ｆ １ ２ ＩｇＧ ｌ ０ ．３ ５５ ０ ．０８７ ０ ． ０４２ １ ．９９２蛋 白表位

Ｆ １ ３ ＩｇＧ ｌ ０ ．５ ７ ０ ． １ ９８－０ ．２４ １ １ ．９３ ３蛋 白表位

Ｆ １ ４ ＩｇＧ ｌ ０ ． ３５３０ ．２６４－０ ， ００ １ ２ ．０２３蛋 白表位

Ｆ １ ５ ＩｇＧ ｌ ０ ．２８５ ０ ． １ ８４ ０ ．０３ １ ． ８７ １蛋 白表位

Ｆ １ ６ ＩｇＭ０ ．６９ １ ０ ． ２ １－０ ．４ １ １ １ ．３ ８９蛋 白表位

Ｆ １ ７ＩｇＧ ｌ ０ ．４０３ ０ ． １ ８５ ０ ．０３ １ １ ．９６４蛋 白表位

Ａ值＝对照组 Ａ４５０ 值 －处理组 Ａ４５０ 值

３ ．４生物素标记抗体效价测定

生物素标记抗体并测定其抗体效价 ， 以无关的生物素标记马尔尼菲篮状菌

抗体 ｂｉｏｔｉｎ－Ｍ １２ ［
４２

］和生物素为阴性对照 ， 结果如图 １
－５ 所示 ， 以阳性检测值减去

相应稀释度阴性对照检测值等于 ２ ． ０ 时的生物素标记抗体稀释度为工作浓度 。 由

此 可 见 ， ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 、 ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ８ 、 ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ １ ０和ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ １ ６的 工 作 浓 度 在

１ ： １ ０００
－

１ ： ８０００ 之间 ， 而其余标记抗体均效价过低 （
＜ １ ：１ ０００ ） ， 有可能因为生物

素标记导致抗体的空间结构发生改变４３
］

。

３２
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标记抗体稀释度

图 ｉ

－５ 生物 素标记的抗烟 丨

Ｈ
ｉ 霉小 鼠单克隆抗体效价测定

Ｆ ｉｇ ｕ ｒｅ １
－ ５Ｄｅ ｔ ｅｎｕ  ｉ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ  ｔ ｈ ｅ ｌ ｉ ｔｅ ｒ ｏ ｆ ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎ ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｅｄＭＡ ｂａｇ ａ ｉ ｎ ｓ ｔ Ａ ．

ｆｗｎ ｉｇｃｉ ｌｕｓ

３ ． ５ 单克隆抗体识别抗原表位相关性分析

采用竞争 ＥＬ Ｉ ＳＡ 实验分析 １ ５ 株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体的抗原结合表位 ，

由于部分生物素标记抗体效价过低 ， 因此本实验仅纳入部分生物素标记抗体 ，

结果仅供参考 。 根据 公式计算抑制率 显 示 ， 单克 隆抗体 Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ ８ 、 Ｆ １ ０ 、

Ｆ １ ３ 和 Ｆ １ ６ 对 自 身的抑制率均 ＞ ７ ５％ ， 考虑实验结果可靠 ；
Ｆ １ 和 Ｆ４ 相互间抑制

率 ＞ ８ ５
°

／。 ， 表明这两株单克隆抗体的结合位点相 同 ； 同样的 ， Ｆ ８ 和 Ｆ １ ６ 相互间

抑制率 ＞ ８４％ ， 表 明这两株单克隆抗体 的结合另
一

个相 同位点 ， 另外 ， Ｆ １ ０ 与

这两株抗体 的抑 制 率 ＞ ６６％ ， 说 明 Ｆ １ ０ 与 Ｆ ８ 和 Ｆ １ ６ 有部分结合位点相 同 ； 而

Ｆ １ ３ 与其余单克隆抗体抑制率均＜ ２０％ ， 说明 其单独结合另
一

个位点 。 （表 １
－ ７ ）
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表 １
－７ 竞争 ＥＬ ＩＳＡ 分析抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体识别抗原结合位点

Ｔａｂ ｌｅ１
－７Ｃｏｍｐｅｔ ｉ ｔｉｖｅＥＬ Ｉ ＳＡ ａｎａ ｌｙｓ ｉｓｒｅｓｕ ｌ ｔｓｏｆ ａｎｔ ｉｇｅｎｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
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

０


０

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

９ｊ

４ ． 讨论

这些年来 ， 随着化疗药物 、 免疫抑制剂 、 激素 、 广谱抗菌药 以及其他药物

的广泛使用 ， 再加上器官移植技术等侵入性诊疗的普遍开展 ， 以及获得性免疫

缺陷综合征和患恶性肿瘤的患者人数不断增加 ， 导致了侵袭性真菌病的发病率

呈不断上升趋势 。 其 中 ， ＩＡ 是最常见的侵袭性真菌病之
一

， 由于临床表现及症

状体征不典型 ， 影像学表现无 明 显特异性 ， 早期难以诊断 ， 容易 导致抗真菌治

疗 的不及时 ， 从而发生不 良预后 以及高死亡率 。 据报道 ， 侵袭性 曲霉病的病死

率超过 ５ ０％ 【
《

］

， 重症监护病房死亡率高达 ８０％ ［

４５
］

， 给社会和患者家庭带来 了沉

重负担 。

ＩＡ 的诊断包括真菌培养 、 组织病理 、 分子诊断 、 血清学诊断等叫 ， 但 由于

真菌培养耗时长 ， 组织病理诊断需要侵入性操作 ， 对于免疫力低下 的患者来说

风险极大 ， 而分子诊断容易 因环境污染而 出现假阳性 ， 因此 目 前 的研究热点仍

为血清学诊断 。 目 前针对 曲 霉抗原较为敏感和特异 的血清学检测方法主要是

ＧＭ 试验 ， 多用于 ＩＡ 的早期诊断 以及患者抗真菌药物疗效的监测 。 但 由于个体

免疫力的不 同 ， 以及服用或进食某些药物和食物的影响 ， 外加与其他真菌例如

青霉属和拟青霉属存在交叉反应等原因 ， ＧＭ 检测的敏感度和特异度在不同患者

人群中诊断性能相差较大 ， 无法满足临床需求 。 因此 ， 迫切需要建立
一

个具备

有敏感度和特异度的新的 曲霉抗原检测体系 。

３４





领士学位论文


本实验室前期研宄利用 了 多种生长晚期的烟 曲霉抗原包括 ３ ７
°

Ｃ 培养 ７ 天的

烟 曲霉菌丝体裂解抗原 、 ２５
°

Ｃ培养 ３４ 周 的分泌抗原 、 烟 曲霉 甲醛灭活孢子等

作为免疫原 ， 并制备了多株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体 ［
３２

］

。 另外 ， 本实验室还利

用烟 曲霉细胞壁重组甘露聚糖蛋 白 Ａｆｔｎｐ ｌ ｐ 、 Ａｆｉｎｐ２ｐ 、 Ａｆｉｎｐ４ｐ 制备了 多株抗烟

曲霉小 鼠 单克隆抗体及兔 多 克隆抗体 。 然而这些抗体建立 的 曲 霉抗原捕获

ＥＬＩＳＡ 体系 的特异性及敏感性均不理想 ， 难以应用至临床样本的检测 。

因此 ， 为实现 ＩＡ 的早期诊断 ， 本研究使用 ３ ７
°

Ｃ 摇床培养 ２４ｈ 的生长早期

烟 曲霉标准菌株 ， 采用机械裂解法裂解菌落 ， 将得到的烟 曲霉全细胞裂解抗原

作为免疫原 ， 采用皮下 、 腹腔和肌肉注射共 ３ 种免疫方式 ， 通过对免疫小 鼠血

清抗体效价的测定 ， 发现采取皮下多点免疫方案的小 鼠血清效价最高 ， 其次为

腹腔免疫 。 然后我们选取血清抗体效价最高的小 鼠提取脾细胞并进行细胞融合 ，

通过选择培养 、 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 筛选融合后 的细胞 ， 得到 了１ ８ 株稳定分泌抗烟曲

霉抗体的杂交瘤细胞 。 对其中 １ ７ 株细胞 （ Ｆ １
￣Ｆ １ ７ ） 产生的腹水进行纯化 ， 我们

得到 了１ 组抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体 ， 并对这 １ ７株抗体进行了免疫学特性鉴定 。

ＥＬ ＩＳＡ 鉴定结果显示 ， １ ７ 株抗体中有 ８ 株属于 ＩｇＭ 型抗体 ， 分别为 Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、

Ｆ６ 、 Ｆ８ 、 Ｆ９ 、 １ ０ 、 Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６
； 其余 ９ 株属于 ＩｇＧ ｌ 型抗体 ， 分别为 Ｆ２ 、 Ｆ３ 、 Ｆ５ 、

Ｆ７ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｆ １ ４ 、 Ｆ １ ５ 和 Ｆ １ ７ ， 经 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 鉴定均显示纯度较高 。 经

ＥＬＩＳＡ 鉴定发现 ， 除 ２ 株 （ Ｆ３ ，Ｆ７ ） 抗体可能丢失外 ， Ｉ
ｇＧ ｌ 型的 ７ 株抗体均只

特异性针对培养 ２４ｈ 的烟 曲霉 ＡＴＣＣ裂解抗原 ， 而 ８ 株 ＩｇＭ 型抗体则与黄 曲霉 、

土曲霉 、 黑 曲霉和构巢 曲霉均发生交叉反应 ， 且既识别早期 （培养 ２４ｈ ） 烟曲霉

裂解抗原 ， 也识别晚期 （培养 ４ 天 ）烟 曲霉裂解抗原 ， 考虑这 ８ 株抗体可能为曲霉

属特异性抗体 。 以实验室既往研发针对 曲霉属抗原 的小 鼠单抗 （ ９Ｄ４７Ａ １ ） 和

Ｂ ｉｏ －

ｒａｄ 商品化试剂盒中所用大 鼠单抗 （ Ｒ６ ） 与多种不同真菌的结合来看 ， 相较

于 ９Ｄ４７Ａ １ ， 抗体 Ｆ １ 和 Ｆ４ 识别相同的抗原表位 ， 而且其结合谱系与 Ｒ６ 相似 ，

提示可能具有相似的诊断价值 ， 需要后续更多验证 ， 其他 ６ 株 ＩｇＭ 型抗体则相

对与其他几种真菌抗原 （如镰刀菌 ） 更多交叉反应 ， 但不排除后续用于诊断真

菌感染的可能性 。 进
一

步 ＩＦＡ 鉴定 １ ５ 株单克隆抗体与烟 曲霉 、 黄曲霉 、 构巢 曲

３ ５





第
一部分 抗烟 曲 霉单克隆抗体的制备与 鉴定


霉 、 马尔尼菲篮状菌 、 白念珠菌和新型隐球菌的结合 ， 结果发现 ， 其中 １ ３ 株抗

体均与烟 曲霉菌丝和肿胀孢子有不同程度的结合 。 其 中 ＩｇＭ 型单克隆抗体中的

Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ １ 和 Ｆ １ ６ 对烟曲霉 以及其他 曲霉种属培养早期的 曲霉肿胀孢子

和菌丝具有相对较好 的结合反应 ， 提示有作为后续用于诊断抗体的潜力 ， 而

ＩｇＧ ｌ 型的 ７ 株抗体为烟曲霉早期抗原特异性抗体 ， 与 ＷＢ 结果显示 Ｉ
ｇＧ ｌ 型抗体

主要结合于烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株培养 ２４ｈ 裂解抗原的 ２５ｋＤａ 处
一

致 。 烟 曲霉生长

过程中 ， 细胞壁的变化是动态的 ， 并且随着分生孢子的肿胀 、 萌发 ， 以及向菌

丝的转变而迅速发生 ， 这个过程中产生的抗原也随之发生变化 ［
４７

］

。 因此我们有

理 由认为 ＩｇＧ ｌ 型抗体只特异性识别烟 曲霉早期抗原 ； 而 ＩｇＭ 型抗体与培养 ２４ｈ

和 ４ｄ 的烟 曲霉裂解抗原均有不同程度的结合 ， 主要部位集中在 ５０？２５０ｋＤａ ， 提

示 ＩｇＭ 型抗体识别的烟 曲霉抗原靶点涵盖感染全程 ， 与 ＥＬＩＳＡ 和 ＩＦＡ 的结果
一

致 。

通过对抗烟 曲霉小 鼠单抗结合烟 曲霉裂解抗原表位性质鉴定的分析 ， 我们

发现 ， 抗原经煮沸处理降解蛋 白后 ， 与抗体 Ｆ２ 、 Ｆ８ 、 Ｆ １ ０ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｈ ５ 、

Ｆ １ ６ 和 Ｆ １ ７ 的结合降低 ， Ｆ９ 和 Ｆ １ １ 则 出现了Ａ４５０ 值上升的现象 ， 但由于碳水化

合物表位在高温下虽具有热稳定性 ， 但长期暴露在高温下也会导致降解 ， 因此

热处理对抗原抗体结合的影响 只能用作于蛋 白质表位结合的额外证据 。 另外 ，

通过蛋 白酶对抗原进行修饰 ， 使抗体结合减少或消除 ， 可 以有力证 明抗体结合

抗原表位具有蛋 白成分 ， 因此我们用胰蛋 白酶处理抗原后发现 ， １ ５ 种抗体与抗

原的结合均有不同程度的下降 ， 这证 明 了１ ５ 株抗体与抗原的结合表位均具有蛋

白 成分 。 考虑到抗体还可能与抗原表位的多糖成分进行结合 ， 我们又采用 了 强

碱处理法水解聚糖与氨基酸的连接 ， 高碘酸钠处理法裂解多糖碳碳键 ， 破坏多

糖结构以去除抗原中 的碳水化合物成分 。 结果发现 ， 抗原经碱处理后 ， 仅与 Ｆ １ 、

Ｆ４ 的结合有明显下降 ； 而经高碘酸钠处理后 Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 和 Ｆ １ １ 的结合明显下降 ， 这

证明 了Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 和 Ｆ １ １ 与抗原的多糖表位结合 。 由于强碱只 能水解聚糖Ｐ
－羟基与

丝氨酸 、 苏氨酸 ０ 端连接 ， 而与酪氨酸 、 羟赖氨酸 ０ 端连接的聚糖 ， 或通过天

冬醜胺 Ｎ 端连接的聚糖不会被强碱裂解 ， 这可能表明抗体 Ｆ １ 和 Ｆ４ ， 与抗体 Ｆ １ １

３ ６





项士学位论文


的结合位点有所不 同 。 综合 ４ 种方法的结果我们发现 ， Ｆ Ｉ 、 Ｆ４ 、 Ｆ １ １ 识别抗原的

糖蛋 白表位 ， Ｆ２ 、 Ｆ５ 、 Ｆ６ 、 Ｆ８ 、 Ｆ １ ０ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ３ 、 Ｈ ４ 、 Ｆ １ ５ 、 Ｆ １ ６和Ｆ １ ７则识别

抗原的蛋 白表位 ， 而 Ｆ９ 与经煮沸后的抗原结合上升 ， 可能多糖表位在蛋 白被破

坏后暴露更加充分 ， Ｆ９ 可疑识别糖蛋 白表位 。 通过分析不同抗体识别不同抗原

表位性质 ， 对于后续建立检测体系抗体的选择 以及待测样本是否可进行加热等

前处理的提供
一

定参考价值 。

通过对部分抗烟 曲霉小 鼠单抗结合烟 曲霉裂解抗原表位相关性的分析 ， 我

们发现 Ｆ １ 和 Ｆ４ 结合同
一

位点 ，
Ｆ８ 和 Ｆ １ ６ 结合另

一

相 同位点 ， Ｆ １ ３ 则单独结合

另
一

位点 ， 提示 目 前所制备抗体至少识别 四种 以上的抗原表位 ， 使后续配对选

择抗体成为可能 。

鉴于生物素 －亲和素系统具有特异度和灵敏度高 、 稳定性好等优点 ， 且
一

个

蛋 白 质分子可 以与 多个生物素分子联结 ［
４８

］

， 具有多级放大作用 ， 可 以极大地提

高检测方法的灵敏度 ， 因此 ， 本研究采用生物素标记抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体 ，

效价测 定发现 ， ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ １ 、 ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ８ 、 ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ １ ０ 和 ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ １ ６ 的 工 作浓度在

１ ： １ ０００？ １ ： ８０００ 之间 ， 可用于后续抗体配对实验 。 而其余 １ １ 株标记抗体均效价过

低 ， 有文献报道 ［
４９

］

， 生物素标记蛋 白质后 ， 有可能影响蛋 白质 的空间结构 ， 干

扰与其相对应抗体的特异性结合 ， 从而影响蛋 白质 的免疫活性 ， 这可能是导致

抗体标记效价不高的原因之
一

； 另外 ， 标记时 ， 生物素与抗体的 比例也会很大

的影响生物素标记 Ｉ
ｇＧ 重链的效果 ［

４３
］

。

综上所述 ， 本部分研宄得到 了１ ５ 株特异性针对 曲霉属 的单克隆抗体以及 ４

株生物素标记抗体 ， １ ５ 株抗烟曲霉小 鼠单抗可识别烟 曲霉不同菌株 、 不同培养

时间产生的抗原 ， 而且抗原表位性质和结合位点不同 ， 为我们下
一

步的配对实

验的方案设计 、 建立具有特异性的 曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 提供依据 。

３ ７





第二部分 烟 曲 霉抗原捕获 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的建立与优化


第二部分 曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的建立与优化

以烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株全细胞裂解抗原为免疫原 ， 制备了
一

组抗烟 曲霉小 鼠

单克隆抗体 ， 通过对这组单克隆抗体的特异性和免疫学特性研究 ， 证明 了这组

单克隆抗体中大部分抗体具有烟 曲霉特异性 ， 以及其所识别的抗原表位存在 明

显差异 。 本部分研究在利用单克隆抗体识别抗原表位的专
一

性和双抗体夹心捕

获抗原的原理 ， 采用生物素 －链霉亲和素免疫检测系统的放大效应以提高检测的

敏感性 ， 通过抗烟 曲霉特异性单克隆抗体的组合配对 以及优化 ， 筛选最佳抗体

组合 ， 建立双抗体夹心抗原捕获的酶联免疫测定方法 。

１ ？ 材料

１ ． １ 主要试剂

沙保弱葡萄糖琼脂培养基购于广州迪景微生物科技公司 ； 辣根过氧化物酶

（ Ｈｏｒｓｅｒａｄ ｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ， ＨＲＰ ） 标记 的 山羊抗小 鼠 ＩｇＭ 和 山 羊抗小 鼠总 ＩｇＧ

购于 Ａｂｅａｍ 公司 ；
ＴＭＢ 显色液购于北京 Ｂ ｉｏｄｒａｇｏｎ 公司 ； 憐酸氧二钠 、 磷酸二

氢钠 、 碳酸钠 、 碳酸氢钠 、 氯化钠 、 浓 Ｈ２Ｓ〇４ 、 甘油等其它生化试剂均为进 口

分装或国产分析纯 。

１ ．２耗材与设备

０ ．２２ｐｍ／０ ．４５ ｐｍ 细菌滤器 、 ５０ｍｌ 螺 口离心管均购于广州 昂飞生物科技有限

公司 ； 各个规格离心管 、

一

次性塑料吸管等耗材均购于上海生工生物有限公司 ；

无菌培养容器透气封 口膜购于广州市普博仪器有限公司 ； 神奇滤布购于北京智

杰方远科技有限公司 ； 各个规格的加样枪头购于生工生物工程有限公司及广州

万莱康生物科技有限公司 ；
９６ 孔聚苯乙烯微孔板购于厦门怡新美科技器材公司 ；

各规格玻璃试管 、 玻璃漏斗 、 锥形瓶 、 玻璃量筒 、 平皿等均源 自 南方医科大学

珠江医院中心实验室 。

１ ．３ 主要仪器

大型落地摇床 、 微生物培养箱 、 二级生物安全柜 以及高速冷冻离心机均为

３ ８
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ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司产品 ； 洗板机和酶标仪为 Ｂ ｉｏＴｅｋ 公司产品 ； 恒温水浴锅为英

国 ＧＲＡＮＴ 公司产品 。

１ ．４ 菌株与细胞

烟 曲霉标准菌株 １ 株 ， 保藏号为 ＡＴＣＣ４６６４５ ， 购 自美国菌株保藏中心 ； 烟

曲霉临床分离株 ， 由香港大学玛丽医院提供 ， 简称 ＨＫ 菌株 。

１ ．５ 抗原与抗体

抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体为第
一

部分所制备 ， ９Ｄ４７Ａ １ 和 ＨＲＰ －７Ｅ １ １Ａ １ 为先

前本实验室制备 。

１ ．６ 主要溶液配制

（ １ ） 沙 氏液体培养基 （ ｐＨ５ ． ６
）

：１ ０ｇ 蛋 白胨 ，
２０ｇ 葡萄糖充分溶解于去离

子水中 ， 用稀 ＨＣ １将 ｐ
Ｈ 值调至 ５ ． ６ ， 定容至 １ Ｌ ， 高压灭菌备用 。

（ ２ ）２〇 ｘＰＢＳ
（ｐＨ ７ ．４

）
： 称取 ４ ． ５ ６ｇ 磷酸二氢钠 ， ５ ８ ．０２ｇ 十二水合磷酸氢二

钠 ，
１ ７５ ． ３ ｇ 氯化钠 ， 超纯水溶解后定容至 １Ｌ ， １ ２ １

°

Ｃ高压灭菌备用 。 应用时稀释

成 ｌ
ｘＰＢＳ 。

（ ３ ）０ ．０５％吐温 ２０－水溶液 ： ５０００ 吐温 ２０ 加去离子水定容至 １ Ｌ
， 充分混匀 ，

然后经 ０ ．２２
Ｍ
ＩＵ细菌滤膜过滤后 ４ 度保存备用 。

（ ４ ）２０％山羊血清简易酶稀释液 ： 取羊血清 ２００ｍｌ ， 苯酚红 ３ｍｌ ， 吐温 ２０

５ｍｌ ， ｐｒｏｄ ｉｎｌｍｌ ，ｌ ｘＰＢ Ｓ 定容至 １Ｌ ， ４ 度保存备用 。

（ ５ ） 抗体包被液 ： 称取二水合磷酸二氢钠 １ ．４ｇ ， 十二水合磷酸氢二钠 １ ５ｇ ，

加去尚子水定谷至 １ Ｌ 。

（ ６ ） ０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ： 称取 １＾ 碱 １ ．２ １ § ， 明胶 ２
§ ， 蔗糖 ２ （＾ ， 酪蛋 白

２ ． ５ｇ ， 硫柳汞 ０ ．２ｇ ， 去离子水溶解定容至 １ Ｌ 。 高压备用 ， 温度下降至 ６０
°

Ｃ加入

５ｍｌ 吐温 ２０ 。

（ ７ ） 终止液 （ １ＭＨ２Ｓ〇４ ） ．

？ 量取５５ ．６ｍｌ浓Ｈ２Ｓ〇４ ， 加入９４４ ． ４ｍｌ
水中 。

２ ？ 实验方法

２ ． １ 真菌培养上清的制备

２ ． １ ． １ 真菌分生孢子悬液的制备

３９
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取沙 氏液体培养基保种的烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株和烟 曲霉 ＨＫ 菌株各 １ ０００ ， 以

三点接种法分别接种于沙保弱葡萄糖琼脂培养基 ， ２８
°
Ｃ培养 ， 待培养基上长满

烟绿色的绒毛状菌落时 （约 ３ －

５ｄ ） 即可收获孢子 。

将无菌棉签在 ０ ． ０５％吐温 ２０－水溶液中蘸湿 ， 在菌落的表面轻柔刮取孢子 ，

将棉签置于生理盐水 中 ， 使分生孢子悬浮于生理盐水中 。 将混悬液滴至覆盖有

神奇滤布的无菌漏斗 中过滤得到真菌分生孢子悬液 ， 用
一

次性吸管吸取适量悬

液于显微镜下观察 ， 镜下无明显菌丝结构即可开始计数 。

将分生孢子悬液稀释 １ ００ 倍 ， 滴加适量于
一

次性细胞计数板下进行定量计

数 ， 并 ４ 度保存备用 。 孢子计数参考牛鲍计数板计数原理 ， 镜下孢子定量计数

公式如下 ：

孢子数／ｍ ｌ
＝

ｌ 个中方格孢子数 ｘ ｌ Ｏ（ 中方格总数 ）
ｘ稀释倍数 ｘ ｌ 〇

３

用 同样的方法制备黄 曲霉 、 土 曲霉 、 黑 曲霉 、 构巢 曲霉 、 白念珠菌 、 新型

隐球菌 、 马尔尼菲篮状菌 、 桔青霉、 特异青霉孢子悬液并计数 。

２ ． １ ．２ 真菌分泌抗原的制备

将两种烟 曲霉 （ＡＴＣＣ 分离株和 ＨＫ 分离株 ） 孢子悬液加至沙 氏液体培养

基中 ， 调整分生孢子的初始浓度为 ４ｘ ｌ ０
６
／ｍｌ ， 置于 ３ ７

°

Ｃ ， １ ５０ｒｐｍ 摇床中振荡

培养 ， 分别于培养 ２４ｈ和 ４ｄ 时过滤收集培养上清 ， 上清中 即含有烟 曲霉分泌抗

原 。

用 同样的方法制备黄 曲霉 、 土 曲霉 、 黑 曲霉 、 构巢曲霉 、 白念珠菌 、 新型

隐球菌 、 马尔尼菲篮状菌 、 桔青霉 、 特异青霉 ４ｄ 培养上清 。

２ ．２ 双抗体夹心抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的建立

根据 １ ５ 株抗烟曲霉小 鼠单克隆抗体的免疫学特性以及表位分析结果 ， 在识

别不 同抗原结合表位的抗体之间相互配对 ， 以筛选抗原捕获抗体和检测抗体之

间的最佳组合 。 实验方法简述如下 ： 包被各株纯化的抗烟曲霉小 鼠单克隆抗体 ，

ｌ （Ｈｉｇ／ｍｌ 、 ５０＾１／孔 ， ４
°

Ｃ 包被过夜 ； 加入 ３００卟孔的 ０ ．２５％酪蛋 白封 闭液 ， ４
°
Ｃ

封闭过夜 ； 分别加入不同稀释度 （ １ ： １ ０ 和 １ ： １ ００ ） 的 ４ 种烟 曲霉培养上清 （分别

培养 ２４ｈ 和 ４ｄ 的烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株和 ＨＫ 菌株培养上清 ） ， 以样 品稀释液和沙

４０
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氏液体培养基作为阴性对照 ， ３ ７
°

Ｃ 水浴孵育 ｌ ｈ ， ０ ． ５％ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ；

分别加入 １ ： １ ０００ 稀释的生物素标记单克隆抗体作为检测抗体 ， ５００／孔 ， ３７
°

Ｃ

水浴孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 洗板 ５ 次后拍千 ； 加入 ５０
［
ｉｌ／孔的 ＨＲＰ 标记的链霉亲和素 ，

３ ７
°

Ｃ 水浴孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 洗板 １ ０ 次后拍干 ； 加入 ＴＭＢ 室温下避光孵育 ｌ Ｏｍ ｉｎ 显

色 ， ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４终止反应 ， 酶标仪测定 Ａ４５０ 值 。

以本实验室前期建立的 曲霉属抗原检测体系 （ ９Ｄ４７Ａ １ ／７Ｅ １ １Ａ １
－ＨＲＰ 体系 ）

［ ３ ２ ］

作为比较 ， 观察是否建立较之前更为灵敏的 曲霉抗原检测体系 。 该体系检测

方法简述如下 ： 在包被抗烟曲霉单抗 ９Ｄ４７Ａ １（ １ ０
［
ｉｇ／ｍｌ ） 的板条中 ， 加入不同

浓度 的 ２ 株烟 曲 霉培养上清 ， 以稀释液为 阴 参 ， 另 设
一

空 白孔 ；
３ ７ 度水浴

ＳＯｍｉ＾ ＯＵＢＳＴ 洗涤 ５ 次 ， 拍干 ； 力口入 １ ： １ ０００ 稀释的 ７Ｅ １ １Ａ １
－ＨＲＰ ，３ ７ 度水

浴 ３ ０ｍｉｎ ，０ ＿ ５％ＰＢ ＳＴ 洗涤 １ ０ 次 ， 中 间拍板 １ 次 ， 拍干 ； 加入 ＴＭＢ（北京博奥

龙 ） ５０ ｕ ｌ 室温避光显色 ｌ Ｏｍｉｎ ， ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４终止反应 ， ３ ０ｍ ｉｎ 内酶标仪 Ａ４５０ 读

数 。

２ ．２ ． １ 方阵滴定试验

采用方阵滴定试验以确定捕获单克隆抗体和检测单克隆抗体的工作浓度 。

分别包被不 同浓度 （ ｌ ｐｇ／ｍ ｌ 、 ５
｜

ｘｇ／ｍ ｌ 、 １ ０ｐｇ／ｍｌ 、 ２０ｐｇ／ｍ ｌ ） 的单克 隆抗体 ，

５０
［
ｉｌ／孔 ， ４

°

Ｃ 包被过夜 ； 加入 ３ ００
ｐ
ｌ／孔的 ０ ．２５％酪蛋 白封闭液 ， ４

°

Ｃ 封闭过夜 ；

分别加入梯度稀释度的 ４ 种烟 曲霉培养上清 ， 以样品稀释液和沙 氏液体培养基

作为阴性对照 ， ３ ７
°

Ｃ 水浴孵育 ｌｈ ， ０ ． ５％ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次后拍干 ； 分别加入不同

稀释度的生物素 （ １ ： １ ０００ 、 １ ： ２０００ 、 １ ：４０００ 、 １ ： ８０００ ） 标记单克隆抗体作为检测

抗体 ， ５０＾１／孔 ， ３ ７
°

Ｃ 孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 洗板 ５ 次后拍干 ； 加入 ５ 〇ｎｌ／？Ｌ的不同稀释度

ＨＲＰ 标记的链霉亲和素 （ １ ： １ ０００ 、 １ ：２０００ ） ， ３ ７
°

Ｃ 孵育 ３ ０ｍｉｎ ， 洗板 １ ０ 次后拍

干 ； 加入 ＴＭＢ 室温下避光孵育 ｌ Ｏｍｉｎ 显色 ， ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４终止反应 ， 酶标仪测定

Ａ４５０值 。

２ ．２ ．２ 双抗体夹心抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 检测培养上清的灵敏度评价

将烟 曲霉培养上清从 １ ： １ ０ 开始倍 比稀释若千梯度 ， 用优化确立的 ＥＬＩＳＡ

体系实验条件进行检测 ， 确定该体系检测烟 曲霉培养上清的灵敏度 ， 样品均 以

４ １
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３ 个复孔检测 。 以检测值大于阴性对照检测值的 ２ ． １ 倍时的烟 曲霉培养上清最高

稀释度作为该体系检测 的灵敏度 ， 与商 品化 ＧＭ 试剂盒 （ Ｂ ｉｏ－

ｒａｄ
，
Ｐ ｌａｔｅｌ ｉａＴＭ

Ａｓｐｅｒｇｉ ｌ ｌｕｓＥＩＡ ） 进行比较 。

商 品化ＧＭ试剂盒 （ Ｂ ｉｏ－

ｒａｄ
，
Ｐｌａｔｅｌ ｉａＴＭ Ａｓｐｅｒｇｉｌ ｌｕｓＥＩＡ ） 检测培养上清 ，

按照试剂盒说明书进行 ， 步骤简述如下 ： 样本处理 ： ３ ０００ 稀释后 的培养上清 ／

阴性对照 Ｒ３ ／临界值样品 Ｒ４／阳性对照 Ｒ５＋ １ ００Ｐ １ 样本处理液 Ｒ７（ＥＤＴＡ 溶液 ） ，

金属 １ ００
°

Ｃ 加热 ６ｍｉｎ
；１ ００００ｇ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 取上清检测 ； 加样 ： 先在板条

（ １１１ ） 内加入 ５〇 １１ １ ／孔 １１６ ， 再加入 ５〇 １
１ １ ／孔处理后的上清 ， ３７

°

（： 水浴 ９〇１＾
；

用工作浓度的洗液洗板 ５ 遍 ， 拍干 ； 加入 ２００ｕ ｌ ／？Ｌ ＴＭＢ 显色液 （Ｒ９ ） 显色 ，

室温避光酵育 ， 最长不超过 ３ ０ｍｉｎ ； 加入 ｌＯＯ ｕ ｌ／孔终止液 （Ｒ１ ０ ） ，３０ｍｉｎ 内读

Ａ４５０值 。

２ ．２ ．３双抗体夹心抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 特异度评价

用最后优化确立的体系检测 １ ： １ ００ 稀释的烟 曲霉 、 黄 曲霉 、 土 曲霉 、 黑 曲

霉 、 构巢 曲霉 、 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 马尔尼菲篮状菌 、 桔青霉 、 特异青霉

培养 ４ｄ 的真菌上清 ， 以稀释液为阴性对照 ， 以分析本体系对不同真菌培养上清

中分泌抗原的特异性 。

３ ． 实验结果

３ ． １ 捕获抗体和检测抗体之间的最佳配对

根据 １ ５ 株抗烟 曲霉小 鼠单克隆抗体的 ＥＬＩＳＡ 、 ＩＦＡ 和 ＷＢ 鉴定结果 ， 以及

部分抗体的表位鉴定结果 ， 将识别不 同抗原表位的单克隆抗体之间互相配对 ，

筛选最佳配对组合 。 共筛选 １ ４４ 对组合 （表 ２－

１ ） ， 结果显示 ， 捕获抗体为 Ｆ １

和 Ｆ２ 、 Ｆ６ 、 Ｆ８ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ５ 、 ９Ｄ４７Ａ １ 两两配对为捕获抗体 ， 检测抗体为

Ｆ Ｉ 时 ， 对检测烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 ２４ｈ培养上清和 ４ｄ 培养上清 以及烟 曲霉 ＨＫ

菌株 ２４ｈ培养上清和 ４ｄ培养上清的敏感性较高 ， 多次实验比对之后 ， 初步选择

了８ 组配对进行进
一

步筛选 （ 图 ２－

１ ） ， 结果发现 ， 当捕获抗体为 Ｆ １ ， 检测抗体

为 ｂ ｉｎｔｉｎ－Ｆ ｌ 时 ， 检测烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株和 ＨＫ 菌株培养 ２４ｈ 和 ４ｄ 的培养上清

效果最佳 ， 且优于先前实验室建立的 ９Ｄ４７Ａ １ ／７Ｅ １ １Ａ １
－ＨＲＰ 体系 。

４２




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

表 ２－ １ 不同混合单克隆抗体与检测抗体 ＥＬ ＩＳＡＡ４５０ 值

Ｔａｂ ｌ ｅ ． ２－

１Ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍ ｉｘｅｄ ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌ ａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｔｉｂｏｄ ｉｅｓＥＬ ＩＳＡＡ４５０ｖａｌｕｅ ．

捕获抗体稀释液ＡＴＣＣ２４ｈ 培养ＡＴＣＣ４ｄ 培 养ＨＫ２４ｈ 培养上ＨＫ４ｄ 培 养 上

抗体Ａ４５０上清 （ Ａ４ ５０ ）上清 （ Ａ４５０ ）清 （ Ａ４５ ０ ）清 （ Ａ４５０ ）

ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ ｒ： ｉ ｏＨＩｏｏ ｉ ＴＴｏＨＴｏｏＨＴｏＨＴｏｏＨＩｏ ｉＴＴｏｏ

̄

￣

ＴｌＦＩ０．２４８Ｚ３３２．２１１２３ ７８

￣

２．２２１２３４１

￣

２Ｊ６８２． １１９

￣

１ ． ９０３

̄

Ｆ８ ０ ．０６６０ ． ０７９０ ．０７８０ ． １ ０５０ ． ０７５０ ． ０６ １０ ． ０６２０ ． ０６７０ ． ０４５

Ｆ １ ０ ０ ． ０ ７０ ． ０９４０ ．０６６０ ． １ ０２０ ． ０８ ７０ ． ０８８０ ． ０６７０ ． ０７８０ ． ０８５

Ｆ １ ３０ ．０８９０ ． ０７ ５０ ．０７７０ ． ０８４０ ． ０７０ ． ０６７０ ． ０６８０ ．０７３０ ． ０７３

Ｆ１＋Ｆ２ＦＩ０．３３８２． １６８２． ０１３２．２２３２． ０８１２． １３５２． ０６８２． ０１ ７１ ． ８８３

Ｆ８ ０ ．０６８０ ． １ ７２０ ． １ ５２０ ． １ ０３０ ． １ ０４０ ． ０８９０ ． ０７３０ ．０８ １０ ． １ ０９

Ｆ １ ０ ０ ．０７３０ ． １ ０ １０ ． １ １ ８０ ． １ ０７０ ． １ １ ２０ ． ０７０ ． ０６７０ ．０７８０ ． ０８ １

Ｆ １ ３ ０ ．０８９０ ． ０７ ５０ ．０７ ７０ ． ０８４０ ． ０７０ ． ０６７０ ． ０６８０ ．０７３０ ．０７３

Ｆ１＋Ｆ６ＦＩ０３２Ｌ ９６１１ ． ８９６１ ． ９ ７Ｌ ８ ７ １ ． ９８６Ｌ ９ＳＬ８３２１ ． ７３４

Ｆ８ ０ ．０７ １０ ． １ ４３０ ． １ ６２０ ． １ ８ ７０ ． １ ３０ ． ０５７０ ． ０６５０ ． ０９８０ ． ０９２

Ｆ １ ０ ０ ． ０６６０ ． １ １ １０ ． ０９８０ ． １ ２ ８０ ． ０８０ ． ０６６０ ． ０６０ ． ０８ １０ ． ０６７

Ｆ １ ３０ ． ０８０ ． ０７４０ ． ０７９０ ． １ ３ ２０ ． ０８ １０ ． ０７４０ ， ０８７０ ． １ ０５０ ． ０８３

Ｆ７＋Ｆ？ＦＩ０．２２８Ｌ ８９ ７１ ． ８２３Ｌ８２６１ ． ７７２１ ． ８６５Ｌ ７１８Ｌ ７４６Ｌ ６２９

Ｆ８ ０ ． ０７６ １ ． １ ５９０ ． ２４８ １ ． ３６４０ ． １ ７ ５０ ． ０６９０ ． ０７ １ ． ２４ ８０ ． ５ ７ １

Ｆ １ ０ ０ ． ０７ ５ １ ． ０ １ ６０ ． １ ２５ １ ． １ ２ ５０ ． １ ２ ８０ ． ０７ １０ ． ０７９ １ ． １ ２７０ ． １ ５７

Ｆ １ ３ ０ ． ０７３０ ． ０７２０ ． ０７２０ ． ０９５０ ．０７５０ ． ０６６０ ． ０６６０ ． １ ０３０ ． ０７ ８

Ｆ１＋Ｆ９ＦＩ０．２３８Ｌ ９ ７８１ ． ８８６Ｌ＆４５Ｌ ７９１ ． ８ ７６Ｌ８５１１ ． ９２３１ ． ６ ７

Ｆ８ ０ ． ０７８０ ． １ ８ ５０ ． ２４４０ ． １ ７ １０ ． １ ３ ３０ ． ０ ７０ ． ０７４０ ． ０９０ ． ０８５

Ｆ １ ０ ０ ． ０６７０ ． １２０ ． １ ２２０ ． １ ２９０ ．０７ ８０ ．０８０ ． ０７９０ ． １ ０４０ ． ０８４

Ｆ １ ３ ０ ． ０７ ８０ ． ０８３０ ． ０７ ８０ ． １ ２４０ ．０７６０ ． ０ ７０ ． ０６６０ ． ０９６０ ．０８４

Ｆ１＋Ｆ１２ＦＩ０．２６６Ｌ ９３２Ｌ ７３２Ｌ ９０８１ ． ８２Ｌ ８８１Ｌ８５４Ｌ ６Ｌ ７０Ｓ

Ｆ８ ０ ． ０６ １０ ． １ ６ ５０ ． ２４０ ． １ １ ５０ ． ０９７０ ．０６２０ ． ０６ ５０ ．０９６０ ． ０ ７６

Ｆ １ ０ ０ ． ０６ １０ ． ０ ７８０ ．０８ １０ ． ０８９０ ． ０６６０ ． ０５９０ ． ０５６０ ． ０６６０ ．０６３

Ｆ Ｉ ３ ０ ． ０６９０ ． ０６７０ ． ０６７０ ． ０７６０ ． ０７６０ ． ０５ ７０ ． ０５９０ ． ０７４０ ．０６７

Ｆ７＋ＦＩ５ＦＩ０．３１ ６Ｚ １Ｓ８１ ． ９０２Ｌ ９４Ｓ１ ． ９４１１ ． ９２９Ｌ Ｓ４６Ｌ８１ ．８３４

Ｆ８ ０ ． ０７０ ． １ ７０ ． １ ７３０ ． １ ４６０ ． １ ５４０ ． ０ ７２０ ． ０７０ ． ０８６０ ．０８ １

Ｆ １ ０ ０ ． ０７ ８０ ． ０９９０ ． ０９５０ ． ０７ ８０ ． ０７ １０ ．０６４０ ． ０５ ８０ ．０９２０ ．０６５

Ｆ １ ３ ０ ． ０７４０ ． ０７６０ ． ０７７０ ． ０７４０ ． ０６５０ ．０６０ ． ０６ １０ ． ０６９０ ．０７６

Ｆ１＋９Ｄ４ ７Ａ １ＦＩ０． ２８９１ ． ９８２１ ． ７９ ７１ ． ７９Ｌ ７３１ ． ７７２Ｌ ７０２Ｌ ６３９１． ６６５

Ｆ８ ０ ． ０７８０ ． １ ５０ ． １ ８０ ． １ ８０ ． １ ２０ ． ０６ ８０ ． ０５９０ ． ０９４０ ．０ ７６

Ｆ １ ０ ０ ． ０６３０ ． ０９８０ ． ０９９０ ． ０９６０ ． ０６９０ ． ０６２０ ． ０６５０ ． ０８３０ ． ０６ １

Ｆ Ｉ ３ ０ ． ０７０ ． ０６６０ ． ０７０ ． ０７０ ．０６０ ． ０５９０ ． ０６０ ． ０９４０ ． ０ ７６

Ｆ２ Ｆ Ｉ ０ ． ０６６０ ． ０５９０ ．０６３０ ． １ ６４０ ． ０６５０ ． ０６３０ ． ０６３０ ．０７９０ ．０６３

４３





第 二部分 烟 曲 霉抗原捕获 ＥＬ  Ｉ ＳＡ 的建立与 优化


Ｆ８００６ １０ ０６

￣￣

０ ． ０６９０ ． ０ ７７

￣￣

００５ ８００５ ５

￣

００５３００５８

￣

００５５

̄

Ｆ １ ００ ．０５ ７０ ． ０６５０ ． ０６０ ． １ ０８０ ．０６７０ ．０６９０ ． ０５ １０ ． １０ ． ０６２

Ｆ １ ３０ ． ０７６０ ．０６２０ ． ０６ １０ ． １ ４ ７０ ．０７ １０ ．０７４０ ．０６０ ．０８７０ ．０６ １

Ｆ２＋Ｆ６Ｆ １０ ． ０６４０ ． ０８６０ ． ０６７０ ．６４３０ ． ０７６０ ． ０７５０ ． ０６６０ ． １ ２０ ． ０７２

Ｆ８０ ． ０６２０ ． ０７７０ ． ０８３０ ． １ ３ ２０ ．０６ ３０ ． ０５ ５０ ． ０５３０ ． ０６５０ ． ０６３

Ｆ １ ００ ． ０５ ８０ ．０６４０ ． ０６ １０ ． １ ２３０ ． ０６４０ ．０６８０ ． ０５０ ． １ １０ ．０６ １

Ｆ １ ３０ ． ０７６０ ． ０６０ ． ０６ １０ ． １ ５６０ ． ０７５０ ． ０７２０ ． ０６９０ ． ０８ ５０ ． ０８ １

Ｆ２＋Ｆ８Ｆ １０ ．０８４ １ ． ４０ １ １ ． ００９ １ ． ３６０ ． ８２３０ ． ０８４０ ． ０８４ １ ． ２４０ ． ９２６

Ｆ８０ ． １ １ ． ３ ７３０ ． ２ １ ５ １ ． ８０４０ ． ３ ７０ ．０７６０ ． ０７３ １ ． ５０５０ ． ４５ １

Ｆ １ ００ ． ０８２０ ． ２５９０ ． １ ３４０ ． ４９ １０ ， １ ７０ ． ０９７０ ．０９４ １ ．０４ ８０ ．２０９

Ｆ １ ３０ ． ０７５０ ． ０８ ５０ ． １ ０２０ ． １ ２４０ ． ０６９０ ． ０６８０ ． ０６６０ ． ０７２０ ． ０７５

Ｆ２＋Ｆ９Ｆ １０ ． ０５ ７０ ． ０６７０ ． ０６０ ． ５９６０ ． ０７５０ ． ０８４０ ． ０６５０ ． １ ７ １０ ． ０７８

Ｆ８０ ．０６３０ ． ０７６０ ． ０８０ ． １ ２６０ ． ０７ １０ ． ０６４０ ． ０５６０ ． ０６３０ ．０６４

Ｆ １ ００ ． ０６６０ ． ０７０ ． ０６７０ ． １ ０８０ ． ０６５０ ． ０６６０ ． ０６５０ ．０６９０ ．０６８

Ｆ １ ３０ ． ０６４０ ． ０７ １０ ． ０６ ５０ ．
１ ０６０ ． ０７２０ ． ０６８０ ． ０６９０ ． ０７０ ．０６８

Ｆ２＋Ｆ １ ２Ｆ １０ ． ０５ １０ ． ０５４０ ．０５ ５０ ．２７４０ ． ０５９０ ． ０５７０ ． ０５ ３０ ．０６９０ ．０５４

Ｆ８０ ． ０５２０ ． ０６ ７０ ． ０５４０ ． ０７３０ ． ０５９０ ． ０５ １０ ． ０４６０ ． ０５７０ ．０５ １

Ｆ １ ００ ． ０５４０ ． ０５９０ ． ０５９０ ． ０６ １０ ，０５ ５０ ． ０５６０ ． ０５８０ ． ０７５０ ． ０５ ８

Ｆ １ ３０ ． ０５７０ ． ０５９０ ． ０６３０ ． ０７０ ．０６９０ ． ０６７０ ． ０５８０ ． ０６０ ．０５３

Ｆ２＋Ｆ １ ５Ｆ １０ ．０４９０ ． ０４９０ ． ０５２０ ． １ ７７０ ． ０５０ ． ０５２０ ． ０５５０ ． ０６２０ ．０４５

Ｆ８０ ． ０５ １０ ． ０５３０ ． ０５２０ ．０５８０ ． ０５ １０ ． ０５ １０ ．０４８０ ． ０５９０ ．０５３

Ｆ １ ００ ． ０５４０ ． ０７ １０ ． ０６４０ ．０６４０ ． ０５２０ ． ０６５０ ． ０５０ ． ０６９０ ． ０６

Ｆ １ ３０ ．０５６０ ． ０６ １０ ． ０６ １０ ．０８０ ． ０６３０ ． ０５６０ ． ０５５０ ． ０５５０ ． ０５３

Ｆ２＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０４７０ ． ０５５０ ．０５３０ ． １ ９６０ ． ０５ １０ ． ０７８０ ．０５０ ． １ １０ ． ０５９

Ｆ８０ ． ０４９０ ． ０６６０ ．０６２０ ． ０５ １０ ． ０５０ ． ０４５０ ． ０４５０ ． ０７５０ ． ０５４

Ｆ １ ００ ． ０５３０ ． ０６２０ ． ０５６０ ． ０６４０ ． ０５８０ ． ０５２０ ． ０５ ３０ ． ０５５０ ． ０５３

Ｆ １ ３０ ． ０６５０ ．０７０ ．０７８０ ． ０９７０ ． ０７２０ ． ０６８０ ． ０６４０ ． ０６０ ．０５ ３

Ｆ６ Ｆ １０ ． １ １ ２０ ． １ ２２０ ． １ ０９０ ．２３７０ ． １ ０８０ ． １ ０９０ ． １ ０６０ ． １ ９ ７０ ． １ １ ８

Ｆ８０ ． ０７２０ ． １ １ ２０ ．０ ７３０ ． １ ３２０ ． ０８ ５０ ．０８０ ． ０８５０ ． １ ２ １０ ． ０ ８３

Ｆ １ ００ ． ０８８０ ．２７ １０ ． １ ２ １０ ， ８ １ ２０ ． １ ０２０ ． ０８０ ． ０６９０ ．４３９０ ． １ ２５

Ｆ １ ３０ ． ０７ １０ ，０８２０ ．０８０ ． １ ３ ２０ ． ０８２０ ． ０７４０ ． ０７ １０ ．０６６０ ． ０６５

Ｆ６＋Ｆ８ Ｆ １０ ． ０７ １ ． １ １ ２０ ． ７８４０ ．９９７０ ． ７８４０ ． ０９０ ． ０７７ １ ． ０２５０ ． ５ ６８

Ｆ８０ ． ０７４０ ． ８ １ ９０ ． １ ６４ １ ． ２８３０ ．２５０ ． ０７２０ ． ０６７０ ． ８９６０ ．２８３

Ｆ １ ００ ． １０ ． ２４ １０ ． １ １ ３０ ． ７２ １０ ． １ １ ６０ ．０８９０ ． ０８９０ ． ３３ ９０ ． １ ２９

Ｆ １ ３０ ．０７４０ ．０８ １０ ． ０８９０ ． １ ２８０ ． ０８２０ ．０７５０ ．０７ １０ ． ０６６０ ． ０６５

Ｆ６＋Ｆ９Ｆ １０ ．０６２０ ． ０７４０ ．０６７０ ． ５８９０ ． ０８４０ ． ０９５０ ． ０７０ ． １ ８５０ ．０８６

Ｆ８０ ．０６ １０ ．０７ １０ ． ０６６０ ． １２ ７０ ． ０６８０ ．０６４０ ．０６ １０ ． ０７６０ ． ０６８

Ｆ １ ００ ． ０７ １０ ． ０７６０ ， ０７４０ ． １ ３ ３０ ． ０７ １０ ． ０６４０ ．０６７０ ． ０７９０ ． ０７ １

Ｆ １ ３０ ． ０７０ ． ０８６０ ． ０８８０ ． １ ２０ ． ０８ １０ ．０６３０ ． ０６７０ ． ０７２０ ． ０７

Ｆ６＋Ｆ １ ２Ｆ １０ ． ０６４０ ． ０８ ８０ ． ０７５０ ． ３ ９０ ． ０９９０ ． ０８３０ ． ０６９０ ． １ ９５０ ． １ ０８

４４




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

Ｆ８０ ０６３〇Ｍ ０ ．０６７０ ． １ ２８

￣

０ ０６５０ ： ０６４

￣

０ ． ０６３ 〇ＴＴｉ０ ． ０７７

￣̄

Ｆ １ ０ ０ ． ．０７４０ ．０８９０ ． ０７８０ ． １ ４２０ ． ０７９０ ． ０７０ ． ０７０ ． １ ５８０ ． ０９３

Ｆ １ ３ ０ ．０６ ５０ ．０６８０ ．０６７０ ． １ ０８０ ． ０６９０ ． ０８ ２０ ． ０７２０ ． １ ３ ９０ ． ０６８

Ｆ６＋Ｆ １ ５Ｆ １０ ． ０７３０ ． １ ２６０ ． ０８ ８０ ． ５ ５４０ ． ０９２０ ． ０７８０ ． ０７０ ． １ ９０ ． １ １ １

Ｆ８ ０ ． ０６ １０ ． １ ２２０ ．０８６０ ． １ ２０ ． ０６８０ ． ０７０ ． ０６６０ ． １ ３ ５０ ． ０７５

Ｆ １ ００ ． ０６８０ ． ０８ ８０ ． ０７５０ ． １ ３ ３０ ． ０７３０ ． ０８０ ． ０７６０ ． １ ６０ ． ０９６

Ｆ １ ３０ ． ０６３０ ． ０７３０ ．０６７０ ． １ ０９０ ． ０６３０ ． ０６ ７０ ． ０６３０ ． ０９５０ ． ０７７

Ｆ６＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０７ １０ ． １ ６８０ ． ０９０ ． ５６４０ ． １ ０２０ ． ０９８０ ． ０６８０ ．２ １ ３０ ． １ ０２

Ｆ８ ０ ． ０６ ８０ ． ０９２０ ． １ ０４０ ． １ ３ １０ ． ０８０ ． ０５６０ ． ０６５０ ． １ ４８０ ． ０ ８ ５

Ｆ １ ００ ． ０７ １０ ． ０９２０ ．０８４０ ． １ １ ８０ ． ０７５０ ． ０７３０ ． ０６９０ ． １ ５ ５０ ． １ ０５

Ｆ １ ３０ ． ０６６０ ． １ ０５０ ．０７０ ． １ ０６０ ． ０６５０ ． ０７２０ ． ０６４０ ． ０７４０ ．０ ７６

Ｆ８ Ｆ １ ０ ． １ ２８ １ ． ０７４０ ． ６５２０ ． ９６７０ ． ６７３０ ． １ １ ９０ ． １ ２３０ ． ８９４０ ． ４９６

Ｆ８ ０ ． ０８６ １ ． １ ０３０ ． １ ５２ １ ． ０９９０ ． ２３４０ ． １ ０５０ ．０９ １ １ ． ０６６０ ． １ ７８

Ｆ １ ００ ． １ ３ ３０ ． ５４８０ ． １ ３ ６０ ． ６４７０ ． １ ４４０ ． １ ０４０ ． １ ４０ ． ７０３０ ． ２２２

Ｆ １ ３ ０ ． ０６４０ ． １ １ ４０ ．０７２０ ． １ １ ２０ ． ０６６０ ． ０６５０ ． ０６０ ． ０９４０ ．０７３

Ｆ８＋Ｆ９Ｆ １ ０ ． ０８ ５ １ ．２ １ ８０ ．９４７ １ ． ２８ ８０ ． ９５ １０ ． １ １０ ． ０８ ３ １ ． ０９２０ ． ６８６

Ｆ８ ０ ． ０７６０ ． ８６０ ． １ ９６ １ ． ０８６０ ． ２０７０ ． １ ０ ７０ ． ０７８ １ ． ２０４０ ． ２９９

Ｆ １ ００ ． １ ３ ３０ ． ５４８０ ． １ ３６０ ． ６４７０ ． １ ４４０ ． １ ０４０ ． １ ４０ ． ７０３０ ． ２２２

Ｆ １ ３０ ． ０６４０ ． １ １ ４０ ． ０７２０ ． １ １ ２０ ． ０６６０ ． ０６ ５０ ． ０６０ ． ０９４０ ． ０７３

Ｆ８＋Ｆ １ ２Ｆ １ ０ ． ０７７ １ ． １ ３５０ ． ８３ ７ １ ． １ ９６０ ． ８５２０ ． ０８ ８０ ． ０８ １ ， ０４２０ ． ７４ １

Ｆ８ ０ ． １ ０ ８０ ． ８ １０ ． １ ７７ １ ． ０４５０ ． １ ９８０ ． ０７ ６０ ． ０７ １ ． ３ ５ ７０ ．３０８

Ｆ １ ０ ０ ． １ １ ３０ ． ６７４０ ． １ １ ９０ ． ７７５０ ． １ ５９０ ． ０９５０ ． ０７３０ ．９４３０ ． １ ８５

Ｆ １ ３ ０ ． ０７ １０ ． ０７３０ ． ０５９０ ． ０６４０ ． ０５４０ ． ０５ ６０ ． ０６９０ ．０８０ ． ０７ １

Ｆ８＋Ｆ １ ５Ｆ １ ０ ． ０ ７５ １ ． １ １ １０ ． ８０７ １ ． １ ９ １０ ． ８２２０ ．０７８０ ． ０ ７ １ ． １ ０６０ ． ７４５

Ｆ８ ０ ．２ １ ４０ ． ５４２０ ． １ ６７０ ．７０５０ ． １ ７８０ ．０７９０ ． １ ０ １ １ ． ００４０ ．３ ２

Ｆ １ ００ ． １ ３ ６０ ． ３ ５ ８０ ． １ １ ７０ ． ７２８０ ． １ ４ １０ ． ０９５０ ． ０８０ ． ８７４０ ． １ ６６

Ｆ １ ３０ ． ０５８０ ． ０７８０ ．０６９０ ．０８７０ ． ０５ ５０ ．０５ ６０ ． ０５６０ ．０７６０ ．０６９

Ｆ８＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １ ０ ． ０７４ １ ． ００３０ ． ８３ ８１ ． ０５０ ． ８ １ ４０ ．０９４０ ． ０７６０ ．９４５０ ． ７５５

Ｆ８ ０ ． ０６６０ ． ８６９０ ． １ ７２ １ ． ２２２０ ． ２０ ３０ ． ０６９０ ． ０７９ １ ．２３ ５０３０４

Ｆ １ ００ ． １ ６３０ ． ７５９０ ．２３４０ ． ９８２０ ． １ ６３０ ． ０８ ５０ ． ０８２０ ．９６３０ ． １ ７６

Ｆ １ ３０ ． ０７２０ ． １ ２４０ ． ０６４０ ． ０８６０ ． ０７３０ ． ０９６０ ．０６ １０ ．０７６０ ． ０６６

Ｆ９ Ｆ １ ０ ． １ ０９０ ． ０８ ５０ ． ０８ １０ ．４３ ３０ ． １ ０ ３０ ．０９８０ ． ０９５０ ． １ ３ ８０ ． １ １ ２

Ｆ８ ０ ． ０７６０ ． ０９２０ ． ０８７０ ． １ ４６０ ． ０８９０ ．０７ １０ ． ０ ７６０ ． ０７３０ ． ０８ １

Ｆ １ ０ ０ ．０６７０ ． ０６５０ ． ０６８０ ． １ ２７０ ． ０７ ７０ ．０６ ７０ ． ０５ ８０ ． ０６７０ ． ０７ １

Ｆ １ ３ ０ ． ０５７０ ． ０６７０ ．０６９０ ． ０９４０ ． ０６０ ．０５４０ ． ０５７０ ． ０７４０ ． ０６９

Ｆ９＋Ｆ １ ２Ｆ １ ０ ． ０５２０ ． ０７５０ ． ０７０ ． ５０ １０ ． ０７９０ ． ０８０ ． ０５８０ ． １ ５ ５０ ． ０７８

Ｆ８ ０ ． ０５ ７０ ． ０６２０ ．０５ ８０ ．０９９０ ． ０４５０ ． ０５ ８０ ． ０７ １０ ． ０７７０ ．０５６

Ｆ １ ００ ． ０７３０ ．０６ １０ ． １ １ ６０ ． １ １ ７０ ． ０７ ２０ ． ０６４０ ． ０７２０ ． ０６７０ ，０７４

Ｆ １ ３０ ． ０５ ７０ ． ０６７０ ．０６９０ ． ０９４０ ． ０６０ ． ０５４０ ． ０５ ７０ ． ０ ７４０ ． ０６９

Ｆ９＋Ｆ １ ５Ｆ １ ０ ． ０５４０ ． １ １ ４０ ． ０７８０ ． ５７３０ ． ０９８０ ． ０９４０ ． ０６４０ ． １ ８４０ ．０８

４５





第二部分 烟 曲霉抗原捕获 ＥＬ Ｉ ＳＡ 的 建立与优化


Ｆ８０ ． ０５９００７３

￣

０：０７９〇２０ ．０５４０＾５６

￣

０ ． ０８ ７０ ． ０９５

￣

０Ｍ５

̄

Ｆ １ ００ ． ０７９０ ． ０７７０ ． ０７２０ ． １ ２４０ ． ０８ ５０ ． １ ０ １０ ． １ ０２０ ． ０８７０ ．０６８

Ｆ １ ３０ ． ０７ １０ ． ０８９０ ． ０７３０ ． １ ０８０ ．０６０ ＿ ０６ １０ ．０７７０ ．０８２０ ． ０６８

Ｆ９＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０５５０ ． ０９４０ ． ０７３０ ．４８０ ．０６９０ ． １ ２５０ ． ０６ ７０ ． １ ９９０ ． １ １ ２

Ｆ８０ ． ０６０ ． ０６０ ． ０７４０ ． １ １０ ．０５ ８０ ．０５ ７０ ．０５９０ ． ０６７０ ． ０８７

Ｆ １ ００ ． ０９４０ ． １ ４３０ ．０９２０ ． １ ０５０ ．０７ ７０ ．０８２０ ．０８４０ ．０８４０ ． １ １ ５

Ｆ １ ３０ ． ０５ １０ ． ０５ １０ ． ０４９０ ．０９４０ ．０４９０ ．０５ ５０ ．０５ ５０ ．０５７０ ． ０５２

Ｆ １ ２ Ｆ １０ ． ０７４０ ． ０５６０ ． ０５６０ ． １ ７６０ ． ０６７０ ． ０８７０ ． ０６３０ ，０９ １０ ． ０５８

Ｆ８０ ． ０５２０ ．０６ １０ ． ０７４０ ． ０５ ５０ ．０６ １０ ． ０６ １０ ．０５６０ ． ０５６０ ． ０４９

Ｆ Ｉ ００ ． ０６０ ． ０９５０ ． ０６０ ． ７８０ ． ０７４０ ．０７ １０ ．０６５０ ． ０６８０ ． ０６６

Ｆ １ ３０ ， ０５９０ ． ０６７０ ．０６ １０ ． ０ ７０ ． ０６２０ ．０７８０ ．０６０ ．０６８０ ． ０６ １

Ｆ １ ２＋Ｆ １ ５Ｆ １ ０ ． ０４６０ ． ０５３０ ． ０４８０ ． １ ４９０ ．０５０ ．０５２０ ．０５２０ ．０７３０ ．０５６

Ｆ８０ ． ０４９０ ． ０５０ ． ０５０ ． ０５０ ． ０８６０ ．０４９０ ．０４９０ ．０５ ３０ ．０５ １

Ｆ １ ００ ． ０７２０ ． ０７ １０ ．０８０ ．０７６０ ． ０９５０ ．０６５０ ．０６４０ ．０６６０ ． ０７４

Ｆ １ ３０ ．０５２０ ．０４７０ ，０４４０ ．０４７０ ．０４９０ ．０５２０ ．０４６０ ．０５０ ． ０５３

Ｆ １ ２＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０５２０ ． ０５９０ ． ０５２０ ． １ ７８０ ． ０５４０ ． ０６５０ ．０５４０ ． １ １ １０ ． ０６７

Ｆ８０ ， ０５６０ ． ０５ ３０ ． ０４７０ ． ０５ １０ ．０４ ７０ ． ０５０ ．０４６０ ．０５ ５０ ．０５

Ｆ １ ００ ． ０７４０ ． ０８４０ ． ０７７０ ． ０７５０ ． ０７３０ ．０６４０ ．０６２０ ．０６９０ ． ０６７

Ｆ １ ３０ ． ０４８０ ． ０５２０ ． ０５４０ ． ０５９０ ． ０５６０ ．０５２０ ．０４８０ ．０４７０ ． ０５ １

Ｆ １ ５ Ｆ １０ ． ０６０ ． ０６３０ ．０６０ ． ３５５０ ． ０７ １０ ．０５６０ ．０５４０ ． ０７０ ．０５６

Ｆ８０ ． ０５２０ ． ０５２０ ． ０５４０ ． ０６ １０ ． ０５０ ．０５０ ．０４９０ ．０５４０ ． ０５

Ｆ １ ００ ． ０７７０ ． ０７９０ ． ０６ ７０ ． ０６６０ ． ０６ １０ ． ０５９０ ＊ ０５６０ ．０６７０ ． ０６２

Ｆ Ｉ ３０ ． ０６８０ ． ０７７０ ． ０ ７ １０ ． ０７３０ ． ０６９０ ． ０８２０ ． ０６ １０ ．０６８０ ． ０５

Ｆ １ ５＋９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０４９０ ． ０５９０ ．０４８０ ． １ ３ ７０ ．０４９０ ． ０５４０ ．０５ １０ ． ０６９０ ．０５ ５

Ｆ８ ０ ． ０５ ３０ ．０６７０ ．０５ ８０ ． ０５３０ ．０４９０ ． ０５２０ ． ０５ １０ ．０６２０ ． ０５ １

Ｆ １ ００ ．０８ １０ ．０６６０ ．０６７０ ．０７ １０ ．０６６０ ．０６９０ ．０７９０ ．０７２０ ，０６８

Ｆ １ ３０ ． ０５４０ ． ０５０ ．０４ ７０ ． ０６６０ ．０５ ３０ ． ０５ ８０ ． ０５３０ ．０５ ３０ ． ０５ １

９Ｄ４７Ａ １Ｆ １０ ． ０７４０ ．０６ ８０ ．０５ ５０ ． ０７８０ ．０７６０ ． ０９０ ．０８３０ ． ０８４０ ． ０６７

Ｆ８０ ． ０７４０ ． ０６ ７０ ．０６０ ． ０７３０ ． ０６ １０ ． ０７８０ ．０６２０ ．０８９０ ． ０６ １

Ｆ １ ００ ． ０５４０ ． ０６ １０ ． ０５５０ ． ０５０ ．０４９０ ． ０５６０ ． ０５２０ ．０５２０ ． ０５

Ｆ １ ３０ ． ０７５０ ． ０６７０ ． ０６０ ． ０８８０ ．０５ ７０ ． ０５６０ ． ０６ １０ ．０８２０ ． ０７６

４６
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ａ 烟 曲霉 ＡＴＣＣ２ ４ ｈ培养上清 １ ： １ ０■ 烟 曲霉ＡＴＣＣ２ ４ｈ培养上淸 １ ： １ ０ ００

烟 曲霉ＡＴＣＣ４ ｄ培养上清 １ ： １ ０烟 曲霉 ＡＴＣＣ４ ｄ堉养上清 １ ： １ ０ ０ ０

■ 烟 曲霉 ＨＫ２ ４ ｈ培养上清 １ ： １ ０■ 烟 曲霉 ＨＫ２ ４ ｈ培养上清 １ ： １ ０ ０ ０

■ 烟 曲霉 ＨＫ４ ｄ培养上清 １ ： １ ０■ 烟 曲霉ＨＫ４ ｄ培养上清 １ ： １ ００ ０

图 ２
－

１ 不 同抗体的配对组合检测烟 曲霉培养上清

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２
－

１Ｐ ａ ｉ ｒｅｄｃｏｍ ｂ ｉ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｍ ｉ ｘ ｅ ｄＭＡ ｂａｎ ｄｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏｄ ｉ ｅ ｓ

３ ． ２ 双抗体夹心抗原捕获 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 的优化条件的确立

用 方阵滴定 试验确定双抗体夹心抗原捕获 ＥＬ Ｉ ＳＡ 中 包被抗休和检测抗体的

最佳浓度 ， 如 图 ２ －２ 和 图 ２ －

３ 所示 ， 当捕获抗体 Ｆ １ 的包被浓度 为 １ ０
ｐｇ／ｍ Ｌ ， 检

测抗体 ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ
－ Ｆ ｌ 的工 作浓度 为 １

：
１ ０００

， 以 及 链 霉亲和 素 －Ｈ Ｒ Ｐ 的 工作浓度为

１
：

１ ０００ 时 ， 检测 ４ 种烟 曲霉培养上清最佳 。

４ ７
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ＳＡ 的建立 与 优化


１ ． ８
－

｜

１ ． ６
－

１ ．４
－

１ ． ２
－

〇 １
－包被 丨的 Ｆ １

＾ ■ 包被 ５ Ｍ ｇ／ｍ ｌ

的 

Ｆ １

０ ８
＂

 ■ 包被 １ 〇 Ｍｇ ／ｍ啲 Ｆ １

■ 包被２０
（

ｊ ｇ ／ｍ ｌ的 

Ｆ １

□ 阴性对照

Ｉ：ｊｎ Ｉ Ｉ Ｉ

０
．

； ｒＪｎ■ 丨１ 丨

丨

丨

ｉ ｒｉｎ■ 丨 丨■ ［］

丨
ａ ｒＪｒｌ ｒｌｎ

 丨 ｜

１ ：
１ ０ ００ １

：
２００ ０ １ ：４００ ０ １ ： ８０ ００

ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－

Ｆ １稀释度

图 ２ －２ 比较 Ｆ Ｉ 不 同 包被浓度和 ｂ ｉ ｏ ｔｍ －Ｆ ｌ 不同稀释度检测烟 曲霉培养上清

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２
－２Ｃｏｍ ｐ ａｒｉ ｓｏｎｏ ｆ Ｆ Ｉｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｃ ｏ ａ ｔ ｉ ｎｇ

ｃｏｎｃ ｅｎ ｔｒ ａ ｔ ｉｏｎ ｓａｎ ｄｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ －Ｆ ｌｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ

ｄ ｉ ｌｕ ｔ ｉｏｎｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎｏ ｆ Ａ
，ｆｉｍｖｇａ ｔｕ ｓｃｕ ｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎ ａｔ ａｎ ｔ

１ ． ８ ｎ

ＩＩ

。 卜■■■包被 ｌ
Ｍ９ ／

ｍ ｌ的 Ｆ １

＾〇 ｇ
＿ＩＩＩ■ 包被 ５

Ｍｇ／
ｍ啲 Ｆ １

■■■■■ 包被 

１ 〇
Ｍ ｇ／

ｍ  丨的

〇 ．６

？

ＩＩＩ Ｉ■ 包被２０
Ｍ ｇ／

ｍ
啲 

Ｆ １

０４ 

－

丨丨 丨 丨 丨□ 阴性对照

〇
＿ ＿＿

）ｎ＿ｎ量＿＿

｜ ： ｎｌｎｌｎＭｎ
丨

１ ： １ ０００ １
： ２０ ００

链霉亲和素稀释度

图 ２ －３ 比较链霉亲和素 －ＨＲＰ 不同稀释度检测烟 曲霉培养上清
＿

Ｆ ｉ
ｇｕ ｒｅ２

－２Ｃｏｍ ｐ ａｒ
ｉ ｓ ｏｎｏ ｆ Ｓ ｔｒｅｐ ｔａｖ ｉ ｄ ｉｎ －ＨＲＰｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｄ ｉ ｌｕ ｔ ｉｏｎ ｓｆｏ ｒ ｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆＡ ．ｆｕｍ ｉｇａｔｕｓ

４ ８
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

ｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｓ ｕ ｐ ｅ
ｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔ

３ ．３ 双抗体夹心抗原捕获 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 灵敏度测定

３
． ３ ．

１Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－Ｆ ｌ 的 灵敏度检测

将培养 ２４ｈ 和 ４ｄ 的烟 曲 霉 ＡＴＣＣ 菌株和 ＨＫ 菌株培养上清从 １ ： １ ０ 开始梯

度稀释 ， 当检测 Ａ４ ５ ０ 值大于 阴性参照 的 ２ ．
１ 倍时 即确 定 为 阳性 。 结果 显 示 ，

Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ －Ｆ ｌ 体 系检测 ４ 种烟 曲 霉培养上清 的 灵敏度为 １
：
１ ００００？ １

：

１ ０００００ ， 且 ４

种培养上清灵敏度无明 显差异 （ 见图 ２ －４ ） 。

２ ． ５
－

１

ＡＴＣＣ２４ ｈ培养上清

２
－

 ｕ＋ＡＴＣＣ４ ｄ培养上清

Ｈ Ｋ ２４ ｈ培养上清

ｏ
１ ＇ ５

＇

 ｇ Ｈ Ｋ ４ｄ培养上清

＜．
＇— ｉ— 沙 氏培养基

：
＾ ￥Ｋ： ＾ ＾ ＾Ｘ

〇 Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

． ０^

〇
０
°

烟 曲 霉培养上清稀释度
Ｎ

图 ２ －４Ｆ ｌ ／ｂ １０ ｔｍ
－ Ｆ ｌ 体系检测 ２ 株烟 曲霉不 同培养时间 的培养上清的灵敏度检测

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ２
－４Ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ＾ ｉ ｔ＾ ｔ ｅ ｓ ｔｏ ｆ Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎ

－ Ｆ ｌｆｏｒ ｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉｎｇ
Ｔｗｏｓ ｔｒａ ｉｎ ｓｏ ｆ Ａ ．

ｆｕｍ ｉ＾ａ ｔｕｓｃ ｕ ｌ ｌｕｒｅ

ｓｕｐｅｒｎ ａ ｔａｎ ｔａｔ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｃｕ ｌ ｔ ｉｖａｔ ｉｏｎｔ ｉｍｅ ｓ

３ ． ３ ． ２ 伯乐 ＧＭ 试剂盒检测真菌培养上清的灵敏度

按照说 明 书使用 伯 乐 ＧＭ 试剂盒检测烟 曲霉 ＡＴＣＣ 培养 ２４ｈ 上清 ， 结果如

下 图所示 ， 检测灵敏度为 １
： １ ０００ －

１ ：
１ ００００ 之 间 ， 在培养上清稀释度为 １ ： １ ００ 时

的 Ａ４ ５ ０ 值可达 ４ ． ０ 以上 。

４９
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

４ ． ５

１

３：＼
ＧＭ试剂盒检测烟 曲霉ＡＴＣＣ２４ ｈ培养

３

一

 上清

〇２ ５
－

一沙 氏培养基

＜２
－

１ ５
＇

１
－


＾


０ ． ５
－



１



１



１



１

１ ： １ ００ １ ： １０００１ ： １００００１ ： １０００００

烟 曲 霉培养上清稀释度

图 ２
－

５ＧＭ 试剂盒 （
Ｂ ｉｏ

－

ｒａｄ
）
检测烟 曲霉培养上清的灵敏度

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ ２

－５Ｓ ｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ Ａ  ｉ ｔ
｝

－

〇 ｛ Ａ ．ｆｗｖ ｉｇａｔ ｉ ｉｓｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｓｕｐｅｒｎ ａｔ ａｎ ｔ ｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎ ｂ
＞
Ｐ ｌ ａｔｅ ｌ ｉ ａ

？

Ａ ｓｐｅｒｇｉ ｌｌｕｓＡｇ （
Ｂ ｉｏ －

ｒａｄ
）

３ ． ４ 双抗体夹心抗原捕获 ＥＬ ＩＳＡ 特异度测定

将烟 曲霉 ＡＴＣＣ 、 土 曲霉 、 黄 曲霉 、 黑 曲 霉 、 构巢 曲霉 、 马尔尼菲篮状菌 、

新型隐球菌 、 白念珠菌 、 桔青霉 、 特异青霉共 １ ０ 种真菌 ４ｄ 培养上清 １ ： １ ００ 稀

释 ， 当 检测 Ａ４５０ 值 大 于 阴 性参照 的 ２ ． １ 倍时 即 确 定 为 阳 性 。 结 果 显 示 ，

Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－Ｆ ｌ 体系 与特异青霉和黄 曲 霉 、 构巢 曲 霉有交叉反应 （ 见图 ２ －６ ） ， 而与

马 尔尼菲篮状菌 、 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 桔青霉 、 土 曲霉和 黑 曲 霉无交叉反

应 。

５ ０
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１ ． ４

Ｉ
〇０ ． ８

－■

〇Ｉ－

！
Ｉ

Ｉ

Ｉ
！
Ｉ

｜

Ｉ
｜ ｜ ，

Ｉ
，

Ｉ
｜

命’

图 ２
－ ６Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ

－ Ｆ ｌ 体系特异度测定

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２
－６Ｄｅ ｔ ｅｃ ｔ ｔｈ ｅｓ ｐ ｃ ｃ

ｉ ｆ ｉ ｃ ｉ ｈｏ ｆ  ｔ ｈ ｅｓ ａ ｎ ｄｗ ｉ ｃｈＥ Ｌ Ｉ ＳＡ ｃｓ ｔ ａｂ ｌ ｉ ｓ ｅｄｗ ｉ ｔｈＦ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ －Ｆ ｌ

■

４ ． 讨论

我们在第
一

部分的研究 中 已经得到 并验证 了 １ 组免疫学特性 良好 的抗烟 曲

霉小 鼠单克隆抗体 ， 根据前面对 １ ５ 株单克隆抗体的抗原结合及位分析 ， 选择 了

７ 株单克隆抗体 （ Ｆ Ｉ 、 Ｆ２ 、 Ｆ６ 、 Ｆ ８ 、 Ｆ９ 、 Ｆ １ ２ 、 Ｆ １ ５ ） 外加之 前实验室得到 的

９Ｄ４７Ａ １ 抗体 ， 共 ８ 株单克隆抗体进行相互配对 ， 使用 生物素标记效果较好的

ｂ ｉ ｏｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 、 ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ －Ｆ ８ 、 ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ －Ｆ １ ０和ｂ ｉ ｏｔ ｉｎ －Ｆ １ ３作为检测抗体 ， 共有１ ４４个组合 。

烟 曲 霉株与株之 间 有不 同分型 ， 菌株之间 可能有差异 ， 且第
一

部分抗体的免疫

学特性鉴定 中也发现 了抗体在与烟 曲 霉 ＡＴＣＣ 菌株和 ＨＫ 菌株全细胞裂解抗原

的反应有所不 同 ， 因此我们选择检测两株烟 曲霉菌株 （ ＡＴＣＣ 菌株和 ＨＫ 菌株 ）

的培养上清 ， 比较不 同 菌株在生长过程中抗原分泌 的差异 ； 同时收集培养 ２４ｈ

和 ４ｄ 的培养上清 ， 比较分析不 同培养时长下检测效果是否有不 同 ， 间接反应感

染过程 。

配对结果显示 ， 捕获抗体含有 Ｆ １ 的组合 ， 以生物素标记的 Ｆ １ 为检测抗体

时 ， 检测 ４ 种烟 曲 霉培养 ｉｌ清的灵敏度较高 ， 旦检测 ４ 种烟 曲 霉培养上清的效

５ １
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

果无 明显差异 ， 这提示我们选择的两株烟 曲霉在生长过程中分泌的抗原可能相

同 ， 其 中 以 Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 组合的检测灵敏度最高 。 在第
一

部分抗体的特异度检

测 中 ， 我们可 以看到 ， Ｆ １ 结合烟曲霉裂解抗原乙醇沉淀多糖和多种 曲霉裂解抗

原 ， 与伯乐 ＧＭ 试剂盒中 Ｒ６ 的结合谱系相近 ， 提示 Ｈ 可能与 Ｒ６ 的结合表位

相 同或部分相 同 ， 是作为检测抗体的较好选择 。 在对 １ ４４ 组抗体配对组合的筛

选中 ， 我们发现 Ｆ １ 既适合作为捕获抗体 ， 也适合作为检测抗体 ， 因此 ， 最后

我们选择 了 以 Ｆ １ 为捕获抗体 ， 以生物素标记的 Ｆ １ 为检测抗体的配对组合 。 再

通过方阵滴定试验对该组合进
一

步优化 ， 最终建立 了捕获抗体 Ｆ １ 包被浓度为

ｌ 〇Ｈｇ
／ｍ ｌ ， ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 和 ＨＲＰ －链霉亲和素的稀释比例均为 １

：
１ ０００ 的 ＥＬＩＳＡ 体系 ，

其检测 ４ 种烟 曲霉培养上清的灵敏度均为 １ ： １ ００００
？

１ ： １ ０００００ 。 而使用伯 乐 ＧＭ

试剂盒并按照说明 书的步骤检测烟 曲霉培养上清 ， 发现其检测烟 曲霉培养上清

的灵敏度只有 １ ： １ ０００
？

１ ： １ ００００ ， 劣于我们的 Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 体系 ， 不过 ＧＭ 试剂盒

已在临床得到广泛使用 ， 在侵袭性 曲霉病的诊断 中得到极大的认可 ， 我们新建

立的 ＥＬＩＳＡ提示是否真的优于伯乐 ＧＭ 试剂盒还需进
一

步在临床应用 中 的验证 。

另外 ， 在烟 曲霉培养上清稀释度为 １ ： １ ００ 时 ， ＧＭ 试剂盒检测培养上清的 Ａ４５０

值可达 ４ 以上 ， 而 Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 的 Ａ４５０ 值只有 ２ ． ２ １ １ ， 这可能与检测抗体标记

方式的选择有关 ， 这也提示 了我们下
一

步的改进方向 ， 可通过尝试其他方式如

不同标记物 、 不同检测体系等对体系进行进
一

步优化 。

针对该体系检测烟 曲霉 ＡＴＣＣ 菌株 、 土 曲霉 、 黄 曲 霉 、 黑 曲霉 、 构巢曲霉 、

马尔尼菲篮状菌 、 白念珠菌 、 新型隐球菌 、 桔青霉和特异青霉等真菌培养上清

的结果来看 ， Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏｔ ｉｎ－Ｆ ｌ 体系对烟 曲霉特异度较高 ， 与黄曲霉 、 构巢 曲霉有交

叉反应 ， 与特异青霉也有微弱的交叉反应 ， 而与 临床常见的 白念珠菌 、 新型隐

球菌等无交叉反应 ， 也与 ＧＭ 试剂盒常见交叉反应的真菌如马尔尼菲篮状菌和

青霉属真菌无明显交叉反应 ； 虽与特异青霉菌有轻微交叉 ， 但该菌 引 起的临床

感染罕见 ， 对假阳性结果 出现的影响较小 。 目 前临床上引 起侵袭性曲霉病的致

病菌以烟 曲 霉为主 ， 占 比 ９０％以上 ， 黄 曲霉也是相对常见 ， 故而特异度测定结

果提示我们新建立的 ＥＬ ＩＳＡ 体系可用于特异性检测 曲霉的感染 。 与实验室先前

５２
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９Ｄ４７Ａ １ ／７Ｅ １ １Ａ １
－ＨＲＰ 对 比 ， Ｆ ｌ ／ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 体系灵敏度提高 。 目 前文献报道 了不

同 曲霉之间 ＧＭ 水平是有差异的 ， 以烟 曲霉为主有
一

定优势 ， 因此 ， 我们建立

的体系很可能对侵袭性 曲霉病的早期诊断起到很大的作用 ， 并为下
一

步诊断试

剂盒的开发奠定基础 。

综上 ， 我们新建立的 Ｆ ｌ ／ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 双抗体夹心 ＥＬ ＩＳＡ 体系在灵敏度上对 比

９Ｄ４７Ａ １ ／７Ｅ １ １Ａ １
－ＨＲＰ 有提高 ， 且特异性较好 ， 以烟 曲霉为主 ， 有临床诊断侵

袭性 曲霉病 的可能 。 但 由于侵袭性 曲霉病诊断困难 ， 确诊标本难以收集 ， 后续

拟先用模拟血清验证 Ｆ ｌ ／ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 的检测性能和不同处理方案对检测效果的影

响 。
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第三部分 烟 曲 霉抗原捕获 ＥＬ Ｉ ＳＡ 临 床评价


第三部分 曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的初步临床评价

上
一

部分我们在制备了
一

组抗 曲霉属特异性单克隆抗体的基础上 ， 通过配

对和优化 ， 建立 了检测烟 曲霉分泌抗原的双抗体夹心抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 。 本部分

研究中 ， 通过与商 品化的同类产品对烟 曲霉培养上清中分泌抗原正常人血清 、

模拟血清和侵袭性 曲霉病患者临床血清样品检测 的 比较 ， 以及对其它类型侵袭

性真菌病的临床确诊血清样品的检测 ， 评价烟 曲霉分泌抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 在侵袭

性曲霉病早期诊断和鉴别诊断中 的作用 。

１ ？ 材料

１ ． １ 主要试剂和实验材料

Ｐ ｌａｔｅ ｌ ｉａ
？Ａｇ 曲霉抗原检测试剂盒均购于 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ 公司 ； 磷酸氢

二钠 、 磷酸二氢钠 、 碳酸钠 、 碳酸氢钠 、 氯化钠 、 Ｔｒｉｓ 等其它生化试剂均为进

口 分装或国产分析纯 。 各个规格离心管 、

一

次性塑料吸管等耗材均购于上海生

工生物有限公司 ； 各个规格的加样枪头购于生工生物工程有限公司及广州万莱

康生物科技有限公司 ；
９６孔聚苯乙烯微孔板购于厦门怡新美科技器材公司 ； 各

规格玻璃试管 、 玻璃漏斗 、 锥形瓶、 玻璃量筒 、 平皿等均源 自南方医科大学珠

江医院中心实验室 。

１ ．２ 主要仪器

台式离心机为德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司产品 ； 洗板机和酶标仪为 Ｂ ｉｏＴｅｋ 公司产品 ；

恒温水浴锅为英国 ＧＲＡＮＴ 公司产 品 ； 恒温金属浴为杭州米欧仪器有限公司 产

品 。

１ ．３ 血清样品

１ ． ３ ． １ 正常人血清

１ ２０ 例健康人血清样品为 ２０２２ 年珠江医院体检中心提供 。

１ ． ３ ．２ 侵袭性 曲霉病患者血清样品

２０２０？２０２２ 年在珠江医院就诊 ， 根据 ２０２ １ 年 ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ 关于侵袭性真菌

病定义共识的修订及更新中侵袭性 曲霉病确诊 （ ｐｒｏｖｅｎ ） 、 拟诊 （ ｐｒｏｂａ
ｂｌｅ ） 及

５４
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

疑诊 （ ｐｏｓｓ ｉｂ ｌｅ ） 的诊断标准 ， 结合患者临床特征 ， 宿主因素及真菌学证据 ， 共

收集侵袭性 曲霉病患者血清 ７４ 份 ， 其中确诊病例 ２ 份 ， 拟诊病例 ５ １ 份 ， 疑诊

病例 ２ １ 份 。

１ ． ３ ． ３ 侵袭性烟曲霉患者模拟血清

用正常人混合血清按照 １ ： １ ０ 、 １ ： １ ００ 、 １ ： １ ０００ 、 １ ： １ ００００ 、 １ ： １ ０００００ 的 比例与

第二部分收集的培养 ２４ｈ 的烟曲霉 ＡＴＣＣ 菌株培养上清混合 ， 以模拟不同感染

程度的病人血清 。

２ ？ 实验方法

２ ． １ＥＬＩＳＡ 检测正常人血清 ｃｕｔｏｆｆ值设定

为确立曲霉抗原捕获 ＥＬＩＳＡ 的正常值范围 ， 首先检测 １ ２０ 例正常人血清样

品 。 通过对正常人血清 曲霉抗原检测结果的分析 ， 确定正常血清 中 曲霉抗原检

测的 Ａ４５０ 平均数和标准差 ， 以平均值＋３ 倍标准差为 ｃｕｔｏｆｆ值 。

ＥＬＩ ＳＡ 实验步骤 ： 包被抗体 Ｆ １ ， 浓度为 １ ０Ｍｇ／ｍｌ ，４
°

Ｃ 包被过夜 ， ３ ７
°

Ｃ 封

闭 ２ｈ
； 加入正常人原液 ， 以稀释液为阴性对照 ；

３ ７ 度水浴 ６０ｍ ｉｎ
，
０ ． ５％ＰＢ ＳＴ 洗

涤 ５ 次 ， 拍干 ； 加入 １ ：１ ０００ 稀释的 ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ ，３７ 度水浴 ３ ０ｍ ｉｎ ， ０ ． ５％ＰＢ ＳＴ

洗涤 ５ 次 ， 拍干 ； 加入 １ ：１ ０００ 稀释的链霉亲和素 －ＨＲＰ ， ３ ７ 度水浴 ３０ｍｉｎ ，

０ ． ５％ＰＢ ＳＴ 洗涤 １ ０ 次 ， 中 间拍板 １ 次 ， 拍干 ； 加入 ＴＭＢ（北京博奥龙 ） ５００

室温避光显色 ｌ Ｏｍｉｎ ， １Ｍ Ｈ２Ｓ０４ 终止 ， ３ ０ｍｉｎ 内酶标仪检测 Ａ４５０ 。

２ ．２ 待测模拟血清的制备前处理

结合本实验室前期研宄发现 ， 正常人血清中存在
一

定基础水平的烟 曲霉抗

体 ， 因此 ， 模拟血清可能造成游离抗原水平的降低 ， 因此 ， 拟尝试直接检测模

拟血清和用 ＥＤＴＡ 加热处理解离模拟血清 中 的抗原抗体复合物两性方式 。 模拟

血清制备和预处理 ： ①不处理直接混合 ；
＜２＞混合后 ３ ７

°

Ｃ 孵育 ３０ｍｉｎ
；
③检测

前加入 ＥＤＴＡ并加热处理模拟血清 ： 按照商 品化伯乐 ＧＭ 检测试剂盒中样本前

处理方法 ， 即 ： ３ ００ １
１ １ 稀释上清＋ １ ００ １

１ １ １１７ ， 金属浴 １ ００
°

（： 加热 ６１１１１１１
；

１ ００ （％

离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 取上清检测 。

２ ．３Ｆ ｌ／ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 体系检测正常人和烟曲霉感染患者模拟血清

５ ５
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包被板条 ： 包被抗体 Ｆ １ ， 浓度为 ｌ （Ｈｉｇ／ｍｌ
，
４
°

Ｃ 包被过夜 ， ３ ７
°

Ｃ 封闭 ２ｈ
；

ＥＬ ＩＳＡ 实验步骤 ： 加入不同稀释度的烟 曲霉培养上清和模拟血清 ， 以正常

人混合血清为阴参 ； 其他操作步骤同本章节 ２ ． １ 。

２ ．４ 商品化伯乐 ＧＭ检测试剂盒检测烟曲霉感染患者模拟血清

按照试剂盒说明书的方法进行实验 ， 步骤如下 ．

？ 样本处理 ： ３００ｗ ｌ 稀释上

清 ／１１３ ／１１４／１１５＋ １ ００ １
１

１ １１７ ， 金属 １ ００
°
（： 加热 ６１１１１１１

；
１ ０００ （＾离心 １ ０１１１１１１ ， 取上清检

须 ！ １ ； 加样 ： 先在板条 （Ｒ １ ） 内加入 ５０
ｊ
Ｕ Ｒ６ ， 再加入 ５０叫 模拟血清 ， ３ ７

°

Ｃ 水浴

９０ｍｉｎ
； 洗板 ： 将 Ｒ２ 用纯水 ２０ 倍稀释 ， 洗板 ５ 遍 ， 拍干 ； 显色 ： ２０〇ｎｌＴＭＢ 显

色液 （ Ｒ９ ） ， 室温避光孵育 ３ ０ｍｉｎ
； 终止 ： １ ００叫 终止液 （Ｒ １ ０ ） ， ３０ｍｉｎ 内酶标

仪检测 Ａ４５０ 。 结果 以 ＧＭＩ 计算 ， 即 ＧＭＩ
＝ Ａ４５ ０ ＿样本／Ａ４５０ Ｒ４ 。

２ ．５ 侵袭性曲霉病患者血清的预处理

血清中存在多种抗体 ， 考虑血清样品 中 的 曲霉抗原可能会与血清中原本存

在的抗体形成抗原 －抗体免疫复合物 ， 从而影响抗原检测 ， 因此 ， 需对血清进行

预处理 。 经过前面实验用不同处理方法处理模拟血清后得到结果对比 ， 我们采

取第 ３ 种方法处理临床血清标本 ， 即 ： ３ ００ｕ ｌ 稀释上清＋ １ ００Ｕ １ Ｒ７ ， 金属浴

１ ００
°

Ｃ 加热 ６ｍｉｎ
；１ ００００ｇ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 取上清检测 。

２ ．６ 曲霉抗原检测结果判定

检 测 １ ２０ 份 正 常 人 血 清 并 确 定 ｃｕｔｏｆｆ 值 。 用 曲 霉 抗 原 捕 获 ＥＬＩ ＳＡ

（Ｈ ／ｂ ｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ ） 检测侵袭性 曲霉病 患者血清样 品 ， 样 品 Ａ４５０ 值大于或等于

ｃｕｔｏｆｆ判定为阳性 ， 小于 ｃｕｔｏｆｆ值则判定为阴性 。

２ ．７数据分析

用 ＳＰＳＳ２６ ． ０ 分析数据 。 对于临床血清标本的判定 ， 以检测为阳性的临床

标本例数 占通过 ２０２ １ 年 ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ 关于侵袭性真菌病定义共识的修订及更

新确定为确诊 、 拟诊或疑诊侵袭性 曲霉病 的标本总数的 比率作为评价检测方法

的灵敏度指标 ， 而 以正常标本检测为阴性的标本数 占 阴性标本总数的 比率作为

评价检测方法的特异度指标 。

３ ．实验结果

５６
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３ ． １Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 体系检测烟 曲霉感染患者模拟血清的灵敏度

采用烟 曲霉培养上清与 正常人血清标本直接混合的 方法制备烟 曲霉感染患

者 的模拟血清 ， 再用第二部分新建立 的 Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ
－ Ｆ ｌ 体 系检测 ， 由 于前文发现

不 同培养时长的两株烟 曲 霉培养上清的检测效果无 明 显差异 ／ 因此只检测烟 曲

霉 ＡＴＣＣ ２４ｈ 培养上清与 正常人混合血清制成 的模拟血清 。 如 图 ３
－

１ 所示 ， 结

果表 明 ， Ｒ７ 加 热 处理 后 的 模拟血清检测 Ａ４ ５ ０ 值较 直接混合或 ３ ７

°

Ｃ 孵 育

３ ０ｍ ｉ ｎ 的 模拟 血 清 检 测 Ａ４５ ０ 值 高 ， 且 灵 敏 度 也 有 一 定 的 提升 ， 灵 敏度 为

１
：
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烟曲霉抗原稀释度

图 ３
－

］Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏ ｔｍ
－ Ｆ ｌ 体 系检测不 同预处理的烟 曲霉模拟血清

Ｆ ｉ

ｇ ｕ
ｒｅ３

－

１Ｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏ ｉ Ａ ．

ｆｕｍ ｉｇａ ｔｕｓａｎ ｔ ｉ

ｇ ｅｎ
 ｉ ｎｓ ｉｍ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｓ ｅ ｒｕｍ ｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ

ｐ ｒｅ
－

ｔｒｅ ａ ｔｍ ｅｎ ｔ ｓ

３ ． ２ 商品化伯乐 ＧＭ 检测试剂盒检测烟 曲霉感染患者模拟血清

用 商 品化伯 乐 ＧＭ 检测试剂盒检测烟 曲 霉感染患者模拟血清 ， 过程严格按

照试剂盒说 明 书进行 ， 发现该试剂盒检测模拟血清的灵敏度为 ］
：
１ 〇〇〇

？

１
：
１ ００ ００ ，

明 显优于 Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ －Ｆ ］ 体 系检测 用 同种方法处理后槔拟血清的检测效果 （ 图 ３
－

２ ） 〇

５ ７
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烟曲霉抗原稀释度

图 ３ －２ 商 品化伯 乐 ＧＭ 检测试剂盒检测烟 曲霉感染患者模拟血清

Ｆ ｉｇｕｒｅ３
－２Ｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ Ａ ．

ｆｗｎ ｉｇａ ｔｕｓａｎｔ ｉｇｅｎ ｉｎｓ ｉｍ ｕ ｌ ａ ｔｅｄｓ ｅｒｕｍｂ
＞Ｃｏｍｍ ｅ ｒｃ ｉ ａ ｌＧＭａｎ ｔ ｉ

ｇｅｎ

ｔｅ ｓ ｔｅｄ ｋ ｉ ｔ
（
Ｂ ｉｏ

－Ｒａｄ
）

３ ．３Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 体系检测临床侵袭性曲霉病患者血清标本

用第二部分建立的 Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ
－Ｆ ｌ 体系检测 １ ２０ 例正常人血清样品 ， 测得正常

血清 中 曲霉抗原检测 Ａ４ ５０ 平均数为 ０
．
２２ ， 计算的 ｃｕｔｏｆｆ值为 ０ ．

４６２ 。

Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉ ｎ －Ｆ ｌ 体系检测处理后的侵袭性 曲霉病患者 （ 确诊 、 拟诊和疑诊 ） 血

清标本 ７４ 份 ， 检测结果发现 Ａ４ ５ ０ 值均＜ ０ ． ４６２ ， 显示无阳性结果 ， 灵敏度为 ０ 。

５ ８
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图 ３ －３ＩＡ 患者血清 ＧＭ Ｉ 和 Ｆ ｌ ／ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 检测 Ａ４５ ０ 值的 比较

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３
－

３Ｃｏｍ ｐ ａｒｉ ｓｏｎｏ ｆ ＧＭ ｌａｎ ｄＡ ４ ５ ０ｖ ａ ｌ ｕ ｅ ｓｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂ
＞Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ

－ Ｆ ｌ ｉ ｎ ｌ Ａ
ｐ ａ ｔ ｉｅｎ ｔ ｓ

４ ．讨论

本实验采用 的免疫原为培养 ２４ｈ 的烟曲霉全细胞裂解抗原 ， 前两部分实验

验证我们得到 的抗体能够识别体外烟 曲 霉培养过程 中 分泌 的早期抗原 ， 而且结

合抗体性质 鉴定 ， 初步鉴定 Ｆ １ 抗体结合抗体表位为糖蛋 白 ， 与 商 品化 ＧＭ 试

剂盒结合抗原性质类型
一

致 ， 提示后续血清样本可尝试预处理观察是否可能提

高抗原检 出 率 。 首先 ， 我们采用 正常人血清与烟 曲霉培养上清进行混合 ， 制备

烟 曲霉感染患者模拟血清 。 经过直接检测 ， 发现相 同稀释度后 的模拟血清 中 的

烟 曲 霉抗原水平较未 与 正常人血清混合时 ， 有 明 显 降低 ， 提示正常人血清 中存

在烟 曲霉抗体 ， 可形成复合物降低检测灵敏度 。 这与 本实验室在早期研究 中 发

现正常人血清 中存在
一

定 水平的烟 曲 霉抗体结果
－

致 。 因此 ， 考虑有必要对模

５ ９
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

拟血清进行预处理 ， 解离抗原抗体复合物 以提高抗原 的检 出率 。 由 于商 品化

ＧＭ 试剂盒 自 带 Ｒ７ 试剂为 ＥＤＴＡ 溶液 ， 可通过加热方式解离血清中的抗原抗体

复合物 ， 该处理方式 已应用于多种真菌抗原的患者血清 （ 如 曲霉抗原 、 荚膜组

织胞浆菌抗原 ） 的检测 中
［ ５〇 ］

。

进
一

步 ， 我们 尝 试 比较有无加 热 处理模拟 血清 ， 结 果 发 现新 建 立 的

Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔ ｉｎ －Ｆ ｌ 体系检测采用 商 品化伯 乐 ＧＭ 检测试剂盒中 Ｒ７ 处理后模拟血清的

效果最佳 ， 灵敏度在 １
：
１ ００？ １

：

１ ０００ 之 间 ， 这表明相较于直接混合或混合后 ３ ７
°

Ｃ 孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ， 在经 Ｒ７ 处理后 ， 血清中形成的抗原抗体复合物解离并释放出游

离抗原 ， 使得 Ｆ １ 检测效果提升 ， 但与直接检测 曲 霉培养上清相 比 ， 灵敏度下

降 ， 提示加热处理可能也使
一

部分 曲霉抗原降解 。 而与 ＧＭ 试剂盒检测模拟血

清的效果对 比 ， Ｆ ｌ ／ｂｉｏｔｉｎ－Ｆ ｌ 体系的 Ａ４５０ 值和灵敏度均较差 ， 这表明我们建立

的体系在检测人体血清时仍 比不上 目 前市面上常用 的商品化试剂盒 。

用新建立体系检测 Ｒ７ 处理后的 １ ２０ 份正常人血清 ， 并确定了检测 ｃｕｔｏｆｆ值

为 ０ ．
４６２ 。 之后 ， 我们收集 了７４ 份经 ２０２ １ 年 ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ 关于侵袭性真菌病

定义共识的修订及更新中确定为确诊 、 拟诊和疑诊的侵袭性曲霉病患者的血清

标本 （ 其 中确诊病例 ２ 份 ， 拟诊病例 ５ １ 份 ， 疑诊病例 ２ １ 份 ） ， 确诊 的 ２ 例

ＧＭＩ 为 ３ ． ９３ ３ 和 １ ． ６８ １ ， 拟诊的 ５ １ 份血清里有 ２６ 份的 ＧＭＩ在 １ ． ０
？

２ ．０ ，１ ２ 份在

２ ， ０
￣

３ ． ０ ，１ ３ 份在 ３ ． ０ 以上 ， 疑诊病例 ＧＭＩ 在 １ ． ０ 以下 。 经 Ｆ ｌ ／ｂ ｉ ｏｔｉｎ
－Ｆ ｌ 检测后

结果发现 ， ７４ 份侵袭性曲霉病患者血清的检测结果都为阴性 ， 这可能与血清抗

原量 、 样本的收集与保存 、 血清预处理等均有关系 ， 表明该体系在应用到临床

样本的检测 当 中还需要克服
一

定的困难 。 对于检测模拟血清和临床样本的差异 ，

我们考虑有 以下几种可能 ： １ ） 体内 和体外环境有很大的不 同 ， 在体外培养烟

曲霉时 ， 我们采用沙 氏液体培养基 ， 严格控制接种量 ， 使得烟曲霉能够很好的

生长 ， 收集的培养上清 中抗原量足够多 ； 而在体 内 ， 我们制备的的抗体识别 的

抗原可能含量较少 ；
２ ） 很多病人并不是新确诊的侵袭性肺 曲霉病患者 ， 本身

＇

已经产生 了抗烟曲霉抗体 ， 这些抗体与抗原结合 ， 使得血清 中烟 曲霉抗原含量

下降 ， 而现有的血清前处理方法无法有效的将抗原释放出来 ， 导致难 以检测 ；

６０
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

３ ） 部分血液科病人常规进行真菌治疗 ， 抑制 了烟曲霉早期抗原的分泌 ；
４ ） 实

验中使用 的病人血清标本收集周 期较长 ， 有些标本存放时间久 ， 或保存不当 ，

抗原降解 ， 效价下降 ， 难以检测 。

综上所述 ， 我们制备的抗烟曲霉小 鼠抗体在体外无论是对烟曲霉裂解抗原 ，

还是培养上清中的分泌抗原都有很好的检测效果 ， 这证明我们的检测体系对于

检测 曲霉抗原是有
一

定作用 的 ， 但在应用至临床中还需要克服
一

定的困难 ， 后

续我们可对抗体标记方式进行改进 ， 放大检测效果 ， 提高检测灵敏度 。 另外也

可对免疫原的选择做出改进 ， 以获得灵敏度更高的抗体 。

６ １
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