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结核分枝杆菌MPT64双抗体夹心ELISA检测方法的建立
及初步应用*
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【摘要】 目的 建立结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,Mtb)分泌蛋白 MPT64的双抗体夹心ELISA检测方法

并评价初步应用效果。 方法 采用间接ELISA和ELISA叠加试验在各株抗 MPT64
 

mAb中筛选出亲和力较高的识

别不同抗原表位的配对抗体;Protein
 

A亲和层析纯化配对的2株 mAb腹水,其中1株 mAb偶联生物素(Biotin)作为检

测抗体,另1株作为捕获抗体,棋盘滴定法优化捕获抗体和检测抗体的工作浓度,建立双抗体夹心ELISA方法;以常规

条件作为初始反应条件,依次优化包被、封闭、抗原、抗体以及底物反应环节的条件;以 MPT64抗原检测评估建立的

ELISA方法的检测限、线性范围、精确性、准确性和特异性;采用该方法检测 Mtb
 

H37Ra不同阶段培养上清中 MPT64
含量,初步评价应用效果。 结果 ELISA法成功筛选出配对抗体 H2F4和A5B2

 

mAb;液相色谱法从腹水中纯化获得

的 mAb滴度分别为1∶102
 

400、1∶51
 

200。以生物素偶联的A5B2
 

mAb作为检测抗体,以 H2F4
 

mAb为捕获抗体,建
立并优化 MPT64双抗体夹心ELISA方法,确定的试验条件为:1.25

 

μg/mL
 

H2F4
 

mAb包被酶标板,4
 

℃静置过夜,洗
涤;2%

 

BSA室温封闭1
 

h,洗涤;加入待测样品室温孵育2
 

h,洗涤;加入2.5
 

μg/mL
 

Biotin-A5B2
 

mAb室温孵育2
 

h,洗
涤;加入0.5

 

μg/mL
 

Avidin-HRP室温孵育1
 

h,洗涤;加入TMB显色检测。该ELISA方法对 MPT64蛋白的检测下限

为39
 

ng/mL,线性范围为39~1
 

250
 

ng/mL,具有良好的特异性;该方法检测 Mtb培养物,第12
 

d培养上清呈阳性反应。

 结论 建立的 Mtb
 

MPT64双抗体夹心ELISA方法精确性、准确性,特异性良好,可用于 MPT64定量检测和 Mtb生

长检测,为TB快速诊断试剂的研制提供了实验依据。
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【Abstract】 Objective In
 

order
 

to
 

establish
 

a
 

double-antibody
 

sandwich
 

ELISA
 

for
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(Mtb)
 

secreted
 

protein
 

MPT64,and
 

its
 

preliminary
 

application
 

was
 

explored. Methods Indirect
 

ELISA
 

and
 

ELISA
 

double
 

an-
tibody

 

binding
 

system
 

were
 

used
 

to
 

screen
 

paired
 

antibodies
 

with
 

high
 

affinity
 

and
 

recognition
 

of
 

different
 

epitopes
 

from
 

several
 

anti-MPT64
 

mAbs.
 

Protein
 

A
 

affinity
 

chromatography
 

purified
 

paired
 

two
 

ascites
 

mAbs.
 

One
 

of
 

the
 

two
 

mAbs
 

was
 

conjugated
 

with
 

biotin
 

and
 

used
 

as
 

the
 

detection
 

antibody,and
 

another
 

mAb
 

was
 

used
 

as
 

the
 

capture
 

antibody.
 

The
 

checkerboard
 

titration
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

concentration
 

of
 

capture
 

antibody
 

and
 

detection
 

antibody,and
 

the
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

ELISA
 

was
 

established.
 

The
 

conventional
 

conditions
 

were
 

used
 

as
 

the
 

initial
 

reaction
 

conditions,and
 

the
 

conditions
 

of
 

coating,blocking,antigen-antibody
 

and
 

substrate
 

reaction
 

links
 

were
 

optimized
 

gradually.
 

MPT64
 

anti-

gen
 

detection
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

key
 

parameters
 

such
 

as
 

detection
 

limit,linear
 

range,precision,accuracy
 

and
 

specific-
ity

 

of
 

the
 

ELISA
 

system
 

established
 

by
 

this
 

institute.
 

The
 

system
 

was
 

applied
 

to
 

analyse
 

the
 

content
 

of
 

MPT64
 

in
 

the
 

cul-
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ture
 

supernatant
 

at
 

different
 

stages
 

of
 

Mtb
 

H37Ra
 

growth. Results The
 

paired
 

antibodies
 

of
 

anti-MPT64
 

H2F4
 

and
 

A5B2
 

mAb
 

were
 

successfully
 

screened
 

by
 

ELISA.
 

The
 

purified
 

mAbs
 

were
 

obtained
 

by
 

liquid
 

chromatography.
 

The
 

anti-
body

 

titers
 

of
 

the
 

mAbs
 

were
 

1∶102
 

400
 

and
 

1∶51
 

200.
 

The
 

MPT64
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

ELISA
 

method
 

was
 

es-
tablished,with

 

biotin-coupled
 

A5B2
 

mAb
 

as
 

detection
 

antibody
 

and
 

H2F4
 

mAb
 

as
 

trapping
 

antibody.
 

The
 

conditions
 

of
 

ELISA
 

method
 

were
 

optimized
 

as
 

follows,1.25
 

μg/mL
 

H2F4
 

mAb
 

coated
 

enzyme
 

plate,4
 

℃
 

overnight,washed,2%
 

BSA
 

blocked
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

1
 

h,washed,samples
 

were
 

incubated
 

for
 

2
 

h
 

at
 

room
 

temperature,washed,2.5
 

μg/mL
 

Biotin-A5B2
 

mAb
 

incubation
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

2
 

h,wash,0.5
 

μg/mL
 

Avidin-HRP
 

incubation
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

1
 

h,wash,TMB
 

chromogenic
 

detection.
 

The
 

lower
 

limit
 

of
 

detection
 

of
 

MPT64
 

of
 

ELISA
 

system
 

was
 

39
 

ng/mL,the
 

linear
 

range
 

was
 

39-1
 

250
 

ng/mL,which
 

had
 

good
 

specificity.
 

This
 

ELISA
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detected
 

MPT64
 

of
 

Mtb
 

culture,and
 

showed
 

that
 

was
 

linearly
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

bacteria.
 

12
 

days
 

culture
 

of
 

Mtb
 

was
 

tested
 

positive
 

of
 

MPT64
 

by
 

this
 

ELISA
 

method. Conclusion The
 

Mtb
 

MPT64
 

double-antibody
 

sandwich
 

ELISA
 

es-
tablished

 

in
 

this
 

study
 

has
 

good
 

accuracy,accuracy
 

and
 

specificity,which
 

can
 

be
 

used
 

for
 

MPT64
 

quantification
 

and
 

Mtb
 

growth
 

detection,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

and
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

TB
 

rapid
 

diagnostic
 

reagents.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;secreted
 

antigen;MPT64;monoclonal
 

antibody;double-antibody
 

sandwich
 

ELISA

  结 核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium
 

tuberculosis,

Mtb)感染引起的结核病(tuberculosis,TB)是危害严

重的慢性传染病[1]。据 WHO发布的《结核病报告》,

2021年全球新发TB感染1
 

060万人,因病死亡约160
万人[2]。Mtb培养阳性为TB诊断的“金标准”,但存

在耗时长(3~4周)、阳性检出率低(约30%)的局限

性[3]。抗酸染色可用于鉴定分枝杆菌,但无法区分

Mtb或非结核分枝杆菌(Non-tuberculous
 

mycobacte-
ria,NTM)感染[4]。结核菌素皮肤试验(Tuberculin

 

skin
 

test,TST)操作简单,但其敏感性和特异性不高,
且无法区分卡介苗(Bacille

 

Calmette-Guerin,BCG)接
种与 Mtb或NTM感染[5]。近年来,WHO推荐的γ-
干扰素释放试验(Interferon-γ

 

release
 

assay,IGRA)和
核酸分子检测诊断方法(Xpert)显著提高了TB诊断

阳性率[6]。IGRA敏感性和特异性较高,但操作复杂

且需要专门设备检测,限制了其在欠发达地区的推广

使用。Xpert诊断可快速检出 Mtb并同时分析是否为

耐药菌的优点,但其敏感性仍有待提高[7]。因此,仍需

研制用于早期 Mtb感染的快速诊断新方法和技术。

MPT64为 Mtb生长繁殖时期分泌的主要蛋白之

一[8],由 Mtb
 

H37Rv差异编码区2(Regions
 

of
 

differ-
ence,RD2)中Rv1980c(mpt64)基因编码。MPT64仅

存在于 Mtb中,而不存在于BCG和绝大多数 NTM
中[9]。基于偶联碱性磷酸酶的鼠源抗 MPT64单克隆

抗 体 (Monoclonal
 

antibody,mAb)建 立 的 超 敏

ELISA,对TB患者痰液检测的敏感性和特异性分别

可达88.0%和96.7%[10]。MPT64抗原检测法(SD
 

Bioline
 

Ag
 

MPT64
 

Rapid?)检测 Mtb培养物的敏感

性为97%,特异性为99%[11]。在Ⅰ期和Ⅱ期临床研

究中,以 MPT64抗原固定于活动性 TB患者前臂皮

肤,其诊断敏感性和特异性分别为85%和100%[12]。

此外,MPT64还可诱发 Mtb感染豚鼠产生迟发型超

敏反 应,可 用 于 TST 辅 助 TB 的 诊 断[9]。因 此,

MPT64被认为是具有应用潜能的TB早期诊断抗原

之一。
本研究从已制备的小鼠抗 MPT64

 

mAb[13]中选

择2 株 高 亲 和 力 抗 体,建 立 MPT64 双 抗 体 夹 心

ELISA检测方法,并评价其初步应用效果,为 MPT64
 

mAb用于 Mtb感染诊断提供实验依据。

材料与方法

1 材料

鼠源抗 MPT64-A5B2
 

mAb、H2F4
 

mAb由本实

验室制备[13];HRP-Avidin和生物素(Biotin)偶联试剂

盒购自上海生工生物工程有限公司;TMB显色液购自

北京天根生物科技有限公司;脱脂奶粉,牛血清蛋白

(BSA),Middlebrook
 

7H9,Middlebrook
 

7H10 及

OADC购自美国BD公司;胎牛血清(FBS)购自杭州

四季青生物工程有限公司;胰蛋白胨,酵母提取物和琼

脂 粉 购 自 英 国 Oxoid 公 司。Mtb
 

H37Ra、Mtb
 

H37Rv、耻垢分枝杆菌(Mycobacterium
 

smegmatis,

Ms)、BCG、肺炎链球菌(Streptococcus
 

pneumoniae,

Spn)菌体蛋白,以及 MPT64和CnpB重组蛋白均由

本室制备[14]。

2 方法

2.1 抗体亲和力、效价及亚类检测 采用ELISA
 

方

法。用 MPT64蛋白包被浓度为2
 

μg/mL,各株 mAb
作2倍梯度稀释,HRP-山羊抗小鼠IgG按试剂盒说

明稀释,加入TMB显色后用酶标仪检测各孔A450 值,
确定抗体效价,计算相对亲和力。相对亲和力为 mAb
饱和浓度检测时 A450 最大值50%所对应的 mAb浓

度;抗 体 效 价 为 显 色 阳 性 时 的 mAb最 高 稀 释 度。
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ELISA检测mAb抗体亚型,各株 mAb作1∶500稀

释,二抗分 别 为 HRP标 记 的IgG1、IgG2a、IgG2b、

IgG3。

2.2 ELISA叠加试验筛选配对抗体 用2
 

μg/mL
 

MPT64蛋白包被酶标板,分别加入单株饱和 mAb或

等量两两组合的 mAb,37
 

℃孵育1
 

h,洗涤;加入

HRP-羊抗鼠IgG,37
 

℃孵育1
 

h,洗涤;加入TMB,显
色后加入2

 

mol/LH2SO4 终止反应,用酶标仪测定吸

光度值A450 值,计算叠加系数(Additivity
 

index,AI)。

AI=[2A(1+2)/(A1+A2)-1]×100%。式中 A1 和 A2
分别为单一 mAb孵育测得的 A450 值,A(1+2)为2株

mAb组合共孵育测得的A450 值。AI值小于10%,表
示2株mAb识别 MPT64抗原的表位相近;AI值在

10%~40%之间表示2株 mAb识别 MPT64抗原的

表位有差异;AI值大于40%表示2株 mAb识 别

MPT64抗原的不同抗原表位,即为配对抗体。

2.3 抗体的纯化及生物素标记 分别将配对抗体的

2株mAb杂交瘤细胞腹腔接种雌性BALB/c小鼠,待
诱发产生腹水后收集腹水,采用快速蛋白液相色谱系

统(AKTA-FPLC)纯化腹水中的 mAb[13]。将 A5B2
 

mAb浓度调整至1
 

μg/
 

μL。取500
 

μL
 

mAb、250
 

μL
活化Biotin和250

 

μL偶联液混匀,室温反应2
 

h。用

25
 

mL
 

Biotin偶联液平衡脱盐柱,然后加入偶联混合

产物,750
 

r/min(离心半径20
 

cm)离心8
 

min,收集上

层液体即为Biotin-A5B2
 

mAb。

2.4 双抗体夹心ELISA的建立 以 H2F4
 

mAb为

捕获抗体、Biotin-A5B2
 

mAb为检测抗体,采用棋盘滴

定法优化2株 mAb的组合工作浓度:将捕获抗体作

梯度稀释(0.156~5
 

μg/mL)后包被酶标板,4
 

℃孵育

过夜;实验组(S)各孔加入 MPT64抗原,阴性对照组

(N)加入样品稀释液,室温孵育2
 

h;加入梯度稀释的

检测抗体(0.156~10
 

μg/mL),室温孵育1
 

h;加入

0.25
 

μg/mL
 

HRP-Avidin孵育1
 

h;加入TMB显色后

检测A450 值,计算值。S/N=实验组 A450 值/阴性对

照组A450 值。实验组A450 值接近1,S/N较高孔对应

的浓度即为捕获抗体和检测抗体的最适工作浓度。

2.5 双抗体夹心ELISA的优化 分别以碳酸盐缓冲

液(CBS)、磷酸盐缓冲液(PBS)、Tris-HCl(pH
 

6.6)和

Tris-HCl(pH
 

8.8)稀释捕获抗体至1.25
 

μg/mL,37
 

℃孵育1
 

h、2
 

h,或室温孵育1
 

h、2
 

h,或4
 

℃过夜孵

育;分别以BSA(5%、2%、1%)、脱脂奶粉(5%、2%、

1%)和FBS(20%、10%、5%、1%)于37
 

℃
 

封闭1
 

h、2
 

h,或室温1
 

h、2
 

h孵育;加入2
 

μg/mL抗原,37
 

℃
 

孵

育1
 

h、2
 

h,或室温孵育1
 

h、2
 

h;加入2.5
 

μg/mL检测

抗体,37
 

℃孵育1
 

h、2
 

h,或室温孵育1
 

h、2
 

h;加入

HRP-Avidin(0.016~1
 

μg/mL),37
 

℃孵育30、60、90
 

min,或室温孵育30、60、90
 

min;加入TMB显色后检

测A450 值;S/N较高孔对应的条件即为最适反应条

件。

2.6 检测限和线性范围评估 以H2F4
 

mAb为捕获

抗体包被ELISA 板,加入不同浓度 MPT64为标准

品,再加入Biotin-A5B2
 

mAb检测抗体。2%
 

BSA为

阴性对照(N组),以阴性对照组 A450 值的2.1倍为

Cut-off,当检测值≥Cut-off时为阳性,判断为阳性的

最低 MPT64浓度为检测限。绘制以 A450 值为纵坐

标、MPT64浓度为横坐标的标准曲线,做直线回归分

析。

2.7 精确性和准确性测定 以不同浓度的 MPT64
(理论值)测定双抗ELISA检测方法的精确性和准确

性,根据标准曲线计算实验组的 MPT64浓度(检测

值)及其 Mean、SD、SEM和变异系数(CV)。CV检验

方法的精确性,回收率反映检测方法的准确性,回收率

(%)=(检测值/理论值)×100%。

2.8 特异性检测 分别以 MPT64制备过程中的原

辅助材料和不同种菌体蛋白为待测样品,以纯化的

MPT64蛋白为阳性对照,以 Mtb
 

CnpB重组蛋白为阴

性对照进行ELISA,评价方法的特异性。原辅助材料

包括LB液体培养基成分(胰蛋白胨、酵母提取物)和
纯化液成分(咪唑、NaCl、甘油、Tris),菌体蛋白包括

Mtb
 

H37Rv、Mtb
 

H37Ra、BCG、Ms、Spn。

2.9 Mtb培 养 上 清 中 MPT64的 检 测 取 Mtb
 

H37Ra接种于7H9+10%OADC培养基,37
 

℃、80
 

r/

min震荡培养。分别于培养的不同时间检测菌落形成

单位(Colony
 

forming
 

unit,CFU)。收集培养上清,冷
冻干燥浓缩后以双抗体夹心ELISA检测 MPT64浓

度。以 Mtb培养时间为横坐标、A450 值或活菌数为纵

坐标绘 制 生 长 曲 线。以 Mtb活 菌 数 为 纵 坐 标、以

MPT64浓度为横坐标绘图,做线性回归分析。

2.10 统计学分析 以GraphPad
 

Prism
 

9软件作图,
实验结果以Mean±SEM表示。其中“*”表示S/N≥
2.1,即为ELISA检测阳性。

结 果

1 抗 MPT64
 

mAb的鉴定

采用间接ELISA法检测9株杂交瘤培养上清中

mAb的效价、亚类、相对亲和力,结果如表1。A2E7、

A3D9、A5B2、C4F5、C8H9、D7G6、F5E2、H2F4、

H4A11的抗体效价分别为1∶2
 

560、1∶2
 

560、1∶
2

 

560、1∶2
 

560、1∶640、1∶320、1∶1
 

280、1∶1
 

280、

1∶1
 

280,相对亲和力分别为3.13、6.25、3.13、6.25、

12.5、25、6.25、12.5、12.5×10-6
 

g/mL。抗体亚类检

测显示D7G6
 

mAb为IgG2a,其他株mAb均为IgG1。
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表
 

1 
 

9株 MPT64
 

mAb的抗体效价及亚类
Table

 

1 Antibody
 

titer
 

and
 

subclass
 

of
 

each
 

MPT64
 

mAb

细胞株编号
The

 

number
of

 

the
 

cell

抗体效价
Antibody

 

titer

相对亲和力

(×10-6g/mL)
Relative

 

affinity

抗体亚类
Antibody

 

subclass

A2E7 1:2
 

560 3.13 IgG1
A3D9 1:2

 

560 6.25 IgG1
A5B2 1:2

 

560 3.13 IgG1
C4F5 1:2

 

560 6.25 IgG1
C8H9 1:640 12.50 IgG1
D7G6 1:320 25.00 IgG2a
F5E2 1:1

 

280 6.25 IgG1
H2F4 1:1

 

280 12.50 IgG1
H4A11 1:1

 

280 12.50 IgG1

2 抗体配对检测

根据相对亲和力结果选择A5B2
 

mAb,并筛选与

其配对的其他株mAb,结果如图1。有3株抗MPT64
 

mAb与A5B2
 

mAb的叠加系数AI值大于40%,分别

是C8H9、F5E2、H2F4,表明其识别的 MPT64抗原表

位与A5B2
 

mAb不同,可组合为配对抗体。因此选择

H2F4和A5B2株mAb用于后续试验。

图
 

1 8株 mAb与抗 MPT64-A5B2
 

mAb的配对检测

Fig.1 Each
 

mAb
 

was
 

paired
 

with
 

an
 

anti-MPT64-A5B2
 

mAb

3 配对抗体的效价检测

取 H2F4与 A5B2株杂交瘤细胞株注射小鼠腹

腔,成功制备腹水。通过Protein
 

A亲和层析纯化腹

水mAb,检测配对抗体的效价。结果显示,H2F4和

A5B2株纯化 mAb的抗体效价分别为1∶102
 

400
(0.020

 

μg/mL)和1∶51
 

200(0.039
 

μg/mL)(图2),
表明2株mAb均能较好地与 MPT64蛋白结合。

4 捕获抗体与检测抗体组合浓度选择

将偶联生物素的抗 MPT64-A5B2
 

mAb命名为

Biotin-A5B2
 

mAb,作为双抗体夹心ELISA的检测抗

体。然后以H2F4为捕获抗体,棋盘滴定法确定抗体

组合的浓度,结果如表2。当H2F4
 

mAb浓度为1.25
 

μg/mL,Biotin-A5B2
 

mAb为2.5
 

μg/mL时,实验组

A450 值接近1,S/N较高。因此采用该浓度组合进行

后续试验。

图
 

2 ELISA检测抗 MPT64
 

mAb配对抗体的效价

Fig.2 Antibody
 

titer
 

detection
 

against
 

MPT64
 

mAb

表
 

2 捕获抗体与检测抗体组合的优化
Table

 

2 Optimization
 

of
 

capture
 

and
 

detection
 

antibody
 

combinations

捕获抗体 H2F4
(μg/mL)

Capture
 

antibody
H2F4

检测抗体Biotin-A5B2(μg/mL)
Detect

 

antibodies
 

Biotin-A5B2

10.000 5.000 2.500 1.250 0.625 0.313 0.156

5.000(S) 1.287 1.1963 1.129 0.941 1.008 0.774 0.619
5.000(N) 0.238 0.219 0.210 0.210 0.211 0.210 0.209
2.500(S) 1.23 1.1606 1.083 0.84 0.694 0.541 0.576
2.500(N) 0.225 0.211 0.208 0.206 0.204 0.203 0.201
1.250(S) 1.202 1.136 1.049 0.943 0.758 0.628 0.581
1.250(N) 0.222 0.214 0.206 0.201 0.197 0.195 0.193
0.625(S) 1.117 1.025 0.989 0.894 0.572 0.579 0.484
0.625(N) 0.226 0.215 0.204 0.199 0.194 0.191 0.189
0.313(S) 0.997 0.873 0.642 0.561 0.506 0.365 0.465
0.313(N) 0.229 0.216 0.203 0.197 0.190 0.188 0.185
0.156(S) 0.577 0.548 0.514 0.507 0.45 0.366 0.388
0.156(N) 0.223 0.212 0.201 0.196 0.191 0.185 0.180

  注:S为实验组,N为阴性对照组;表内数据为A450值。

5 双抗体夹心ELISA试验条件的优化

对ELISA检测方法的各反应步骤或条件进行优

化,优化的反应步骤或条件如表3。

表
 

3 双抗体夹心ELISA试验条件的优化
Table

 

3 Optimization
 

of
 

all
 

aspects
 

of
 

the
 

double
 

antibody
sandwich

 

ELISA
反应体系

Reaction
 

system
试剂及浓度

Reagents
 

and
 

concentrations
温度

Temperature
时间
Time

捕获抗体 1.25
 

μg/mL
 

H2F4
 

mAb 4
 

℃ >12
 

h
封闭 2%

 

BSA 室温 1
 

h
抗原 待测样品 室温 2

 

h
检测抗体 2.5

 

μg/mL
 

Biotin-A5B2
 

mAb 室温 2
 

h
底物 0.5

 

μg/mL
 

HRP-Avidin 室温 1
 

h

6 双抗体夹心ELISA方法的敏感性验证

检测下限是可检测阳性的最低检测物浓度,也是

反映ELISA敏感性的一个指标,检测下限越低,敏感

性越好。用建立的ELISA方法检测 MPT64重组蛋

白,Cut-off值为 A450=0.191,MPT64为39
 

ng/mL
时,仍为阳性,即检测下限为39

 

ng/mL(图3
 

A)。线

性范围是根据标准曲线量化检测抗原的最高至最低浓
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度的区间。经直线回归分析,当 MPT64在39~1
 

250
 

ng/mL范围内时,MPT64浓度与A450 检测值呈线性

相关,其回归方程为y=0.000
 

8x+0.125(x 为

MPT64浓度,y 为A450),R2=0.982
 

3(图3B)。

A 检测限验证 B 线性范围验证

图
 

3 双抗体夹心ELISA的检测限和线性范围验证

A Detection
 

limit
 

verification B Linear
 

range
 

verification
Fig.3 Minimum

 

detection
 

limit
 

and
 

linear
 

range
 

verification
of

 

the
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

ELISA

7 双抗体夹心ELISA方法的精准性验证

精确性是对同一样品多次重复检测结果的一致性

评估,变异系数(CV)越小,精确性越好。本研究建立

的ELISA方法的CV为5.353%~9.459%,表明变异

程度低,可重复性高,精确性良好。准确性是检测值与

理论值之间的一致性评估,回收率越接近100%,准确

性越好。本研究建立的ELISA方法的回收率检测均

值为89.177%~104.390%,表明检测值与理论值接

近程度高,准确性良好(表4)。

表
 

4 双抗体夹心ELISA的精确性和准确性验证

Table
 

4 Precision
 

and
 

accuracy
 

verification
 

of
 

the
 

double
antibody

 

sandwich
 

ELISA

MPT64浓度
(ng/mL)

Concentration
 

of
 

MPT64

精确性验证
Accuracy

 

verification

Mean SD CV(%)

准确性验证
Verification

 

of
 

accuracy

Mean SD CV(%)

1250 1122.188 60.072 5.353 89.775 4.806 1.699
625 652.435 52.851 8.101 104.390 8.456 2.990
313 306.692 19.354 6.311 98.142 6.193 2.190
156 139.338 13.180 9.459 89.177 8.435 2.982

8 双抗体夹心ELISA方法的特异性验证

以双抗体ELISA检测方法检测 MPT64蛋白制

备过程中所用的材料以及不同细菌蛋白,结果显示所

有辅助材料检测均为阴性,与 Mtb另一种蛋白CnpB
无交叉反应(图4A)。Ms属于NTM,包含 MPT64同

源蛋白,其序列一致性为43.6%[13],Spn为呼吸道常

见病原体。以双抗体夹心ELISA方法检测BCG、Ms
和Spn菌体蛋白,结果均为阴性。当 Mtb

 

H37Rv菌

体蛋白浓度高于50
 

μg/mL、H37Ra菌体蛋白浓度高

于100
 

μg/mL时检测阳性(图4
 

B)。因此,本研究建

立的双抗体夹心ELISA检测方法可特异识别 Mtb中

的 MPT64,对不同毒力的 Mtb菌株也有一定的识别

能力,且不与无关蛋白反应,具有较好的特异性。

  A 纯化蛋白制备环节中各组分的识别分析 B 细菌蛋白的识
别分析

图
 

4 双抗体夹心ELISA的特异性验证

A Identification
 

analysis
 

of
 

each
 

component
 

during
 

the
 

prepara-
tion

 

of
 

purified
 

protein B Identification
 

analysis
 

of
 

bacterial
 

protein.
Fig.4 Specificity

 

verification
 

of
 

the
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

ELISA

9 双抗体夹心ELISA方法的初步应用

绘制 Mtb
 

H37Ra菌株的生长曲线,呈现典型的

“S”型,包含了迟缓期、对数期、稳定期、衰亡期4个阶

段(图5
 

A)。MPT64主要由对数生长期Mtb分泌,最
早在培养的第12

 

d
 

MPT64检测为阳性,与文献[13]
的研究结果一致。当 Mtb活菌量为5.1×105~5.55
×107

 

CFU 时,细菌培养上清中 MPT64的浓度与

Mtb活 菌 数 量 成 正 相 关,其 线 性 回 归 方 程 为 y=
17.237x+1.660

 

5(x 为 Mtb
 

H37Ra活菌数CFU,y
为 MPT64浓度ng/mL),R2=0.992

 

5(图5
 

B)。
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  A Mtb
 

H37Ra菌株生长曲线 B MPT64与 Mtb
 

H37Ra活菌

数的线性相关验证

图
 

5 Mtb培养上清双抗体夹心ELISA检测分析

A Growth
 

curve
 

of
 

Mtb
 

H37Ra
 

strain B Linear
 

correlation
 

verification
 

of
 

viable
 

bacterial
 

count
 

between
 

MPT64
 

and
 

Mtb
 

H37Ra
Fig.5 Double

 

antibody
 

sandwich
 

ELISA
 

detection
 

system
to

 

detect
 

Mtb
 

culture
 

supernatant

讨 论

TB的微生物学诊断方法包括抗酸染色、分离培

养,以及 TST、IGRA、Mtb抗原检测和核酸检测等。
其中 Mtb抗原检测可用于TB早期快速诊断。双抗

体夹心ELISA法将抗原-抗体特异性反应与酶高效催

化反应相结合,实现了高特异性和高敏感性的组合,可
用于抗原快速定量分析[15]。MPT64是 Mtb活跃生

长繁殖期分泌的一种蛋白[9],在 BCG 和绝大多数

NTM中缺失,作为诊断试剂具有良好的特异性和敏

感性。课题组在前期研究中制备了,本研究从前期制

备的抗 MPT64
 

mAb[13]中筛选出 MPT64
 

mAb配对

抗体,建立了双抗体夹心ELISA检测方法。
双抗体夹心ELISA检测方法的敏感性和特异性

受抗原-抗体反应中多种因素的影响[16]。在抗原-抗体

反应中,若抗体或抗原过剩,则抗原-抗体复合物形成

减少,使待测抗原量低于实际含量,导致假阴性率高,
因此需确定抗原-抗体的最适工作浓度。孵育时间和

缓冲体系等也会影响检测结果。因此,本研究选择

ELISA常规试剂和孵育条件作为初始反应体系,再依

次对各步骤或条件进行优化,最大程度降低非特异性

结合的影响,确定了双抗体夹心ELISA的最适检测条

件。
双抗体夹心ELISA参数主要包括检测限、精确

性、准确性以及特异性[17]。检测限是指可检测阳性的

最低抗原浓度,也是反映ELISA敏感性的一个指标。

本研究以mAb捕获抗体与 mAb检测抗体配对进行

ELISA,方法的检测下限为39
 

ng/mL。杨航等[18]报

道以mAb捕获抗体与pAb检测抗体配对的 MPT64
抗原检测下限为1.5

 

ng/mL。mAb作为检测抗体可

能仅识别一个抗原表位,而pAb中包含可识别多个

MPT64表位的抗体,因此敏感性更高[19]。但是采用

pAb为检测抗体假阳性率高,且特异性较低。精确性

是对重复检测结果一致性的评估,变异系数CV越小,
精确性越好;准确性是检测值与理论值之间一致性的

评估,回收率越接近100%,准确性越好。国家规定,
商品化的ELISA试剂盒需CV小于10%、回收率为

80%~120%[20]。本研究建立的ELISA参数均在参

考值范围内,表明其精确性和准确性良好。临床结核

病诊断常存在假阳性的问题,如抗酸染色涂片和TST
试验就无法区分 Mtb感染、BCG接种和 NTM 感染。

MPT64主要存在于 Mtb,基于 MPT64抗体的胶体金

免疫层 析 法 在 TB 患 者 尿 液 中 的 检 测 特 异 性 为

100%[21]。鼠源抗 MPT64
 

mAb偶联碱性磷酸酶建立

的超灵敏ELISA在TB患者痰液检测中的特异性为

96.7%[10]。MPT64抗原检测的电化学适体传感器法

在TB患者血清[22]和痰液[23]检测中的特异性分别为

93.3%和100%。本研究建立的 MPT64双抗体夹心

ELISA检测方法可特异识别 Mtb不同毒力的 H37Rv
和H37Ra株,而与BCG、NTM 中的 Ms和常见呼吸

道病原菌Spn的菌体蛋白均无交叉反应,因此该方法

可区分 Mtb与其他细菌感染,具有良好的特异性。
研究发现,MPT64为 Mtb培养早期滤液的主要

抗原之一,其在营养匮乏时表达下调[24]。用本研究建

立的双抗体夹心ELISA检测 Mtb生长各阶段培养上

清,MPT64含量在一定范围内与 Mtb的活菌数成线

性正相关,并证实 MPT64最早在 Mtb培养第12
 

d检

测阳性。表明本研究建立的双抗体夹心ELISA检测

系统也可用于 Mtb生长特性的检测,如果用于临床诊

断,其检测下限仍有待提高。建立双株 mAb检测抗

体或多株mAb检测抗体的双抗体夹心ELISA方法,
同时结合多聚酶HRP增加底物载量放大检测信号等

方法,可提高该方法的检测敏感性,以满足临床快速诊

断TB的需要。
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