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［摘要］目的·研制适用于检测钩端螺旋体 （钩体） 特异性抗体的间接酶联免疫吸附测定 （enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA）检测试剂盒，并对其性能进行评估。方法·选择我国主要致病性钩体流行株中高度保守的外膜蛋白进行原核表达，将获得的

重组蛋白纯化后作为包被抗原行质谱鉴定，并对其抗原性进行检测。选用 40例经确诊的钩体病患者血清、50例其他感染类疾病患者

血清和 391例健康对照者的血清样本作为检测样本，用钩体病确诊患者血清制备试剂盒内控阳性对照品和参考品、高效价混合阳性血

清，用健康对照者血清制备试剂盒内控阴性对照品和参考品，用高效价混合阳性血清制备试剂盒内控弱阳性对照品（临界参考品）及

灵敏度参考品，从钩体病确诊患者血清中选择强阳性、弱阳性血清（各 1份）分别作为试剂盒内控强阳性、弱阳性精密度参考品。建

立间接 ELISA 试剂盒检测体系，优化其制备工艺及反应条件，并对该试剂盒的精密度、敏感性、特异性和稳定性等性能进行评估。

结果·钩体重组外膜蛋白纯化后经质谱鉴定为目标蛋白，其作为包被抗原具有较强的抗原性。经性能评估显示，间接ELISA试剂盒

的批内精密度<15%、批间精密度<20%，其敏感性为 95.0%、特异性为 95.0%，且在 2~8 ℃下储存 12个月后性能仍然稳定。结论·以

钩体重组蛋白为包被抗原的间接ELISA钩体抗体检测试剂盒的特异性、敏感性及其他性能指标均符合体外检测试剂盒性能要求，适用

于临床辅助诊断、钩体病哨点监测及流行病学调查。
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[Abstract] Objective·To develop an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit for the detection of leptospira-specific antibodies and

evaluate its performance. Methods·The highly conserved outer membrane protein in the epidemic strains of the main pathogenic leptospira in China was

selected and expressed by prokaryotic expression system. The recombinant protein was purified and used as coating antigen for mass spectrometry

identification, and its antigenicity was detected. Serum samples from 40 patients with leptospirosis, 50 patients with other infectious diseases and 391

healthy controls were selected as test samples. The positive control, positive reference and high-titer mixed positive serum for internal control of the kit

were prepared from the serum of patients with leptospirosis, the negative control and reference for internal control of the kit were prepared from the

serum of healthy controls, and the weak positive control (critical reference) and sensitivity reference for internal control of the kit were prepared from

high-titer mixed positive serum. One strong positive serum and one weak positive serum selected from the serum of patients with leptospirosis were used

as strong positive and weak positive precision reference for internal control of the kit. The detection system of the indirect ELISA kit was established, its

preparation process and reaction conditions were optimized, and its precision, sensitivity, specificity and stability were evaluated. Results·The purified

recombinant outer membrane protein of leptospira was identified as the target protein by mass spectrometry. The results of performance evaluation

showed that the intra assay precision and inter assay precision of the indirect ELISA kit were less than 15% and 20%, respectively, and the sensitivity and

specificity were 95.0% and 95.0%, respectively. The performance of indirect ELISA kit was still stable after 12 months' storage at 2‒8 ℃. Conclusion·

The specificity, sensitivity and other performance indicators of the leptospira antibody detection kit meet the requirements of the in vitro test kit, which

may be suitable for clinical auxiliary diagnosis, sentinel monitoring of leptospirosis and epidemiological investigation.
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钩端螺旋体病是一种由致病性钩端螺旋体（简称钩

体）感染而引起的人兽共患病。该疾病在我国多省市均

有流行，被列为法定报告传染病。其好发于雨季及洪涝

灾害地区，啮齿类动物、犬、猪等为重要传染源［1-2］，对

人畜危害较大［3］。钩体病的主要临床表现为发热、寒战、

黄疸、出血、肝脾肿大、肾功能衰竭等，与流行性感冒、

病毒性出血热、脑膜炎、登革热、疟疾等传染性疾病及

肾盂肾炎、化学中毒和食物中毒等非传染性疾病相类似。

目前，实验室钩体培养法和基于活的钩体标准菌株的显

微镜凝集试验 （microscopic agglutination test，MAT） 仍

是诊断和监测钩体病的金标准［2］，且国内尚无对钩体感

染者进行钩体抗体检测的成品试剂盒。

钩体外膜具有抗原性，是抗体和补体的作用部位。

钩体外膜蛋白（outer membrane proteins，OMPs）参与钩

体与宿主黏附，在引起宿主免疫和致病过程中发挥着重

要作用［4］。2003—2004 年中国问号钩体赖型赖株与巴西

钩体哥本哈根型的全基因组测序完成，共报道了数百种

可能与 OMPs相关的基因［5-6］，该项工作为遴选钩体保守

的OMPs及免疫检测靶抗原提供了可能。

本研究选择我国主要致病性钩体流行株的高度保守

的OMP重组蛋白作为包被抗原，经临床样本测试后建立

敏感性与特异性较为理想的检测方法，并研制钩体特异

性 抗 体 间 接 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 （enzyme-linked

immunosorbent assay，ELISA） 检测试剂盒 （下文简称

“试剂盒”），用于钩体病患者血清中的钩体 IgG抗体的检

测，从而为钩体病的诊断、监测及流行病学调查提供有

利工具。

1 材料与方法

1.1 血清样本、主要仪器及试剂

本研究检测的血清样本来自本实验室血清库，包括

40 例经 MAT 测定的钩体病患者、50 例经 MAT 测定的其

他感染类疾病患者和391例健康对照者的血清样本。

Mastercycler personal PCR 仪 （Eppendorf，德国），

PowerPac Universal 电 泳 仪 （Bio-Rad， 美 国）， 5800

MALDI-TOF/TOF 串联质谱仪 （ABI，美国），MK3 酶标

仪 （Thermo， 美 国）， Savant 冷 冻 干 燥 离 心 浓 缩 仪

（Thermo，美国），SPX-808SH-Ⅱ生化培养箱（上海新苗

医疗器械制造有限公司），96孔酶标板（Greiner，德国），

辣根过氧化物酶标记羊抗人 IgG 抗体 （Sigma，美国）。

其他酶联免疫反应试剂均由上海科新生物技术股份有限

公司制备。

1.2 主要材料制备

1.2.1 包被抗原的制备与鉴定

根据前期研究［7］，钩体 OMP 重组蛋白以问号钩体

黄疸出血群赖株的基因组为模板，表达载体为 Pet28b，

表达菌株为 E. coil BL21。用 1 mmol/L IPTG （异丙基硫

代半乳糖苷） 于 22 ℃诱导表达 16 h 后收集菌体，超声

裂解该菌体后，经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE） 检测 OMP 重组蛋白的表达，并采用 Ni-

NTA 亲和层析法进行纯化，最终获得的 OMP 重组蛋白

即为包被抗原。将包被抗原送至生工生物工程 （上海）

股份有限公司进行基质辅助激光解析离子化串联飞行时

间质谱鉴定。

1.2.2 试剂盒对照品及参考品的制备及用途

（1） 阳性对照品及阳性参考品的制备及用途 从钩

体病确诊患者血清中选择经MAT与ELISA检测为钩体抗

体强阳性的血清若干份，将其混合后制备成高效价混合

阳性血清。用含 1% 牛血清白蛋白的磷酸盐缓冲液

（PBST） 按一定比例稀释该阳性血清，得到试剂盒阳性

对照品。该阳性对照品为试剂盒的组成成分，用于试剂

盒的质量控制。从钩体病确诊患者的血清中选择经 MAT

与ELISA检测为钩体抗体阳性的血清（5份）作为试剂盒

阳性参考品，为实验室内部参考品，用于试剂盒稳定性

评估中的真阳性率（即阳性参考品在当次检测中被判断

为阳性的例数与阳性参考品总例数的比值）的评估。

（2） 阴性对照品及阴性参考品的制备及用途 从健

康对照者血清中选择经MAT和ELISA检测为钩体抗体阴

性的血清，用 PBST 按 1∶100 对阴性血清进行稀释即为

试剂盒阴性对照品。该阴性对照品为试剂盒的组成成分，

用于试剂盒的质量控制。从健康对照者血清中选择经

MAT 和 ELISA 检测为钩体抗体阴性的血清 （5 份） 作为

试剂盒阴性参考品，为实验室内部参考品，用于试剂盒稳

定性评估中的真阴性率（即阴性参考品在当次检测中被判

断为阴性的例数与阴性参考品总例数的比值）的评估。

（3） 弱阳性对照品 （临界参考品） 及灵敏度参考

品 的 制 备 及 用 途 用 PBST 按 1∶ 6 000、 1∶ 6 100、

1∶6 200、……、1∶8 900、1∶9 000 的比例将高效价混

合阳性血清进行梯度稀释，与 391 例健康对照者血清行

ELISA 同批检测。将检测获得的健康对照者血清的

D （450 nm/630 nm）的平均值加上 3倍标准差记为临界值

（99% CI），确定检测值与该临界值相当的高效价混合阳

性血清的稀释比例，而后将高效价混合阳性血清按此比

例进行稀释，制备得到弱阳性对照品（即临界参考品）。

该弱阳性对照品为试剂盒的组成成分，其检测D（450 nm/
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630 nm）相当于在血清样本中钩体抗体浓度为 25 RU/mL

（RU为 relative unit，即相对单位）。将弱阳性对照品在每

次实验中测得的 D （450 nm/630 nm）作为定性检测的临

界值，以判断待检血清中的抗体浓度。用PBST对弱阳性

对照品进行 5倍稀释得到灵敏度参考品，该参考品为实验

室内部参考品，用于对试剂盒的检测限进行评估。

（4） 精密度参考品的制备及用途 从钩体病确诊患

者血清中选择强阳性、弱阳性血清各 1份，分别作为强阳

性、弱阳性精密度参考品。该参考品为实验室内部参考

品，用于对试剂盒的精密度评估。

1.3 包被抗原的抗原性检测

将包被抗原用 0.05 mol/L、pH 9.6的碳酸盐缓冲液分

别稀释成1、2、5、10 μg/mL包被酶标板，用阳性参考品

（包括强阳性、弱阳性）和阴性参考品对包被抗原酶标板

进行检测。

1.4 试剂盒检测体系的建立

试剂盒的主要工艺包括酶标板的包被、封闭、干燥

等，反应体系包括包被抗原浓度和二抗最佳比例、样本

稀释比例、二抗孵育时间、显色时间、反应温度等，试

剂配方包括样本缓冲液、二抗稀释液、显色底物液、终

止液等。通过对该试剂盒的检测体系进行摸索、优化及

验证，最终选择出试剂盒的最佳制备工艺及反应条件。

1.5 试剂盒的性能指标评估

1.5.1 分析性能评估 主要性能指标包括：精密度、敏

感性和特异性。精密度包括批内精密度、批间精密度。

敏感性和特异性包括分析敏感性和分析特异性、临床样

本检测敏感性和临床样本检测特异性。具体检测步骤

如下。

（1） 精密度检测 选择强阳性、弱阳性精密度参考

品进行精密度检测。①批内精密度：在同一批试剂盒的

同一次检测中重复测定上述精密度参考品各 10次，分别

计算测定结果的均值（x）及标准差（s）；通过均值/标准

差计算批内变异系数 （coefficient of variance，CV），以

评估该试剂盒的批内精密度（批内重复性），CV<15%即

为批内精密度良好。②批间精密度：分别在 3批试剂盒中

重复测定上述精密度参考品各 10次，计算测定结果的均

值 （x） 及标准差 （s）；通过均值/标准差计算批间 CV，

以评估该试剂盒的批间精密度（批间重复性），CV<20%

即为批间精密度良好。

（2） 敏感性和特异性检测 采用试剂盒对 40份钩体

病患者血清、50份其他感染类疾病患者血清和 50份健康

对照者血清进行检测，并与 MAT 检测的结果进行比对，

分析试剂盒的检测敏感性和特异性。公式如下：

临床样本检测敏感性= （钩体病患者样本中检测为阳

性的样本数/钩体病患者的样本总数） ×100%；

临床样本检测特异性= （其他感染类疾病患者和健康

对照者中检测为阴性的样本数/其他感染类疾病患者和健

康对照者的样本总数） ×100%；

分析敏感性= （钩体病患者样本中由 MAT 与试剂盒

共同检测为阳性的样本数/MAT 检测为阳性的样本数） ×

100%；

分析特异性= （其他感染类疾病患者和健康对照者中

由 MAT 与试剂盒共同检测为阴性的样本数/MAT 检测为

阴性的样本数） ×100%。

符合率= （共同检测为阳性的样本数+共同检测为阴

性的样本数/总样本数） ×100%。

1.5.2 稳定性评估 评估试剂盒在实际储存条件下（2~

8 ℃） 和加速条件下 ［（37±1）℃］ 的稳定性 （热稳定

性），主要评估的技术指标包括阴性、弱阳性、阳性对照

品D （450 nm/630 nm），阴性、阳性参考品的真阴性率和

真阳性率，灵敏度参考品 D （450 nm/630 nm）及试剂盒

的批内精密度。试剂盒需同时满足以下 4项即被认定是稳

定的：①阳性对照品 D 值/阴性对照品 D 值≥4.0，弱阳性

对照品 D 值/阴性对照品 D 值≥2.0。②阳性参考品的真阳

性率和阴性参考品的真阴性率均达到 100%。③灵敏度参

考品D值≥0.100。④试剂盒批内CV<15%。

对 3批试剂盒行实际储存条件下的稳定性评估，即每

批试剂盒在 2~8 ℃条件下分别存放 0、6、9、12、14、

18个月后对上述各项技术指标进行检测。其中，批内CV

的测定方法为：选择 3份精密度参考品（即强阳性、阳性

和弱阳性各 1 份） 作为测定样本，用每 1 批试剂盒对该

3 份精密度参考品分别重复测定 10 次。计算测定结果

D（450 nm/630 nm）的均值及标准差，求出CV。

对其中 1批试剂盒进行加速条件下的稳定性评估，即

ELISA 试剂盒有效期 （即稳定性） 的最低要求为 2~8 ℃

下稳定 12个月。将试剂盒置于（37±1）℃条件下，设定

在加速 6 d后对上述各项技术指标进行测试，合格后继续

加速测试。比较分析加速实验前 （37 ℃） 及加速 6、7、

8 d后试剂盒的上述各项技术指标，具体方法同试剂盒在

实际储存条件下的稳定性评估。

同时，对 3批试剂盒开封后的稳定性进行研究，即于

2~8 ℃条件下开封后 6 个月，对其各项技术指标进行分

析，方法同试剂盒在实际储存条件下的稳定性评估。
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2 结果

2.1 包被抗原的鉴定

经 SDS-PAGE 检测，包被抗原相对分子质量为

31 000，符合预期。包被抗原经质谱鉴定显示其为一种

OMP （图 1）；将质谱分析得到的氨基酸序列和 NCBI 数

据库中的蛋白序列进行比对，结果显示测得的氨基酸序

列同目的蛋白序列一致，符合率为100%。

图 1 包被抗原的串联质谱图

Fig 1 Tandem mass spectrum of coated antigen

2.2 临界值的确定与临界参考品的制备

对391例健康对照者的血清检测结果进行统计分析，结

果（图2）显示，检测D（450 nm/630 nm）平均值为0.121、

标准差为0.040 3。经计算其临界值为0.241 9，与稀释比例

为1∶8 100的高效价混合阳性血清的检测值相当。因此，将

高效价混合阳性血清按此比例稀释，即得到临界参考品。

2.3 包被抗原的抗原性检测分析

将纯化后的重组OMP作为包被抗原，阳性参考品和

阴性参考品的检测结果为弱阳性参考品检测 D （450 nm/

630 nm） 值大于 0.3、强阳性参考品检测 D （450 nm/

630 nm） 值 大 于 1.0、 阴 性 参 考 品 检 测 D （450 nm/

630 nm）值小于 0.2，表明该蛋白作为包被抗原具有较强

的抗原性（灵敏度）和较低的阴性参考品检测值（特异

性），且从 4 种包被浓度的检测结果来看 1 μg/mL 的包被

浓度已可明显区分阳性参考品 （包括强阳性、弱阳性）

和阴性参考品（表1）。

2.4 试剂盒检测体系的建立

本研究经过摸索、验证及优化，检测体系建立如下：

以 0.05 mol/L、pH 9.6 的碳酸盐缓冲液作为包被缓冲液，

稀释包被抗原为 2 µg/mL，并于 2~8 ℃包被酶标板 18 h以

上。用 PBST 作为封闭液，于 37 ℃下封闭 2 h。用含 1%

牛血清白蛋白、0.05% 吐温-20的磷酸盐缓冲液将待检血

图 2 ELISA检测391例健康对照者血清的D（450 nm/630 nm)分布

Fig 2 Distribution of D (450 nm/630 nm) detected with 391 healthy serum controls

by ELISA

表 1 包被抗原的抗原性检测

Tab 1 Detection of antigenicity of the coating antigen

Reference for internal

control of the kit

Positive Reference

Strong positive reference

Weak positive reference

Negative reference

Concentration of coating antigen

1 μg/mL

1.709

0.518

0.117

2 μg/ mL

1.744

0.531

0.126

5 μg/ mL

1.798

0.547

0.136

10 μg/ mL

1.810

0.556

0.149
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清按 1∶101稀释后加入酶标板中（100 μL/孔），37 ℃下

温育 30 min，洗板 3 遍后拍干；加 100 µL 二抗，37 ℃下

温育 30 min，洗板 4遍后拍干；加 100 µL底物和 50 µL显

色剂，37 ℃下温育 30 min，加 50 µL 终止液。而后，分

别于450 nm和630 nm波长下读取D值。

2.5 试剂盒的批内精密度和批间精密度的检测分析

采用精密度参考品对试剂盒进行精密度分析，结果

（表 2）显示，精密度参考品的批内CV均小于 15%，即试

剂盒的批内精密度较好；精密度参考品的批间CV均小于

20%，即试剂盒的批间精密度亦较好。

2.6 试剂盒的敏感性和特异性的检测分析

采用试剂盒对 40份钩体病患者血清、50份其他感染

类疾病患者血清、50份健康对照者血清进行检测，并于

MAT检测的结果进行比对。结果显示，试剂盒的临床样

本检测敏感性为 95.0%、临床样本检测特异性为 95.0%；

经统计分析，试剂盒的分析敏感性为 91.1%、分析特异性

为97.9%、符合率为95.7%。具体数据见表3、4。

2.7 实际储存条件下试剂盒的稳定性评估

基于稳定性评估中各个检测时间点的数据较多，且ELISA

试剂盒有效期的一般要求为2~8 ℃下稳定12个月，因此本

研究仅针对2~8 ℃条件下存放12个月后的试剂盒稳定性数

据进行展示。对每批试剂盒的多个技术指标进行评估，结

果显示，3批试剂盒的阴、阳性对照品D（450 nm/630 nm）

（表 5）、阳性参考品的真阳性率、阴性参考品的真阴性率

（表6）及灵敏度参考品D（450 nm/630 nm）（分别为0.121、

0.123和0.110）、批内CV（表7）均符合要求；继而表明，

在上述条件下该试剂盒的稳定性良好。

在 2~8 ℃条件下对存放 14个月后的试剂盒稳定性进

行检测，结果显示其各项技术指标仍较好（数据略）；而

存放 18 个月后，3 批试剂盒对弱阳性精密度参考品检测

的批内CV均超过 15% （分别为 15.2%、18.1%和 17.9%），

即批内精密度不符合要求（数据略）。

2.8 加速稳定条件下试剂盒的稳定性评估

加速条件下对试剂盒的稳定性进行测评，结果（表8）显

示加速6 d后试剂盒的阳性对照品D（450 nm/630 nm） /阴性

对照品D（450 nm/630 nm）=10.42、弱阳性对照品D（450 nm/

630 nm） /阴性对照品D（450 nm/630 nm）=3.15，阳性参考

品的真阳性率和阴性参考品的真阴性率均为100%，灵敏度

参考品D（450 nm/630 nm）不小于0.1，均符合试剂盒稳定

性要求。

37 ℃加速 6、7 d 后，采用 3 份精密度参考品（强阳

性、阳性和弱阳性）检测试剂盒的精密度，显示试剂盒

的批内 CV 均低于 15%；而加速 8 d 后试剂盒对弱阳性精

密度参考品的批内CV为18.7%，即为不合格（表9）。

表2 试剂盒的批内精密度及批间精密度检测结果

Tab 2 Results of intra and inter batch precision test of the kit

Reference for internal control of the kit

Weak positive reference

Strong positive reference

Intra batch precision

Average D（450 nm/630 nm）

0.349

1.518

SD

0.032

0.053

CV/%

9.18

3.49

Inter batch precision

Average D（450 nm/630 nm）

0.396

1.614

SD

0.053

0.081

CV/%

13.38

5.02

表 3 试剂盒检测钩体病患者、其他感染类疾病患者及健康对照者的血清

样本的结果

Tab 3 Results of serum samples from patients with leptospirosis，patients

with other infectious diseases and healthy controls detected by the kit

Serum sample

Leptospirosis patients/n

Other infectious diseases patients/n

Healthy controls/n

Positive

True

Positve

38

‒

‒

Faulse

Positve

‒

3

2

Negative

True

Negative

‒

47

48

Faulse

Negative

2

‒

‒

表4 试剂盒检测结果与MAT检测结果的比较（N=140）

Tab 4 Comparison of kit test results and MAT test results（N=140）

Kit test result

Positive/n

Negative/n

Total/n

MAT test result

Positive/n

41

4

45

Negative/n

2

93

95

Total/n

43

97

140

表5 2~8 ℃条件下存放12个月后3批试剂盒检测阳性、阴性对照品的结果

Tab 5 Results of positive and negative internal control detected by three

batches of the kit after storage for 12 months at 2-8 ℃

Internal control of the kit

and its detection index

Control

Positive control

Weak positive control

Negative control

Detection Index

Positive/Negative

Weak positive/Negative

D（450 nm/630 nm）

The first batch

0.647

0.195

0.062

10.44

3.15

The second batch

0.612

0.204

0.082

7.46

2.49

The third batch

0.682

0.212

0.054

12.63

3.93
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表 6 2~8 ℃下存放12个月后3批试剂盒检测阴性、阳性参考品的结果及判断

Tab 6 Results and evaluation of the coincidence rate of negative and positive reference for internal control detected by three batches of the kits after storage for

12 months at 2‒8 ℃

Reference for internal

control of the kit

Positive reference 1

Positive reference 2

Positive reference 3

Positive reference 4

Positive reference 5

Negative reference 1

Negative reference 2

Negative reference 3

Negative reference 4

Negative reference 5

Critical reference

The first batch

D（450 nm/630 nm）

0.245

1.295

0.327

0.601

0.738

0.105

0.112

0.117

0.085

0.067

0.195

Negative or positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

The second batch

D（450 nm/630 nm）

0.229

1.324

0.307

0.549

0.695

0.085

0.122

0.109

0.106

0.075

0.204

Negative or positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

The third batch

D（450 nm/630 nm）

0.263

1.378

0.396

0.587

0.785

0.115

0.096

0.118

0.096

0.086

0.212

Negative or positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

Note: N/A—not applicable; + —positive; － —negative.

表 7 2~8 ℃下存放12个月后3批试剂盒的批内精密度检测结果

Tab 7 Intra batch precision results of three batches of the kits after storage for 12 months at 2‒8 ℃

Kit batch

The first batch

The second batch

The third batch

Precision reference for internal control of the kit

Weak positive precision reference

Positive precision reference

Strong positive precision reference

Weak positive precision reference

Positive precision reference

Strong positive precision reference

Weak positive precision reference

Positive precision reference

Strong positive precision reference

Intra batch precision

Average D（450 nm/630 nm）

0.255

0.731

1.317

0.238

0.695

1.183

0.265

0.753

1.366

SD

0.025

0.047

0.050

0.026

0.050

0.065

0.027

0.058

0.088

CV/%

9.79

6.47

3.77

11.08

7.18

5.47

10.08

7.74

6.46

表 8 加速实验前、后试剂盒检测阴性、阳性参考品的结果及判断

Tab 8 Results and evaluation of negative and positive reference for internal control detected by kit before and after accelerated experiment

Reference for internal

control of the kit

Positive reference 1

Positive reference 2

Positive reference 3

Positive reference 4

Positive reference 5

Negative reference 1

Negative reference 2

Negative reference 3

Negative reference 4

Negative reference 5

Critical reference

Before accelerated experiment

D（450 nm/

630 nm）

0.279

1.519

0.458

0.792

0.963

0.102

0.154

0.062

0.134

0.057

0.225

Negative or

positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

6 d after accelerated experiment

D（450 nm/

630 nm）

0.231

1.324

0.349

0.527

0.719

0.092

0.124

0.085

0.106

0.057

0.186

Negative or

positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

7 d after accelerated experiment

D（450 nm/

630 nm）

0.222

1.015

0.243

0.412

0.623

0.076

0.098

0.065

0.09

0.032

0.178

Negative or

positive

＋

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

8 d after accelerated experiment

D（450 nm/

630 nm）

0.139

0.459

0.204

0.319

0.510

0.098

0.010

0.076

0.123

0.045

0.172

Negative or

positive

－

＋

＋

＋

＋

－

－

－

－

－

N/A

Note: N/A—not applicable; + —positive; － —negative.
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2.9 试剂盒开封后的稳定性检测

将试剂盒开封后于 2~8 ℃条件下存放 6个月，并对其

稳定性进行检测。结果显示，试剂盒的阳性对照品

D （450 nm/630 nm） /阴性对照品 D （450 nm/630 nm）、

弱阳性对照品D（450 nm/630 nm） /阴性对照品D（450 nm/

630 nm）、阳性参考品的真阳性率、阴性参考品的真阴性

率、灵敏度参考品D （450 nm/630 nm）、批内精密度均符

合要求合格，即在开封后 6个月试剂盒依然有效。具体数

据略。

3 讨论

目前，国外已有将钩体保守的OMPs用于钩体感染患

者行血清抗体检测［8］、将提纯的钩体抗原用于感染犬的

血清学抗体检测［9］等的相关研究，但上述研究并未在临

床上广泛应用；而在国内，类似上述研究仍处于起步阶

段［10-11］。研究［12-13］显示，针对血清样本中的钩体特异性

核酸常采用 PCR 进行检测，但该方法对仪器设备、样本

预处理的要求较高，且检测时间较长。截至目前，钩体

培养法和MAT仍是诊断和监测钩体病的金标准［3， 14］。其

中，钩体培养法需在生物安全实验室中，对钩体活菌培

养 2 周以上［1］；MAT 则需将活的钩体标准株与感染者血

清进行孵育培养，且需在暗视野显微镜下长时间观

察［15］。因此，该 2种方法均无法对人群行大规模的快速

筛查，亦无法对钩体病行早期诊断。

近期，本研究对国家药品监督管理局的医疗器械数

据库进行检索后发现，目前国内尚无已获得医疗器械注

册许可证的钩体感染诊断试剂应用于医疗机构的钩体感

染检测。在国外，钩体感染商品化检测试剂盒主要有

Lepto-LAT、Lepto Rapid Test、Lepto Dri Dot Test，而上

述试剂盒均未在国内上市。

目前，国外实验室较常采用 ELISA 对钩体患者血清

的特异性抗体进行检测，但由于检测使用的钩体抗原存

在地区流行差异，国外 ELISA 试剂盒对我国的钩体感染

检测效果并不理想。在本研究中，我们选择国内钩体流

行株中高度保守的 OMPs［7］的重组蛋白作为包被抗原，

并采用间接 ELISA 检测钩体感染者血清样本中的 IgG 抗

体。结果显示，我们研制的钩体特异性抗体间接 ELISA

检测试剂盒的物理性状、阴性符合率、阳性符合率、灵

敏度、精密性、稳定性等的技术指标表现良好，符合定

性检测试剂盒的技术要求；稳定性测试结果表明，3批试

剂盒的稳定性均达到 12个月以上。同时，该试剂盒的检

测结果准确、可靠，能够在 2~3 h内完成对上百份样本的

检测，操作快速、简便，因此其可适用于国内临床检验

科室、临床实验室及疾控中心等的钩体病辅助诊断、钩

体病防控哨点监测及流行病学调查。
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Positive precision reference

Strong positive precision reference

Weak positive precision reference

Positive precision reference

Strong positive precision reference
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近日，上海交通大学医学院附属第九人民医院眼科范先群教授团队首次发现氮掺杂石墨烯量子点 （nitrogen-

doped carbon dots，N-CDs） 可与肿瘤有氧糖酵解代谢中间产物氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 （nicotinamide

adenine dinucleotide，NAD+） 通过荧光共振能量转移实现荧光增强，并开发了基于 N-CDs 的肿瘤荧光成像新技

术。该研究发现N-CDs可特异性对玻璃体、尿液和血液中的肿瘤细胞进行荧光捕捉，而脱落的上皮细胞和红细胞

等无荧光信号。这种差异化荧光标记对于目标人群的视觉系统、消化系统和泌尿系统肿瘤筛查具有重要的临床价

值。该技术成功应用于肿瘤细胞甄别、肿瘤微小病灶检测和临床样本肿瘤细胞筛查，对于肿瘤早期诊断、早期干

预和肿瘤可视化研究具有重要意义。研究结果于2021年1月在线发表于Advanced Materials。

上海交通大学医学院附属第九人民医院范先群教授团队开发用于恶性肿瘤

早期诊断的肿瘤荧光成像新技术
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