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光激化学发光免疫分析技术在仙台病毒检测中的应用

常摇 慧员袁高摇 伟圆袁张江义圆袁向志光员袁魏摇 强员

渊员援 中国医学科学院北京协和医学院医学实验动物研究所袁北京摇 员园园园圆员曰圆援 北京市中关村医院袁北京摇 员园园员怨园冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 应用光激化学发光免疫分析技术渊粤造责澡葬蕴陨杂粤冤建立仙台病毒检测方法遥 方法 摇 通过方阵实

验筛选仙台病毒 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测的 佳抗原浓度以及供体微珠与受体微珠的 佳受试浓度及比例袁对大鼠血清进

行测试袁确立血清检测浓度曰对 源园 份大鼠血清分别使用 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测方法和 耘蕴陨杂粤 检测方法进行检测袁并对检测

结果进行比较遥 结果 摇 生物素化标记的仙台病毒多肽类抗原的 佳测试浓度为 圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴袁供体微珠与受体微珠

的 佳比例为 员院员袁使用浓度为 圆园 滋早 辕 皂蕴袁在 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测方法中大鼠血清测试 佳使用浓度 员院员园园园园曰共检测

源园 份大鼠血清袁耘蕴陨杂粤 方法检出阳性 苑 份袁阳性率为 员苑郾 缘豫 袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 方法检出阳性 愿 份袁阳性率为 圆园郾 园豫 袁
耘蕴陨杂粤 检测阳性的 苑 份血清经 粤造责澡葬蕴陨杂粤 方法检测均为阳性袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 检出的另外一份样品经 陨云粤 方法验证为阳

性遥 结论 摇 初步建立了仙台病毒光激化学发光免疫分析技术渊粤造责澡葬蕴陨杂粤冤的检测方法袁该方法敏感性堪比经典

耘蕴陨杂粤 方法袁且血清样本的用量减少袁无需洗涤等步骤袁在方法的简并性及准确性上有一定优势遥
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摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻摇 栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 贼澡藻 葬皂责造蚤枣蚤藻凿 造怎皂蚤灶藻泽糟藻灶贼 责则燥曾蚤皂蚤贼赠 澡燥皂燥早藻灶藻燥怎泽 葬泽泽葬赠渊粤造责澡葬蕴陨杂粤冤 枣燥则 贼澡藻
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泽燥皂藻 葬凿增葬灶贼葬早藻泽 蚤灶 凿藻早藻灶藻则葬糟赠 葬灶凿 葬糟糟怎则葬糟赠援
揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 杂藻灶凿葬蚤 增蚤则怎泽曰粤造责澡葬蕴陨杂粤

摇 摇 仙台病毒渊泽藻灶凿葬蚤 增蚤则怎泽袁杂灾 冤是啮齿类实验动物

常见的感染性病原体袁对实验动物自身有一定危

害咱员暂 袁同时干扰动物实验研究咱圆暂 遥 因此在国内外的

实验动物繁殖和使用机构袁仙台病毒是啮齿类等实

验动物的必需排查的病毒咱猿 原 源暂 遥
目前袁国内外对于仙台病毒的检测多采用血清

学的检测方法袁包括间接免疫荧光渊陨云粤冤尧酶联免疫

吸附试验 渊 耘蕴陨杂粤冤 以及多通道荧光免 疫 分 析

渊皂怎造贼蚤责造藻曾藻凿 枣造怎则燥皂藻贼则蚤糟 蚤皂皂怎灶藻 葬泽泽葬赠袁酝云陨粤冤 等方

法遥 然而这些方法仍存在一些问题院仙台病毒天然

抗原存在与其他病原体的交叉抗原袁影响了检测技

术的特异性咱缘暂 曰荧光检测受到激发荧光背景值的影

响袁影响其特异性和敏感性曰在现有的固相免疫和

酝云陨粤 等方法中均存在多次洗涤步骤袁增加了检测

体系的不确定性遥
与仙台病毒全病毒颗粒相比袁多肽抗原的敏感

性堪比 耘蕴陨杂粤 检测方法袁其特异性更好袁是仙台病

毒检测较好的线性抗原咱愿暂 遥
光 激 化 学 发 光 免 疫 分 析 技 术 渊 葬皂责造蚤枣蚤藻凿

造怎皂蚤灶藻泽糟藻灶贼 责则燥曾蚤皂蚤贼赠 澡燥皂燥早藻灶藻燥怎泽 葬泽泽葬赠袁粤造责澡葬蕴陨杂粤冤
是近年来新近开发的一种基于增强化学发光的均

相免疫检测技术袁在其检测体系中存在着 源 类元件院
待检样品 月曰与待检样品可特异结合的已知纯化制

品 粤曰供体微珠袁标记识别 粤 分子曰受体微珠袁标记识

别 月 的分子遥 粤 与 月 的特异性识别将供体微珠和

受体微珠的距离拉近袁用 远愿园 灶皂 的激光激发供体微

珠产生大量的单线态氧分子袁这些分子将能量传递

到受体微珠袁从而诱导其波长 远员缘 灶皂 的发射峰袁光
信号的强度在一定范围反映反应体系中 粤尧月 的特

异结合咱远 原 苑暂 遥
本研究利用前期实验筛选出的多肽抗原咱愿暂 初

步建立了仙台病毒的光激化学发光免疫分析技术

渊粤造责澡葬蕴陨杂粤冤检测方法袁在方法的简并性及准确性

上有一定优势袁为进一步研究仙台病毒检测提供

基础遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 材料和试剂

粤造责澡葬蕴陨杂粤 样品稀释液袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 杂贼则藻责贼葬增蚤凿蚤灶
阅燥灶燥则 遭藻葬凿泽袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 葬灶贼蚤鄄砸葬贼 陨早郧 粤糟糟藻责贼燥则 遭藻葬凿泽袁
猿愿源 孔微孔板均购于美国 孕藻则噪蚤灶耘造皂藻则 公司袁检测仪

为美国 孕藻则噪蚤灶耘造皂藻则 的 耘灶泽责蚤则藻 多标记微孔板检测

系统遥
生物素化仙台病毒多肽参照之前方法制备袁并

增加生物素化标记咱愿暂 遥 大鼠阳性血清为仙台病毒

免疫血清袁大鼠阴性血清为 杂孕云 大鼠仙台病毒阴性

血清遥
员郾 圆摇 实验方法

员郾 圆郾 员 摇 预实验初步确定抗原和血清稀释度 将

粤造责澡葬蕴陨杂粤 遭怎枣枣藻则 稀释至工作浓度袁作为样品稀释

液袁选总体系为 圆园 滋蕴遥 抗原浓度分别为 员园园 灶皂燥造 辕
蕴袁缘园园 灶皂燥造 辕 蕴 和血清使用浓度 员颐 员园园袁员颐 员园园园袁供体

微珠和受体微珠比例 员颐 员进行预实验遥
员郾 圆郾 圆摇 佳供体微珠和受体微珠比例的确定摇 用

抗原浓度 员园园 灶皂燥造 辕 蕴袁血清浓度 员颐 员园园袁分别用供体

受体微珠比例为 源颐 员袁员 颐 员袁员 颐 圆袁员 颐 源比例进行检测袁
分析检测信号值袁确定 适比例遥
员郾 圆郾 猿摇 粤造责澡葬蕴陨杂粤 抗原尧血清 佳使用浓度的确定

摇 将 粤造责澡葬蕴陨杂粤 遭怎枣枣藻则 稀释至工作浓度袁作为样品稀

释液袁选总体系为 圆园 滋蕴遥 为了确定抗原及血清的

佳使用浓度袁将抗原稀释终浓度为 园郾 苑缘 灶皂燥造 辕 蕴袁
苑郾 缘 灶皂燥造 辕 蕴袁苑缘 灶皂燥造 辕 蕴袁圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴袁缘园园 灶皂燥造 辕 蕴曰血
清终浓度 员颐 员园袁员颐 员园园袁员颐 员园园园袁员颐 员园园园园 稀释袁抗原

和血清各 缘 滋蕴袁并作空白对照袁加入 猿愿源 孔板中袁同
时加入 缘 滋蕴 浓度为 愿园 滋早 辕 皂蕴袁终浓度为 圆园 滋早 辕 皂蕴
的受体微珠袁员园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员 皂蚤灶 后 猿苑益孵育 远园
皂蚤灶袁避光加入供体微珠 缘 滋蕴袁终浓度为 圆园 滋早 辕 皂蕴袁
员园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员 皂蚤灶 后 猿苑益孵育 远园 皂蚤灶 后置于

耘灶泽责蚤则藻 多标记微孔板检测系统上检测信号值遥
员郾 圆郾 源摇 耘蕴陨杂粤 和 陨云粤 检测方法 摇 大鼠仙台病毒

耘蕴陨杂粤 检测方法参见本实验室制备的仙台病毒

耘蕴陨杂粤 抗体检测试剂盒检测方法咱员园暂 遥 陨云粤 方法采

用实验动物国家标准推荐方法咱猿 原 源暂 遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 预实验初步确定抗原和血清稀释度

用抗原浓度 员园园 灶皂燥造 辕 蕴袁血清浓度 员颐 员园园 时阳

性对照血清和阴性对照血清信号值比值 高遥
圆郾 圆摇 最佳供体微珠和受体微珠比例的确定

在上述预实验条件下袁分别用供体受体微珠比

例为 源颐 员袁员颐 员袁员 颐 圆袁员 颐 源进行检测袁在供体受体比例

为 员颐 员时袁阴性血清信号值 低袁且阳性血清与阴性
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血清信号值比值 高袁 终确定供体受体比例为 员颐
员渊圆园 滋早 辕 皂蕴院圆园 滋早 辕 皂蕴冤渊图 员冤遥

图 员摇 生物素化仙台病毒多肽

粤造责澡葬蕴陨杂粤 供体受体 佳比例的确定

云蚤早援 员摇 栽澡藻 燥责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 凿燥灶燥则 辕 葬糟糟藻责贼燥则 则葬贼蚤燥 枣燥则
杂灾 遭蚤燥鄄责藻责贼蚤凿藻 粤造责澡葬蕴陨杂粤 葬泽泽葬赠

注院多肽使用浓度为 葬援 园郾 苑缘 灶皂燥造 辕 蕴曰遭援 苑郾 缘 灶皂燥造 辕 蕴曰糟援 苑缘 灶皂燥造 辕 蕴曰凿援 圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴曰藻援 缘园园 灶皂燥造 辕 蕴遥
图 圆摇 生物素化仙台病毒多肽 粤造责澡葬蕴陨杂粤 佳抗原和血清使用浓度的确定

云蚤早援 圆摇 栽澡藻 责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶 燥枣 贼澡藻 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 燥枣 葬灶贼蚤早藻灶 葬灶凿 贼澡藻 泽藻则怎皂 憎燥则噪蚤灶早 糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 枣燥则 杂灾 遭蚤燥鄄责藻责贼蚤凿藻 粤造责澡葬蕴陨杂粤 葬泽泽葬赠

圆郾 猿摇 最佳抗原使用浓度和最佳血清使用浓度的确定

将抗原稀释终浓度为 园郾 苑缘 灶皂燥造 辕 蕴袁苑郾 缘 灶皂燥造 辕
蕴袁苑缘 灶皂燥造 辕 蕴袁圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴袁缘园园 灶皂燥造 辕 蕴曰血清终浓度

员颐 员园袁员颐 员园园袁员 颐 员园园园袁员 颐 员园园园园 稀释袁比较不同浓度

时的信号值遥 结果显示院在抗原浓度为 苑缘 灶皂燥造 辕 蕴
时袁抗原与阳性血清具有较好的特异性反应袁阴性

血清信号值维持在较稳定的水平袁且随着抗原终浓

度的增加袁信号值呈上升趋势袁进而优化抗原终浓

度为 圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴袁缘园园 灶皂燥造 辕 蕴袁在抗原终浓度为 缘园园
灶皂燥造 辕 蕴 时袁阴性对照信号值有明显增高袁确定抗原

用量终浓度为 圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴袁圆缘园 灶皂燥造 辕 蕴 时袁血清终浓

度 员颐 员园袁员颐 员园园袁员颐 员园园园袁员颐 员园园园园 稀释时袁阳性对照

和阴性对照血清信号值比值均在有效范围内袁但是

为了减少血清用量袁选择血清终浓度为 员颐 员园园园园 进

行后续实验遥
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圆郾 源摇 粤造责澡葬蕴陨杂粤 方法与 耘蕴陨杂粤 检测方法的比较

共检测大鼠血清 源园 份袁耘蕴陨杂粤 检测出阳性血清

苑 份袁大鼠样品中检出仙台病毒的阳性率为 员苑郾 缘豫 袁
粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测中袁以检测值 辕阴性对照值逸圆郾 员 为

判断标准袁检出阳性血清 愿 份袁阳性率为 圆园郾 园豫 袁
耘蕴陨杂粤 阳性的 苑 份血清经 粤造责澡葬蕴陨杂粤 方法检测均为

阳性袁如图 猿 所示袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 检出的另外一份阳性

样品经 陨云粤 方法验证为阳性遥

注院葬援 耘蕴陨杂粤 检测结果曰遭援 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测结果遥
图 猿摇 耘蕴陨杂粤 与 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测方法的比较

云蚤早援 猿摇 栽澡藻 糟燥皂责葬则蚤泽燥灶 燥枣 耘蕴陨杂粤 葬灶凿 粤造责澡葬蕴陨杂粤 葬泽泽葬赠援 葬援 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 燥枣 贼澡藻 耘蕴陨杂粤 葬泽泽葬赠曰 遭援 栽澡藻 则藻泽怎造贼泽 燥枣 贼澡藻 粤造责澡葬蕴陨杂粤 葬泽泽葬赠
猿摇 讨论

粤造责澡葬蕴陨杂粤 技术是一种基于微珠的化学发光的

新型均相检测技术袁与目前被广泛使用的传统的
耘蕴陨杂粤 技术相比具有更高的精确性尧灵敏度尧均一

性尧背景低尧无需洗涤尧广泛的动态检测范围以及样

本需求量极少等优点咱缘 原 苑暂 袁粤造责澡葬蕴陨杂粤 是均相技术袁
无洗涤步骤袁操作简单曰长波长激发袁短波长检测袁
减低了反应背景曰单体氧信号强袁灵敏度高曰单个微

珠可结合 圆园园 耀 猿园园 个抗体袁可进行低亲和力生物分

子的检测袁检测动态范围较宽曰反应体系小袁样品用

量少遥 该技术可用于多种组织尧细胞来源的生物分

子的检测袁如细胞因子尧抗原抗体的检测尧蛋白相互

作用及蛋白质与核酸相互作用的检测以及药物分

析等研究遥 国外已有使用 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测炭疽芽胞

杆菌的报道咱苑暂 遥
与仙台病毒全病毒颗粒相比袁多肽抗原的敏感

性堪比 耘蕴陨杂粤 检测方法袁其特异性更好袁是仙台病
毒检测较好的线性抗原咱愿 原 怨袁员员暂 遥 本研究采用生物素

化多肽作为抗原袁在对抗原和血清等条件进行优化

后袁初步建立了 粤造责澡葬蕴陨杂粤 检测技术袁并与 耘蕴陨杂粤 检

测方法进行了比较研究袁结果显示袁该方法在检测

敏感度尧简便性上依靠 粤造责澡葬 技术特有的均相荧光

检测技术较之目前常用的 耘蕴陨杂粤 等方法有所提高袁
而且减少了血清样本的用量袁不用洗涤等步骤袁和
传统方法相比具有一定优势袁为进一步研究仙台病

毒检测提供基础遥
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