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解脲支原体金标免疫层析检测试剂盒的研制
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摘要：目的　研制一种解脲支原体（Ｕｕ）胶体金免疫层析试剂盒，用于临床快速检测、流行病学调查。方法　原核

表达解脲支原体 ＭＢ（Ｕｕ－ＭＢ）蛋白，制备Ｕｕ－ＭＢ单抗后胶体金标记，采用双抗体夹心法制备试剂盒，评价试剂盒

的特异性、敏感性、稳定性及符合率。结果　对Ｕｕ阳性培养物和 Ｕｕ－ＭＢ具有良好特异性；３７℃放置１２ｄ质量

稳定；试剂盒与（Ｕｕ）支原体分离鉴别管的检测阳性率分别为２９．５９％和７１．４２％；Ｕｕ金标检测试剂盒与Ｕｕ分离

鉴别管的阳性、阴性符合率为４１．２８％、１００．０％；Ｕｕ分离鉴别管培养物经ＰＣＲ鉴定，两者的阳性、阴性符合率为

１００％、７５．６５％。结论　研制的试剂盒操作简便，具有特异性强、敏感性高等特点，是一种适宜普及推广的 Ｕｕ感

染检测产品。
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　　解脲支原体（Ｕｕ）不仅能引起广泛的泌尿生殖
系统感染，非淋菌性尿道炎，导致不孕不育，还与胎
儿的羊膜早破、产、围产期病态和病死率及新生儿呼
吸道疾病相关［１－６］。解脲支原体还可引起男性非淋
菌性尿道炎、慢性前列腺炎和附睾炎及男性不
育［７－１１］。本研究旨在应用基因工程技术原核表达

ＭＢ抗原Ｎ端蛋白，应用单克隆抗体技术制备高性
能Ｕｕ－ＭＢ单克隆抗体，应用金标免疫层析技术研
制一种双抗体夹心－胶体金免疫层析检测试剂盒，

现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与质粒　大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１
（ＤＥ３）细胞，表达质粒ｐＥＴ３０ａ由中国农业科学院
兰州兽医研究所提供；解脲支原体３型 ＭＢ抗原Ｎ
端基因（３３６ｂｐ）从 ＮＣＢＩ　Ｇｅｎｂａｎｋ下载，基因两端
分别添加ＥｃｏＲＩ和ＸｈｏＩ酶切位点，由上海生物工
程技术服务有限公司合成构建至表达载体ｐＥＴ３０ａ
上。

１．１．２　工具酶及主要试剂　工具酶，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶均 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司；异 丙 基 硫 代 半 乳 糖
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（ＩＰＴＧ）、卡那霉素等购自上海生物工程技术服务有
限公司；氯金酸（ＡｕＣｌ３·ＨＣｌ·４Ｈ２Ｏ）、ＨＴ液（Ｈ：
胸腺嘧啶核苷；Ｔ：次黄嘌呤）、Ａ液（氨基喋吟）、聚
乙二醇（ＰＥＧ－１０００）、鼠源单克隆抗体同型试剂盒为

Ｓｉｇｍａ公司产品；硝酸纤维素膜（ＮＣ）为ＰＡＬＬ有限
公司产品；牛血清白蛋白为上海洛神生物有限公司
产品；新生胎牛血清由兰州民海生物技术公司提供；

ＤＭＥＭ干粉培养基（Ｇｉｂｉｃｏ）和羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ由
北京博奥森生物制品公司提供；Ｂａｌｂ／ｃ小鼠由兰州
大学基础医学院实验动物室提供；ＳＰ２／０细胞由甘
肃省医学科学院医学生物技术研究中心提供。

１．１．３　解脲支原体培养试剂盒　（Ｕｕ）支原体分离
鉴别管，珠海市银科医学工程有限公司产品，批号：

１１０８１６１，１１０６２９１。

１．１．４　解脲支原体 ＭＢ基因ＰＣＲ引物　由苏州金
唯智生物科技有限公司设计合成。

１．１．５　临床样本　１９６份生殖道分泌物棉拭子采
自甘肃妇幼保健医院门诊９８个病例（每个病例采双
份）。

１．１．６　参照抗原及其他微生物　重组沙眼衣原体

ＭＯＭＰ蛋白由课题单位表达；沙眼衣原体阳性培养
物和阴性培养物由杭州正知生物技术公司提供；解
脲支原体阳性培养物和阴性培养物，大肠杆菌、沙门
氏菌、志贺氏菌和李斯特杆菌培养物由课题单位实
验室提供。

１．２　方法

１．２．１　解脲支原体 ＭＢ蛋白原核表达纯化及单克
隆抗体制备　根据ＮＣＢＩ　Ｇｅｎｂａｎｋ解脲支原体３型

ＭＢ抗原Ｎ端１／３保守区序列合成目的基因，亚克
隆至ｐＥＴ３０ａ，重组质粒转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３），

ＩＰＴＧ诱导表达，Ｎｉ－ＮＴＡ纯化，免疫印迹技术检测

ＭＢ蛋白的免疫活性。纯化的解脲支原体 ＭＢ蛋白
免疫Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，取免疫小鼠脾细胞与ＳＰ２／０细胞
进行ＰＥＧ融合，ＨＡＴ筛选阳性细胞孔，有限稀释
法获得单克隆阳性株，阳性细胞株注射小鼠腹腔制
备腹水单克隆抗体，硫酸铵沉淀和凝胶层析纯化抗
体，鼠源单克隆抗体同型试剂盒鉴定抗体亚类，叠加
实验分析抗体的抗原结合位点。

１．２．２　胶体金制备及金标检测试剂盒制备　用超
纯水配制１％的氯金酸溶液，煮沸后按１．５ｍｌ／

１００ｍｌ比例加入１％的柠檬酸三钠溶液，继续煮１５
ｍｉｎ，冷却得到胶体金溶液。用０．２ｍｏｌ／Ｌ　Ｋ２ＣＯ３
调胶体金溶液ｐＨ 值至８．４，在磁力快速搅拌下加

Ｕｕ－ＭＢ单抗（１Ｂ１），１．２ｍｇ／１００ｍｌ，持续搅拌１５
ｍｉｎ，按２５０ｍｇ／１００ｍｌ加入牛血清白蛋白，继续搅

拌５ｍｉｎ，２　０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃沉淀，上清
按１０　０００ｒｐｍ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃上清，沉淀物溶
于稀释液中（０．０１ＭｐＨ７．４Ｔｒｉｓ～ＨＣｌ，含５０ｍｇ／

１００ｍｌ分子量２０　０００的聚乙二醇），比例为１０ｍｌ／

１００ｍｌ。金标单抗溶液浸泡玻璃纤维，２５℃干燥备
用。用０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．４ＰＢＳ稀释Ｕｕ－ＭＢ单抗
（４Ａ１１）和羊抗鼠ＩｇＧ 抗体，浓度为１ｍｇ／ｍｌ，用

ＺＸ－１０００型点膜仪在硝酸纤维素膜上包被检测线和
控制线，包被量为１μｌ／ｃｍ，３７℃干燥。在ＰＶＣ塑
料板上依次粘附硝酸纤维素膜、吸样玻璃纤维垫、浸
金玻璃纤维垫、吸水滤纸，用专用切刀切成０．３×８
ｃｍ的条，组装于专用塑料卡盒内组成金标检测卡，
加干燥剂用铝箔袋密封独立包装备用。

１．２．３　特异性和敏感性测试　用 Ｕｕ－ＭＢ金标检
测卡检测工程表达 Ｕｕ－ＭＢ蛋白，解脲支原体培养
物，解脲支原体空白培养液，重组沙眼衣原体

ＭＯＭＰ蛋白，沙眼衣原体细胞培养液，重组人型支
原体Ｌｍｐ１蛋白，大肠杆菌液、沙门氏菌液、李斯特
杆菌液和志贺氏菌培养液。以０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．２
ＰＢＳ按８０、６０、４０、２０、１０、５、２．５、１μｇ／ｍｌ至５００、

２００、１００、５０、３０ｎｇ／ｍＬ稀释重组 Ｕｕ－ＭＢ蛋白，用

Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡进行检测。检测时先在检测
卡加样孔加入１０μｌ检测样品，再加入１００μｌ样品
稀释液，３～５ｍｉｎ后观察结果，２０ｍｉｎ内检测结果
有效。阳性结果：结果显示窗Ｔ和Ｃ处同时出现两
条红色线；阴性结果：只在Ｃ处出现一条红色线，Ｔ
处不显色；无效结果：Ｔ和Ｃ处均不显色。样品稀
释液为０．０１ｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ７．２ＰＢＳ。

１．２．４　重复性测试　分别取解脲支原体培养物和
空白培养液３份，用Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡测试，每份
样本重复测试１０次。

１．２．５　稳定性试验　将 Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡条置

３７℃，分别于第３、５、７、９和１２天取检测卡分别检
测解脲支原体培养物和空白培养液１０份。

１．２．６　Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡与培养法　分别用Ｕｕ－
ＭＢ金标检测卡和（Ｕｕ）支原体分离鉴别管对９８份
生殖道拭子样本同时进行检测。将采自每个病例的

２份样本，一份用于培养，另一份用于金标检测，对
（Ｕｕ）支原体分离鉴别管培养物进行ＰＣＲ复核检
测。金标检测按上述方法进行检测和结果判定，培
养法按试剂盒说明书进行操作；ＰＣＲ所使用的 Ｕｕ－
ＭＢ 通 用 引 物：ＵＭＳ－１２５（５′ＧＴＡＴＴＴＧＣＡＡＴＣＴＴ－
ＴＡＴＡＴＧＴＴＴＴＣ－３′） ，ＵＭＡ２２６ （５′ＣＡＧＣＴＧＡＴＧＴＡ－

ＡＧＴＧＣＡＧＣＡＴＴＡＡＡＴＴＣ－３′）；ＰＣＲ 条件：９４ ℃ １０
ｍｉｎ，９４℃１ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，７２℃１０
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ｍｉｎ，共３０个循环。１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增
产物。

２　结　果

２．１　 Ｕｕ－ＭＢ蛋白原核表达及纯化　解脲支原体３
型 ＭＢ抗原Ｎ端基因通过酶切位点ＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ将
其构建到ｐＥＴ３０ａ，获得重组质粒ｐＥＴ３０ａ－ＭＢ，测序
及序列对比分析结果准确。重组表达质粒转化大肠
杆菌ＢＬ２１细胞，经１ｍＭ　ＩＰＴＧ诱导，成功表达出

ＭＢ抗原 Ｎ端融合蛋白，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析，
其分子量大约为１６ｋＤａ（含载体部分约５．７ｋＤａ），与
预期值相符。目的蛋白在细胞中以可溶形式存在，
见图１。

注：Ｍ．蛋白分子量标准；１．未诱导的转化菌；２．ＩＰＴＧ诱导后的

　 转化菌；３．超声破碎后上清；４．２Ｍ尿素洗涤沉淀；

　 ５．２Ｍ尿素洗涤沉淀；６．８Ｍ尿素溶解沉淀。

图１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析 ＭＢ抗原Ｎ端蛋白在Ｅ．ｃｏｌｉ

ＢＬ２１中的表达情况

Ｆｉｇｕｒｅ　１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｎ－ｅｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ＭＢ　ａｎｔｉ－

ｇｅｎ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１

２．２　Ｕｕ－ＭＢ单克隆抗体制备　经融合、克隆筛选，
共获得３株能稳定分泌 Ｕｕ－ＭＢ单克隆抗体的杂交
瘤细胞株：１Ｂ１、４Ａ１１和４Ｆ１２。三株杂交瘤细胞株
的小鼠腹水效价均在１．６×１０６ 以上，其抗体亚类均
为ＩｇＧ１，抗原结合位点配对分析显示１Ｂ１和４Ａ１１
的叠加率可达７７％，见表１。

表１　Ｕｕ金标检测试剂盒与培养法对比检测结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｕｕ　ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｇｏｌｄ

ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｋｉｔ　ａｎｄ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｕｂｅ

金标法
培养法

阳性 阴性 合计

阳性 ２９　 ０　 ２９
阴性 ４１　 ２８　 ６９
合　计 ７０　 ２８　 ９８

２．３　特异性和敏感性　Ｕｕ－ＭＢ金标检测试剂盒检
测结果显示，只有Ｕｕ－ＭＢ蛋白和解脲支原体培养
物检测结果为阳性；解脲支原体空白培养液，重组沙
眼衣原体 ＭＯＭＰ蛋白，沙眼衣原体细胞培养液，重

组人型支原体Ｌｍｐ１蛋白，大肠杆菌液、沙门氏菌
液、李斯特杆菌液和志贺氏菌液检测结果均为阴性。
试剂盒对 Ｕｕ－ＭＢ重组蛋白抗原的最低检测限为

１００ｎｇ／ｍｌ，最高检测限为２０μｇ／ｍｌ。

２．４　重复性　用 Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡检测解脲支
原体培养物３份和空白培养液３份，结果显示每份
样本１０次测定结果一致。

２．５　稳定性　Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡置３７℃，分别于
第３、５、７、９和１２天取检测卡检测解脲支原体培养
物１０份和空白培养液１０份，检测结果保持不变。

２．６　与培养法和ＰＣＲ比较　用Ｕｕ金标检测试剂
盒，Ｕｕ分离鉴别管和ＰＣＲ对９８份生殖道拭子样本
同时进行检测。结果 Ｕｕ－ＭＢ金标检测卡和 Ｕｕ分
离鉴别管检测阳性率分别为２９．５９％和７１．４２％；

Ｕｕ金标检测试剂盒与 Ｕｕ分离鉴别管的阳性符合
率为４１．２８％，阴性符合率为１００．０％，见表２。Ｕｕ
分离鉴别管培养物经ＰＣＲ再检测，两者的阳性符合
率为１００．００％，阴性符合率为７５．６５％，见表３，图

２。

表２　Ｕｕ－ＭＢ单克隆抗体性能分析

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ
ａｇａｉｎｓｔ　Ｕｕ－ＭＢ

项　目 抗体亚类 腹水效价
抗原结合位点叠加率（％）

４Ｆ１２　 ４Ａ１１　 １Ｂ１
１Ｂ１ ＩｇＧ１　 １．２８×１０７　 ３５．２　 ７７ …

４Ａ１１ ＩｇＧ１　 １．２６×１０７　 ４５．２ … ７７
４Ｆ１２ ＩｇＧ１　 １．６×１０６ … ４５．２　 ３５．２

表３　培养法与ＰＣＲ对比检测结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｕｂｅ　ａｎｄ

ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

培养法
ＰＣＲ

阳性 阴性 合计

阳性 ６１　 ９　 ７０
阴性 ０　 ２８　 ２８
合　计 ６１　 ３７　 ９８

　注：Ｍ．蛋白分子量标准；１～１４．临床样本。

图２　ＰＣＲ分析临床样本中Ｕｕ－ＭＢ

Ｆｉｇｕｒｅ　２　ＰＣＲ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｕｕ－ＭＢ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ
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３　讨　论

　　解脲支原体（Ｕｕ）是临床常见的病原微生物，快
速有效的检测诊断方法对其治疗十分重要。在现有
的实验室检测诊断技术中，免疫学检测是一项快速、
简便的技术，它依靠抗原－抗体的特异性结合性能
保证检测的准确性，及利用抗原或抗体蛋白可示踪
标记的性能实现检测的快捷性。解脲支原体ＭＢ抗
原暴露于其细胞表面，具有属特异性，是免疫学检测
的理想靶抗原。
本试验原核表达了 Ｕｕ－ＭＢ抗原，应用单抗技

术制备了解脲支原体 ＭＢ单克隆抗体，在此基础上
研制了一种Ｕｕ金标检测试剂盒，它具备快速、简便
和经济等特点，检测过程不需要任何仪器设备和实
验场地、３～５ｍｉｎ出结果，适合住院和门诊患者的
快速检测及家庭自行检测。对 Ｕｕ的阳性培养物，
重组Ｕｕ－ＭＢ及沙眼衣原体和其他相关微生物检
测结果显示，试剂盒具有较好的特异性。对重组

Ｕｕ－ＭＢ的检测灵敏度可达１００ｎｇ／ｍｌ。重复性和
稳定性试验结果显示试剂盒检测结果的重复性好，

３７℃条件下１２ｄ质量稳定，按照生物制品稳定性
试验加速破坏试验的方法，３７℃相当于于室温１．６
个月计算，试剂盒的有效期可以保质１８个月。试剂
盒和Ｕｕ分离鉴别管及ＰＣＲ对９８份生殖道拭子样
本检测结果显示，试剂盒和 Ｕｕ分离鉴别管的检测
阳性率分别为２９．５９％和７１．４２％；Ｕｕ金标检测试
剂盒与Ｕｕ分离鉴别管的阳性符合率为４１．２８％，阴
性符合率为１００．０％，说明虽然试剂盒相对于培养
法阳性率低，但特异性高。此外，Ｕｕ分离鉴别管培
养物经 ＰＣＲ 再次检测，两者的阳性符合率为

１００．００％，阴性符合率为７５．６５％，说明培养法特异
性差，假阳性的比例较高（２４．３５％），其阳性率高的
原因一方面可能是样本中Ｕｕ在培养过程中数量得
到了增殖，另一方面是培养法有较高比例的假阳性。
综合各方面因素，本试剂盒是一种适宜普及推

广的Ｕｕ感染检测试剂产品。
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