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一种EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒

(57)摘要

本发明公开了一种EB病毒壳抗原IgA抗体检

测试剂盒，包括以VCA基因重组抗原片段做为包

被抗原的磁微粒混悬液，以辣根过氧化物酶标记

的抗人IgA单克隆抗体酶结合物，样本稀释液和

化学发光底物液。本发明采用磁性微粒作为抗体

的固相载体，利用化学发光免疫分析技术，在全

自动化学发光分析仪上可实现单人份、随机、快

速、自动化检测。由于本发明在技术原理上采用

的是间接法，从30多种EB病毒靶抗原蛋白中选用

与既往感染及新近感染最有价值的多个优势抗

原片段，避免了市场上常规试剂盒位点的不全面

导致的特异性和灵敏度受到影响的问题。本试剂

盒适用于人血清或血浆样品中EB病毒衣壳抗原

（VCA）IgA抗体的定性检测，辅助临床诊断鼻咽

癌。
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1.一种EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：包括以VCA基因重组抗原片段

做为包被抗原的磁微粒混悬液，以辣根过氧化物酶标记的抗人IgA单克隆抗体酶结合物，样

本稀释液和化学发光底物液。

2.根据权利要求1所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述磁微粒

的直径为0.2~4um，所述VCA基因重组抗原片段通过化学试剂共价交联的方法偶联在所述磁

微粒上，其工作浓度为10~250ug/ml。

3.根据权利要求1或2所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述VCA

基因重组抗原片段为从Genbank获取VCA-P18、VCA-P23和VCA-gp125片段基因序列，以EBV标

准株全基因组DNA为模板，PCR扩增其全基因片段；将酶切后的目的片段克隆入原核表达载

体pET28a，构建重组载体pET28a-VCA-P18、pET28a-VCA-P23和pET28a-VCA-gp125，经酶切和

测序鉴定正确后转化至表达菌E.coli  BL21(DE3)中，以IPTG诱导蛋白表达，用SDS-PAGE鉴

定蛋白表达形式，Western  blot鉴定表达蛋白的免疫反应性，并用Ni2+-NTA亲和层析柱纯

化，SDS-PAGE分析纯化蛋白纯度后的重组蛋白。

4.根据权利要求1所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述抗人IgA

单克隆抗体为鼠抗人IgA单克隆抗体或羊抗人IgA多克隆抗体或兔抗人IgA多克隆抗体。

5.根据权利要求1所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述样本稀

释液为PBS缓冲液稀释的牛血清白蛋白。

6.根据权利要求1所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述化学发

光底物液包括底物A液和底物B液，其中底物A液为异鲁米诺衍生物，底物B液为过氧化氢。

7.根据权利要求1所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，其特征在于：所述试剂盒

还包括阴性对照和阳性对照，其中阳性对照参与临界值的计算。
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一种EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及体外诊断技术，尤其是涉及一种EB病毒壳抗原（VCA）IgA抗体检测试剂

盒。

背景技术

[0002] EB病毒是疱疹病毒科病毒γ亚科中唯一能够引起人类感染的淋巴滤泡病毒，具有

嗜B淋巴细胞的特性，能够在B淋巴细胞中建立起隐性感染，刺激细胞的增生与转化。可能与

包括传染性单核细胞增多症、伯基特淋巴瘤、Burkits肉瘤、霍金奇病和鼻咽癌等在内的多

种疾病有关。其中，80%的鼻咽癌病例发生在中国，在我国南方数省鼻咽癌的发病率和死亡

率均占恶性肿瘤的第一位。EB病毒感染细胞后的裂解复制期产生壳抗原（VCA）IgA抗体，其

在鼻咽癌中的阳性率达93%，具有极高的特异性。随病期发展，壳抗原（VCA）IgA抗体滴度水

平逐渐升高。

[0003] EB病毒检测方法有多种。首先是病毒分离，由于EB病毒的传播方式以口腔传播为

主，所以咽漱液中病毒的分离率最高，尤其是与EB病毒相关疾病(例如IM)患儿的咽漱液中，

排毒率可达80％以上，甚至在临床症状消失后的数年内还可以间歇性地排毒。但由于该方

法耗时并且需要特殊的组织培养条件，故不适合作为常规临床检测使用。

[0004] 免疫酶法是我国科学家曾毅院士90年代建立的，其初衷是为替代成本昂贵的“金

标准”免疫荧光抗体法，效果显著，在过去几十年里对鼻咽癌的筛查和防治起到了很大的作

用，是目前很多医疗机构依然在使用的常规方法；但是由于其操作繁琐、技术要求高、结果

主观性强等天然的缺点，需专门的技术人员操作，难以在基层推广，已面临淘汰的局面。

[0005] 目前已上市的EB病毒壳抗原（VCA）IgA抗体检测方法有免疫酶法、酶联免疫法和胶

体金层析法等。免疫酶法需要固相化细胞作为抗原，批间差异大，显微镜观察结果，判断的

主观性大且不同机构结果报告差异大，难以进行质量控制和平行比对，另外需专门的技术

人员操作，容易存在误差。酶联免疫法是将抗原或抗体固定在聚苯乙烯微孔板上，以辣根过

氧化物酶或碱性磷酸酶作为标记物，通过显色吸光度值判断结果，实验的反应时间长，自动

化程度低。胶体金层析法是将抗原或抗体固定在硝酸纤维素膜上，以胶体金为标记物，通过

液体毛细作用在检测线显色，结果判读基本需要肉眼观察，虽然快速但准确性低。

[0006] 化学发光法具有灵敏度高，线性范围宽，特异性高，操作快速简便，易于自动化，不

存在环境污染等优点。化学发光技术依据其反应载体不同分为两种：一种基于微孔板反应

的半自动化学发光技术，另一种基于磁微粒反应的全自动化学发光技术，更趋均相、更加快

速、更易于自动化。目前国产的大部分产品为前者。国际主流的大型诊断公司，大多数采取

基于磁微粒反应的化学发光技术。现在，国外多家公司均已研发了磁微粒化学发光检测系

统和配套试剂。磁微粒化学发光检测技术必将成为检测方法的主要发展方向之一，成为EB

血清学检测的主流技术，广泛用于鼻咽癌等疾病的筛查与诊断。

[0007] 磁微粒化学发光技术应用于EB检测方面，具有高灵敏度、快速、准确、重复性好、线

性范围宽、安全无毒、无放射性污染等优点，易于实现自动化检测。同时可以进一步缩短检
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测时间，适宜于急诊检测。

发明内容

[0008] 本发明的目的在于提供一种新的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，该试剂盒利

用化学发光免疫技术，但与目前产品相比更具技术优势。

[0009] 为实现上述目的，本发明可采取下述技术方案：

本发明所述的EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒，包括以VCA基因重组抗原片段做为包

被抗原的磁微粒混悬液，以辣根过氧化物酶标记的抗人IgA单克隆抗体酶结合物，样本稀释

液和化学发光底物液。

[0010] 其中磁微粒的直径为0.2~4um，所述VCA基因重组抗原片段通过化学试剂共价交联

的方法偶联在所述磁微粒上，其工作浓度为10~250ug/ml。

[0011] 所述VCA基因重组抗原片段为从Genbank获取VCA-P18、VCA-P23和VCA-gp125片段

基因序列，以EBV标准株全基因组DNA为模板，PCR扩增其全基因片段；将酶切后的目的片段

克隆入原核表达载体pET28a，构建重组载体pET28a-VCA-P18、pET28a-VCA-P23和pET28a-

VCA-gp125，经酶切和测序鉴定正确后转化至表达菌E.coli  BL21(DE3)中，以IPTG诱导蛋白

表达，用SDS-PAGE鉴定蛋白表达形式，Western  blot鉴定表达蛋白的免疫反应性，并用Ni2+-

NTA亲和层析柱纯化，SDS-PAGE分析纯化蛋白纯度后的重组蛋白。

[0012] 检测时，该VCA基因重组抗原片段可针对性结合人血清中特异性抗体VCA-P18、

VCA-P23和VCA-gp125蛋白，并形成抗原抗体免疫复合物。

[0013] 本发明试剂盒的抗人IgA单克隆抗体可为鼠抗人IgA单克隆抗体或羊抗人IgA多克

隆抗体或兔抗人IgA多克隆抗体。

[0014] 本发明试剂盒的样本稀释液为PBS缓冲液稀释的牛血清白蛋白。

[0015] 本发明试剂盒的化学发光底物液包括底物A液和底物B液，其中底物A液为异鲁米

诺衍生物，底物B液为过氧化氢。

[0016] 本发明试剂盒还包括阴性对照和阳性对照，其中阳性对照参与临界值的计算。

[0017] 本发明的优点在于采用磁性微粒作为抗体的固相载体，利用化学发光免疫分析技

术，在全自动化学发光分析仪上可实现单人份、随机、快速、自动化检测。由于本发明在技术

原理上采用的是间接法，从30多种EB病毒靶抗原蛋白中选用与既往感染及新近感染最有价

值的多个优势抗原片段，避免了市场上常规试剂盒位点的不全面导致的特异性和灵敏度受

到影响的问题。

[0018] 本试剂盒适用于人血清或血浆样品中EB病毒衣壳抗原（VCA）IgA抗体的定性检测，

辅助临床诊断鼻咽癌。

具体实施方式

[0019] 下面通过具体实施例对本申请做更加详细的说明，以便于本领域技术人员的理

解。如无特殊说明，本发明中所用的检测仪器和检测试剂均为市售产品，采用的试验方法也

为本领域常规方法。

[0020] 实施例1  制备EB病毒壳抗原IgA抗体检测试剂盒

1、制备VCA抗原偶联磁微粒混悬液
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1.1  磁性微粒洗涤

取200ul表面含羧基的磁微粒放在玻璃瓶中，用磁铁将磁微粒吸附在玻璃瓶底部，除去

上清；加入2ml  0.02M  PBS（pH  8.0），重复以上操作3次。

[0021] 1.2  磁性微粒活化

将EDC和NHS分别溶解在0.1M  MES（pH  5.0）缓冲液中，浓度呈10~70mg/ml，然后各取1ml

加入到磁微粒中；室温轻轻震荡反应30~60分钟；用磁铁将磁微粒吸附在底部，除去上清；再

加入2ml  0.1M  MES（pH  5.0）缓冲液，重悬磁微粒；重复以上操作2次。

[0022] 2、制备抗人IgA单克隆抗体酶结合物

辣根过氧化物酶（HRP）用常规改良过碘酸钠法活化，加入抗人IgA单克隆抗体，2～8℃

反应过夜，加硼氢化钠还原酶结合物，透析去除未反应的试剂，加50%体积甘油，置-20℃保

存；使用时按照1:1000~1:5000的比例稀释在含20%小牛血清和0.1%  P300防腐剂的缓冲液

中，2～8℃保存。

[0023] 3、制备样本稀释液

由于酶促化学发光技术产生的信号值较高，某些阴性样本存在发光值偏高，甚至接近

临界值的情况。因此我们需要对这些样本进行稀释以降低其发光值，提高试剂的特异性。样

品稀释液的选择标准：缓冲系统有利于免疫反应的进行，使抗原抗体的结合最大化。基于以

上原则，考核了不同缓冲液基质对样品稀释液的影响，确定了以下述组分配比配制样本稀

释液。

[0024] 配制1000ml样本稀释液：十二水磷酸氢二钠5.80g、二水磷酸二氢钠0.59g、氯化钠

9.00g、BSA  10g、吐温-20  1ml，用去离子水定容至1000ml，加入0.02%叠氮钠防腐剂。

[0025] 4、制备阴性对照和阳性对照

阴性对照为基质液，配制1000ml阴性对照：十二水磷酸氢二钠5.80g、二水磷酸二氢钠

0.59g、氯化钠9.00g、BSA  10g，用去离子水定容至1000ml，加入0.02%叠氮钠防腐剂。

[0026] 阳性对照是在基质液中加入1/100~1/1000的EB病毒VCA抗体阳性物质制备而成。

[0027] 5、制备化学发光底物液：底物A液采用异鲁米诺衍生物，底物B液采用过氧化氢。

[0028] 实施例2  本发明试剂盒的检测方法

采用实施例1制备的试剂盒，与郑州安图生物工程股份有限公司生产的全自动化学发

光仪AutoLumo  A2000或AutoLumo  A2000  Plus配合使用，用以检测呼吸道合胞病毒IgM抗

体：

在反应容器（以下简称“孔”）中依次加入阳性对照3孔（用于定Cutoff值），阴性对照2

孔，100µL/孔；其余孔中每孔分别加入10µL样本和100µL样品稀释液；

每孔分别加入磁微粒混悬液20µL；混匀后，37℃温育15分钟；然后用清洗液洗涤5次；

每孔分别再加入酶结合物50µL、抗原溶液50µL；混匀后37℃温育17分钟；清洗液洗涤5

次；

最后每孔再加入底物A液和底物B液各50µL；混匀后1～5分钟检测发光强度；

结果计算：Cutoff值=阳性对照孔平均发光值×0.4；

阳性判断值：S/CO=待测样本发光值/  Cutoff值；

S/CO≥1.00时，结果判为阳性；S/CO＜1.00时，结果判为阴性。

[0029] 实施例3  本发明试剂盒的性能评价
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1、重复性

重复性是指对同一份样品重复测定，每次测定结果和均值的接近程度，以变异系数CV

表示。

[0030] 选择不同浓度的3份样本，每天检测4个重复，连续检测5天，变异系数CV<8%，结果

见表1：

表1

从表1中结果可以看出：样本1的变异系数为3.95%，样本2的变异系数为4.25%，样本3的

变异系数为  6.72%，均小于行业要求的10%，证明其重复性良好。

2、特异性

检测乙肝、丙肝、梅毒、HIV、EB-EA、EB-NA1、HSV-1、HSV-2、CMV、VCA-IgG、VCA-IgM及HAMA

阳性样本，每种病原体各10份，无交叉反应性。

[0031] 检测类风湿因子RF阳性和抗核抗体（ANA）阳性样本各12份，无干扰，结果见表2：

表2
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从表2结果可以看出：所检测的不同病原体阳性不与本试剂盒产生交叉反应，类风湿因

子RF和自身抗体ANA不对本试剂盒产生干扰。

[0032] 3、样本的采集和处理

临床检验的样本类型一般为血清或者血浆。血浆样本采用的抗凝剂有柠檬酸钠，EDTA-

2Na或者肝素钠等。不同抗凝剂及普通管（不含添加剂）的采血管均需要考核其对检测结果

是否存在干扰。对比不同采血管的阳性样本和阴性样本，检测结果是否存在干扰。检测结果

见表3：

表3 不同抗凝剂对比

结果显示，不同抗凝剂样本检测信号值差异较小，说明抗凝剂对检测结果无明显干扰。

因此，本试剂盒适用的样本类型可以是血清或血浆，抗凝剂可以使用EDTA-2Na或K、枸橼酸

钠或肝素。

[0033] 4、样本中内源性物质的干扰

样本中的内源性干扰物质可能会干扰检测结果，需要考核本试剂盒对内源性干扰物质

的耐受浓度。在6份阳性样本（1份弱阳性、3份中强阳性、2份强阳性）和6份阴性样本中分别

添加以下浓度的纯品：1.0  g/L血红蛋白、0.4  g/L胆红素和30g/L甘油三酯进行检测。

[0034] 对于阳性样本，计算样本和对照品的平均发光值，计算每个样本发光值的干扰百

分比：干扰百分比=（样本平均发光值-对照品平均发光值）/对照品平均发光值×100%，如果

阳性样本干扰在±15%以内，阴性样本本底无明显变化，不影响结果判定，认为本试剂盒对
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样本中内源性物质的干扰可以接受。

[0035] 经验证，添加内源性物质后干扰率均＜15%，干扰可接受。由于临床样本生理浓度

和病理浓度均低于内源性干扰物考核浓度，因此我们认为0.4g/L胆红素、30g/L甘油三酯和

1g/L血红蛋白可以作为本试剂盒的内源性干扰耐受极限，结果见表4：

表4 内源性干扰物质的影响

。

[0036] 5、参考值确定

在发光值400-5000之间设定cuo-off值，根据所假设的不同cut-off值计算特异性、灵

敏度（TPR）和假阳性率（FPR），见表5：

表5

不同cut-off值下测定的特异性、灵敏度（TPR）和假阳性率（FPR）的关系

在cut-off值的发光值为1200时，灵敏度为99.38%，特异性为99.04%，此时灵敏度及特

异性满足国家标准，因此，设定试剂盒cut-off值的发光值为1200。

[0037] Cut-off值确定以后并不意味着每次测定的cut-off值都一成不变。由于每次测定

的cut-off值都存在一定差异，在临界值计算时引入cut-off标本，即阳性对照PC，发光值范

围为3000～7000，阳性对照PC的发光值平均值乘以系数0.2为cut-off值。

[0038] 结果判定选用S/CO方式（即：待测样本Sample发光值/cut-off值），S/CO≥1.00时，

结果判为阳性；S/CO＜1.00时，结果判为阴性。

[0039] 6、灵敏度

免疫酶法是我国科学家曾毅院士90年代建立的，其初衷是为替代成本昂贵的“金标准”

免疫荧光抗体法，效果显著，在过去几十年里对鼻咽癌的筛查和防治起到了很大的作用，是

目前很多医疗机构依然在使用的常规方法。

[0040] 选取200份临床样本，与免疫酶法（IE）试剂进行对比检测，统计符合率。

[0041] 试验结果显示，与经免疫酶法（IE）确证的标本进行符合率对比，免疫酶法（IE）确
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证的阳性65例，本试剂盒全部检出为阳性，阳性符合率为100%；免疫酶法（IE）检测为阴性的

样本135例，本试剂盒检测有1例为阳性，阴性符合率为97.78%，总符合率为98.5%，符合预期

目标，结果见表6：

表6

从表6结果可以看出：本试剂盒与免疫酶法（IE）具有较高的临床符合率，证明本试剂盒

具有很高的灵敏度和特异性。

[0042] 以上内容是结合具体的优选实施方式对本发明所作的进一步详细说明，不能认定

本发明的具体实施只局限于这些说明。对于本发明所属技术领域的普通技术人员来说，在

不脱离本发明构思的前提下，做出若干等同替代或明显变型，而且性能或用途相同，都应当

视为属于本发明的保护范围。
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