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(57)摘要

本发明提供一种结核病诊断试剂盒及其制

备方法，属于医学检测技术领域，所述试剂盒包

括链霉亲合素包被的固相载体、生物素标记的抗

原、发光物质标记的抗原、结核病人阳性对照血

清、正常人对照血清、浓缩洗涤液和底物液，其中

所述固相载体为超顺磁性磁珠，结合杆菌抗原为

重组抗原蛋白。本发明的试剂盒采用链霉亲和素

包被的固相载体，链霉亲和素与生物素分子之间

具有较强的亲和力，也能结合更多的发光物质，

有助于检测信号的放大，提高分析的灵敏度，本

发明采用重组抗原蛋白，相对于一般的单一抗原

法，具有更高的灵敏度，也有助于拓宽检测范围。
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1.一种结核病诊断试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包括链霉亲合素包被的固相载体、

生物素标记的抗原、发光物质标记的抗原、结核病人阳性对照血清、正常人对照血清、浓缩

洗涤液和底物液，其中所述固相载体为超顺磁性磁珠，结合杆菌抗原为重组抗原蛋白。

2.根据权利要求1的一种结核病诊断试剂盒，其特征在于，所述发光物质为可以和底物

作用产生化学发光的物质，所述发光物质包括吖叮酯、吖啶磺酰胺、碱性磷酸酶、N-(4-氨丁

基)-N-乙基异鲁米诺或鲁米诺。

3.根据权利要求1的一种结核病诊断试剂盒，其特征在于，所述重组抗原蛋白为以下融

合蛋白：ESAT-6—连接肽—CPF-10或ESAT-6—连接肽—38KD，其中连接肽为不影响ESAT-6

和CPF-10的免疫原性的短肽或不影响ESAT-6和38KD的免疫原性的短肽。

4.根据权利要求1的一种结核病诊断试剂盒，其特征在于，所述试剂盒通过酶联免疫吸

附试验进行检测。

5.一种结核病诊断试剂盒的制备方法，其特征在于，包括如下步骤：将链霉亲合素包被

固相载体；配制结核病人阳性对照血清和正常人对照血清；制备重组抗原蛋白，以生物素标

记重组抗原蛋白；以发光物质标记重组抗原蛋白；配制浓缩洗涤液和底物液；分装上述样品

并组装成成品。

6.根据权利要求5的一种结核病诊断试剂盒的制备方法，其特征在于，将链霉亲合素包

被固相载体的具体方法为：

S1、将PBS缓冲液与链霉亲合素混匀制成包被液；

S2、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于包被液中，4-10℃条件下过夜

反应；

S3、反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，最后重悬于磁珠储存液中。
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一种结核病诊断试剂盒及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于医学检测技术领域，具体涉及一种结核病诊断试剂盒及其制备方法。

背景技术

[0002] 结核病是全球最主要的传染性疾病之一，全球约三分之一人口感染结合分枝杆

菌，每年约900-1000万新发病例，约180万人死于结核病，而我国结核病患者的人数位居全

球第三位，被WHO列为全球22个结核病高负担国家之一。

[0003] 目前，对结核病的诊断主要依据临床症状，胸部X光片及细菌学检查，例如结核菌

涂片检查虽然简单易行，但阳性率低，而结核菌培养检测结果可信度高，但耗时长，不能满

足临床要求。降低结核病死亡率的关键是早期诊断，有效的早期诊断检测手段有助于及时

准确地制定治疗方案。随着分子生物学技术的迅速发展，免疫诊断技术检测血清中的结核

抗体，具有简单快捷、无需精密仪器、易于推广等优点，但是有些试剂盒会存在假阳性高、灵

敏度低等问题。

[0004] 因此，急需一种能够解决现有问题的结核病诊断试剂盒及其制备方法。

发明内容

[0005] 本发明的目的是针对现有技术的不足，提供一种结核病诊断试剂盒及其制备方

法，该试剂盒制备方法简单，且该试剂盒采用链霉亲和素包被的固相载体，链霉亲和素与生

物素分子之间具有较强的亲和力，也能结合更多的发光物质，有助于检测信号的放大，提高

分析的灵敏度，本发明采用重组抗原蛋白，相对于一般的单一抗原法，具有更高的灵敏度，

并不影响特异性，也有助于拓宽检测范围。

[0006] 本发明提供了如下的技术方案：

[0007] 一种结核病诊断试剂盒及其制备方法，所述试剂盒包括链霉亲合素包被的固相载

体、生物素标记的抗原、发光物质标记的抗原、结核病人阳性对照血清、正常人对照血清、浓

缩洗涤液和底物液，其中所述固相载体为超顺磁性磁珠，结合杆菌抗原为重组抗原蛋白。

[0008] 优选的，所述发光物质为可以和底物作用产生化学发光的物质，所述发光物质包

括吖叮酯、吖啶磺酰胺、碱性磷酸酶、N-(4-氨丁基)-N-乙基异鲁米诺或鲁米诺。

[0009] 优选的，所述重组抗原蛋白为以下融合蛋白：ESAT-6—连接肽—CPF-10或ESAT-

6—连接肽—38KD，其中连接肽为不影响ESAT-6和CPF-10的免疫原性的短肽或不影响ESAT-

6和38KD的免疫原性的短肽。

[0010] 优选的，所述试剂盒通过酶联免疫吸附试验进行检测。

[0011] 一种结核病诊断试剂盒的制备方法，包括如下步骤：将链霉亲合素包被固相载体；

配制结核病人阳性对照血清和正常人对照血清；制备重组抗原蛋白，以生物素标记重组抗

原蛋白；以发光物质标记重组抗原蛋白；配制浓缩洗涤液和底物液；分装上述样品并组装成

成品。

[0012] 优选的，将链霉亲合素包被固相载体的具体方法为：
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[0013] S1、将PBS缓冲液与链霉亲合素混匀制成包被液；

[0014] S2、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于包被液中，4-10℃条件下

过夜反应；

[0015] S3、反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，最后重悬于磁珠储存液中。

[0016] 本发明的有益效果是：

[0017] 本发明采用链霉亲和素包被的固相载体，并配有生物素标记的抗原、发光物质标

记的抗原，链霉亲和素以同源四聚体的形式存在，与生物素分子之间具有较强的亲和力，也

能结合更多的发光物质，有助于检测信号的放大，提高分析的灵敏度；本发明采用重组抗原

蛋白，如ESAT-6—连接肽—CPF-10或ESAT-6—连接肽—38KD，ESAT-6、CPF-10和38KD对结核

病的血清诊断具有灵敏度高、特异性高的优点，本发明相对于一般的单一抗原法，本发明制

备的试剂盒具有更高的灵敏度，并不影响特异性，也有助于拓宽检测范围。

具体实施方式

[0018] 实施例1

[0019] 将链霉亲合素包被超顺磁性磁球；配制结核病人阳性对照血清和正常人对照血

清；制备重组抗原蛋白，以生物素标记重组抗原蛋白；以碱性磷酸酶标记重组抗原蛋白；配

制浓缩洗涤液和底物液；分装上述样品并组装成成品。

[0020] 其中，重组抗原蛋白为ESAT-6—连接肽—38KD，连接肽为不影响ESAT-6和38KD的

免疫原性的短肽。

[0021] 其中，将链霉亲合素包被超顺磁性磁球的的具体方法为：

[0022] S1、将PBS缓冲液与链霉亲合素混匀制成包被液；

[0023] S2、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于包被液中，5℃条件下过夜

反应；

[0024] S3、反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，最后重悬于磁珠储存液中。

[0025] 实施例2

[0026] 将链霉亲合素包被超顺磁性磁球；配制结核病人阳性对照血清和正常人对照血

清；制备重组抗原蛋白，以生物素标记重组抗原蛋白；以吖叮酯标记重组抗原蛋白；配制浓

缩洗涤液和底物液；分装上述样品并组装成成品。

[0027] 其中，重组抗原蛋白为ESAT-6—连接肽—CPF-10，连接肽为不影响ESAT-6和CPF-

10的免疫原性的短肽。

[0028] 其中，将链霉亲合素包被超顺磁性磁球的的具体方法为：

[0029] S1、将PBS缓冲液与链霉亲合素混匀制成包被液；

[0030] S2、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于包被液中，5℃条件下过夜

反应；

[0031] S3、反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，最后重悬于磁珠储存液中。

[0032] 将实施例1和实施例2以及常规ELISA试剂盒对血样样品进行检测，常规ELISA试剂

盒使用的抗原为单一抗原ESAT-6，检测样本包括临床确诊的活动性结核病人血清150例，非

结核性疾病患者血清150例，以及正常人对照血清150例，具体的检测结果如表1所示。

[0033] 表1检测结果对比
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[0034]

[0035] 从检测数据可以看出，本发明的试剂盒对活动性结核病人的阳性检出率较高，对

非结核性疾病患者的阳性检出率也明显少于常规的ELISA试剂盒，可见本发明的试剂盒，相

比常规的ELISA试剂盒，更适合于结核病的检测，检测效果更准确。

[0036] 以上仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，尽管参照前述实施例

对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然可以对前述各实施例所

记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。凡在本发明的精神和

原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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