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摘　要：目的　建立检测抗烟曲霉果胶酶Ａ（ｐｅｃｔａｔｅｌｙａｓｅＡ，ＰｌｙＡ）抗体的ＥＬＩＳＡ方法，评估其对侵袭性曲霉病（ｉｎｖａｓｉｖｅ

ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＡ）的诊断价值。方法　用重组ＰｌｙＡ作为包被抗原，建立检测人抗ＰｌｙＡＩｇＧ抗体的间接ＥＬＩＳＡ方法。检测

９７例ＩＡ患者、８０例非ＩＡ患者和２００例体检健康者血清。将所得结果与抗烟曲霉硫氧还蛋白还原酶（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅ，ＴＲ）抗体和抗烟曲霉二肽基肽酶Ｖ（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅＶｆｒａｇｍｅｎｔ，ＤＰＰＶ）抗体结果比较。结果　抗ＰｌｙＡＩｇＧ抗体

ＥＬＩＳＡ方法的批内变异系数为５．３％，批间变异系数为１０．９％。诊断ＩＡ的敏感度为６２．９％，特异度为９０．４％。非中性粒

细胞缺乏ＩＡ患者和中性粒细胞缺乏组患者阳性率分别为７２．３％和４３．８％ （χ
２＝７．４９３，犘＜０．０５）。抗ＰｌｙＡ，抗ＴＲ，抗

ＤＰＰＶ抗体检测的阳性率分别为６２．９％，６０．８％和６６．０％，三者差异无统计学意义（χ
２＝０．５６２，犘＞０．０５）；三种方法联合

检测的阳性率可达到９２．８％。结论　成功建立了检测抗ＰｌｙＡＩｇＧ的ＥＬＩＳＡ方法；抗体检测对非粒细胞减少ＩＡ患者的

诊断价值均优于粒细胞减少ＩＡ患者；联合三种抗体检测可提高诊断敏感度。

关键词：烟曲霉；果胶裂解酶Ａ；ＩｇＧ抗体；ＥＬＩＳＡ
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　　侵袭性曲霉病（ｉｎｖａｓｉｖｅａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＡ）指

曲霉属真菌侵入人体组织、血液，并在其中生长繁

殖，引起组织损害、器官功能障碍、炎症反应的病理

改变及病理生理过程，主要发生在免疫低下的人

群［１］。近年来，虽然抗真菌药物和其他治疗手段在

持续进步，ＩＡ的发病率及病死率仍然很高
［２］。早

期诊断对改善ＩＡ的预后至关重要，但是目前的ＩＡ

诊断方法存在检测周期长、敏感性低、缺乏统一标

准等缺点，尚不能满足临床需要。

　　本课题组前期研究发现烟曲霉果胶裂解酶Ａ

（ＰｌｙＡ）可与ＩＡ患者血清发生免疫反应
［３］。ＰｌｙＡ

是一种分泌蛋白，生物信息学分析显示该蛋白与人
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源蛋白无同源性，与其它真菌蛋白的同源性较低，

可作为ＩＡ的一种诊断标志物，因此我们对该蛋白

进行了原核表达及纯化［４］。本研究利用前期实验

制备的重组ＰｌｙＡ蛋白为包被抗原，成功建立了检

测抗ＰｌｙＡ的ＥＬＩＳＡ方法，并初步评估了该指标

对ＩＡ的诊断价值。

１　材料与方法

１．１　研究对象　选择２００８年３月～２０１２年１１

月期间，经病理组织学检查和（或）合格胸腔积液、

培养曲霉阳性的确诊或拟诊ＩＡ患者９７例。其中

非中性粒细胞缺乏患者６５例，男性４９例，女性１６

例，包括慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）等慢性肺病１９

例，重症肺炎２例，肾病４例，系统性红斑狼疮５

例，糖尿病８例，肺结核４例，肺癌４例，溺水３例，

皮肌炎２例，肝硬化２例，胃和胆囊手术、食管癌、

ＨＩＶ感染、骨折、发热及烧伤各１例，无原发性疾

病６例。中性粒细胞缺乏症患者３２例，男性２１

例，女性１１例，包括急性粒细胞性白血病６例，再

生障碍性贫血和骨髓增生异常综合征各３例，淋巴

瘤９例，慢性淋巴细胞性白血病和急性淋巴细胞性

白血病各２例，慢性粒细胞性白血病４例，阵发性

血红蛋白尿、系统性淀粉样变、系统性血管炎各１

例。中性粒细胞缺乏症患者的中性粒细胞计数＜

０．５×１０９／Ｌ。ＩＡ诊断标准参照欧洲癌症治疗研究

组织／真菌病研究组（ｔｈｅｅｕｒｏｐｅａｎｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒ

ｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃａｎｃｅｒ／ｍｙｃｏｓｅｓｓｔｕｄｙ

ｇｒｏｕｐ，ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ）的制定标准分为确诊和临

床诊断［５］。２００例体检健康者作为对照组，男性

１３０例，女性７０例。４０例细菌血症患者和４０例念

珠菌血症作为非ＩＡ患者组。采集静脉血分离血

清，－８０℃冰箱保存。

１．２　仪器与试剂　重组烟曲霉ＰｌｙＡ由本实验室

制备与纯化［４］。ＥＬＩＳＡ板条购自美国ＣＯＳＴＡ公

司；辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记羊抗人ＩｇＧ抗体购

自南京川博公司；标本稀释液购自北京贝尔公司；

ＥＬＩＳＡ洗涤液、底物液Ａ液和Ｂ液、终止液为上海

科华有限公司产品；其他试剂均为分析纯；ＢｉｏＲａｄ

Ｍｏｄｅｌ６８０型酶标仪（伯乐公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＥＬＩＳＡ检测方法的建立：采用间接ＥＬＩＳＡ

方法检测ＩＡ患者血清中抗ＰｌｙＡＩｇＧ类抗体，方

阵滴定法选择最佳反应条件。待测血清用标本稀

释液作１∶５００稀释。具体操作流程如下：将ＰｌｙＡ

用０．０５ｍｏｌ／ＬＣＢＳ包被液（ｐＨ９．６）稀释，每孔

１００μｌ加入微孔板，４℃过夜；次日以ＥＬＩＳＡ洗涤

液洗涤３次，每次２ｍｉｎ。每孔加１００μｌ５０ｇ／Ｌ脱

脂奶粉溶液（ＰＢＳＴ配制），３７℃温育１ｈ；洗板后

将待测血清以１∶５００稀释，加入微孔反应板（１００

μｌ／孔），３７℃温育４５ｍｉｎ；洗板后加 ＨＲＰ标记羊

抗人ＩｇＧ抗体（１００μｌ／孔），３７℃温育４５ｍｉｎ；洗板

后加入ＨＲＰ底物显色液Ａ和Ｂ各５０μｌ，３７℃避

光反应１０ｍｉｎ，显色反应后加入５０μｌ终止液（１

ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４）终止反应；测试波长４５０ｎｍ，参比

波长６３０ｎｍ读取吸光度（犃）值。

１．３．２　阻断试验：选择抗ＰｌｙＡ抗体阳性的血清，

分别作１∶５００，１∶１０００，１∶２０００稀释，加入

ＰｌｙＡ重组蛋白抗原至终浓度为８μｇ／ｍｌ，４μｇ／

ｍｌ，２μｇ／ｍｌ和０μｇ／ｍｌ，３７℃温育４５ ｍｉｎ后，

ＥＬＩＳＡ检测。

１．３．３　人血清抗ＰｌｙＡ抗体的测定及临界值的确

定：对９７例ＩＡ患者和２８０例对照组血清样本作１

∶５００稀释，检测抗ＰｌｙＡ抗体水平。绘制ＲＯＣ曲

线，用曲线下面积（ＡＵＣ）评估抗ＰｌｙＡ抗体的诊断

价值。

１．３．４　抗烟曲霉ＴＲ，ＤＰＰＶ抗体测定：根据实验

室前期建立的检测抗ＴＲ，ＤＰＰＶ抗体的ＥＬＩＳＡ方

法，对９７例ＩＡ患者血清样本进行检测，两种抗原

的包被浓度分别为０．７μｇ／ｍｌ和１．０μｇ／ｍｌ，临界

值分别为０．５１４和０．５４２
［６，７］。

１．４　统计学分析　实验数据采用ＳＰＳＳ１６．０统计

软件处理。计数资料以例数和百分率表示；组间率

的比较用χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　ＥＬＩＳＡ方法的建立　选择确诊ＩＡ患者和体

检健康者的混合血清，用方阵滴定法对包被抗原浓

度和酶标二抗浓度进行优化。包被抗原最适浓度

为１μｇ／ｍｌ；酶标二抗最适浓度为１∶６０００。

２．２　精密度　对３份ＥＬＩＳＡ结果阳性的ＩＡ患者

血清标本平行测定２０次，批内犆犞％＝５．３％；每日

检测２次，连续测定１０天，批间犆犞％＝１０．９％。

２．３　阻断试验　阻断结果显示，不同稀释度的血

清加入ＰｌｙＡ抗原后，吸光度值迅速下降，随抗原

浓度增加，吸光度值变小。阻断率为９２．１％～

９７．４％。

图１　ＥＬＩＳＡ阻断试验结果
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２．４　临界值的确定　依据９７例确诊ＩＡ患者血清

和２８０例对照组血清抗ＰｌｙＡ检测结果绘制ＲＯＣ

曲线（见图２），ＡＵＣ＝０．８５２，说明该方法有良好的

诊断价值。以０．４５１为临界值，该方法诊断ＩＡ的

敏感度为６２．９％，特异度为９０．４％。

图２　间接ＥＬＩＳＡ检测人血清抗ＰｌｙＡ的ＲＯＣ曲线

２．５　血清抗ＰｌｙＡ测定结果　对９７例ＩＡ患者血

清和２８０例对照组血清分别作１∶５００稀释，间接

ＥＬＩＳＡ测定抗ＰｌｙＡ抗体水平。

　　在ＩＡ 患者组中血清抗 ＰｌｙＡ 的阳性率为

６２．９％（６１／９７），其中６５例非中性粒细胞缺乏ＩＡ

患者的阳性率为７２．３％（４７／６５），３２例中性粒细胞

缺乏ＩＡ患者的阳性率为４３．８％（１４／３２），非中性

粒细胞缺乏ＩＡ患者的阳性率显著高于中性粒细

胞缺乏ＩＡ患者，差异有统计学意义（χ
２＝７．４９３，犘

＜０．０５），非ＩＡ患者的阳性率为２１．３％（１７／８０），

健康对照组的阳性率为６．０％（１２／２００），ＩＡ组的

阳性率高于健康对照组和非ＩＡ患者对照组，差异

均有统计学意义（均犘＜０．０５）。

２．６　抗ＰｌｙＡ，抗ＤＰＰＶ和抗ＴＲ三种抗体阳性率

的比较　见表１。分析结果显示，三种方法中抗

ＤＰＰＶ抗体检测的阳性率最高（６６．０％），其次为抗

ＰｌｙＡ抗体（６２．９％），抗 ＴＲ抗体检测的阳性率最

低（６０．８％），三者差异无统计学意义（χ
２＝０．５６２，

犘＞０．０５）。三种检测方法在非中性粒细胞缺乏患

者组中的阳性率均显著高于中性粒细胞缺乏患者

组。在联合诊断中，我们定义三种检测方法中任意

一种方法检测值为阳性，即可判定为阳性结果。联

合诊断中９７例ＩＡ患者有９０例检测结果为阳性，

诊断的阳性率可提高到９２．８％。

　表１　抗ＰｌｙＡ抗体、抗ＤＰＰＶ和抗ＴＲ抗体ＩＡ诊断的阳性率［狀（％）］

分组 狀 抗ＰｌｙＡ 抗ＤＰＰＶ 抗ＴＲ 联合检测

ＩＡ患者组

非中性粒细胞缺乏组

中性粒细胞缺乏组

９７

６５

３２

６１（６２．９）

４７（７２．３）

１４（４３．８）

６４（６６．０）

４９（７５．４）

１５（４６．９）

５９（６０．８）

４７（７２．３）

１２（３７．５）

９０（９２．８）

６４（９８．５）

２６（８１．３）

３　讨论　侵袭性曲霉病（ＩＡ）的确诊标准包括宿

主因素、临床症状、微生物学检查和组织病理学检

查。尽管组织病理学是诊断金标准，但是受到活检

取材的限制，并不适用于危重病患者，微生物学检

查也是ＩＡ诊断的条件之一，其中ＧＭ 试验已被欧

洲癌 症 研 究 治 疗 组 织 和 美 国 真 菌 病 研 究 组

（ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ）包括在ＩＡ的评判标准中
［５］，其对

于中性粒细胞减少的ＩＡ患者有较高诊断价值，但

对非中性粒细胞减少的ＩＡ 患者诊断价值不

大［８，９］。近年来血清中抗体的检测受到关注，尤其

在非粒细胞缺乏的患者中可能发挥重要的价值。

　　烟曲霉ＰｌｙＡ是一种分泌蛋白，可刺激人体产

生免疫反应，其在曲霉感染中的具体功能仍不清

楚。Ｕｐａｄｈｙａｙ等
［１０］研究发现烟曲霉ＰｌｙＡ可与人

体上皮细胞外基质中的纤维蛋白原发生亲和反应，

提示ＰｌｙＡ可能参与了曲霉与宿主细胞之间的黏

附。Ｓｉｎｇｈ等
［１１］报道ＰｌｙＡ可与过敏性支气管肺

曲霉病患者的血清发生免疫反应。本课题组前期

利用培养１４天的烟曲霉分泌蛋白进行二维电泳，

并与６例ＩＡ患者的混合血清进行免疫印迹反应，

筛选出１７种免疫优势抗原，首次报道了ＰｌｙＡ可

与ＩＡ患者血清发生免疫反应，有作为ＩＡ诊断标

志物的潜力［３］。

　　 本研究建立了检测烟曲霉 ＰｌｙＡ 抗体的

ＥＬＩＳＡ方法，并检测了大量临床血清样本，结果显

示该方法的敏感度可达６２．９％，特异度也达到

９０．４％。其中非中性粒细胞缺乏的ＩＡ患者的抗

体水平显著高于中性粒细胞缺乏的ＩＡ患者（犘＜

０．０５），说明该方法对非中性粒细胞缺乏患者的诊

断价值更大。在抗ＴＲ和抗ＤＰＰＶ抗体检测中同

样显示非中性粒细胞缺乏患者的阳性率高于中性

粒细胞缺乏患者的阳性率，我们推测中心粒细胞缺

乏患者免疫系统受损，对外源蛋白刺激产生的抗体

少或不产生抗体。

　　为了评估抗ＰｌｙＡ抗体对ＩＡ的诊断价值，本

研究将９７例ＩＡ患者血清抗ＰｌｙＡ与抗ＤＰＰＶ，抗

ＴＲ检测结果进行了比较。结果显示，三种指标的

阳性率分别为６２．９％，６０．８％和６７．０％，其中抗

ＤＰＰＶ阳性率高于其他两种抗体，但差异无统计学

意义。三种方法联合检测，只要一种指标阳性就判

为抗烟曲霉抗体阳性，９７例ＩＡ患者的抗体总阳性

率为９２．８％，非中性粒细胞缺乏患者组中抗体阳

性率达到９８．５％，这充分说明联合诊断更能提供

更敏感的诊断结果。

　　综上所述，我们建立了抗ＰｌｙＡ 抗体检测的

ＥＬＩＳＡ方法，评估了该方法的敏感度和特异度，作

为一种辅助诊断方法，可以为ＩＡ 的诊断提供帮

助。 （下转１１页）
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