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摘要：目的 验证葡聚糖特异性的结合蛋白用于检测深部真菌感染（ ＩＦＩ）患者血清中（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的应用价

值。 方法 通过构建美洲鲎葡聚糖结合蛋白（ＧＢＰ）２５２ 位氨基酸至 ６６８ 位氨基酸活性区域表达质粒———ｐＥＴ３０ａ⁃
ＧＢＰ２５２⁃６６８，表达并纯化获得 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 重组蛋白。 随后通过棋盘法构建双 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 夹心法，并以此检测 ＩＦＩ
患者血清中（１，３）⁃β⁃ Ｄ⁃葡聚糖。 同时与 Ｇ 试验（Ｇ⁃Ｔｅｓｔ）进行检测性能的比对。 结果 成功纯化获得分子质量约为

４６ ｋｕ 的 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 重组蛋白，并确定最佳包被浓度和检测浓度分别为 ８ 和 １６ ｇ ／ Ｌ，以此构建了 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 夹心

法。 对 ４８ 名深部真菌感染患者和 ４８ 名健康人血清进行检测，根据受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）可得其灵敏度为

９１ ６７％，特异度为 ８９ ５８％。 其灵敏度与 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 相当，特异性高于同批次 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ（７９ １７％）。 结论 本研究构建的双

ＧＢＰ 夹心法是一种极具潜力检测侵袭性真菌的方法，其灵敏度与 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 相当，特异性高于同批次 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ。
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　 　 内源性和外源性的真菌侵袭并突破了机体的皮

肤黏膜屏障，从而导致了深部脏器的感染统称为侵

袭性真菌感染（ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｕｎｇａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ＩＦＩ），其发

生概率呈上升趋势［１⁃２］。 其主要原因大致为危险因

素的增加和患者免疫力的低下，如肿瘤放化疗患者、
人类免疫缺陷病毒感染群体、先天性免疫功能不全

者等。 抗生素的不规范使用也大大增加了侵袭性真

菌感染的概率，中枢神经系统的真菌感染尤为凶

险［３⁃４］，且其诊断较为困难［５］。
临床通常以临床症状结合影像学、实验室检查

为手段对其进行鉴别。 最早实验室 ＩＦＩ 检查手段，
如真菌培养、涂片查找真菌病原体以及通过血清学

实验查找；在 ２００９ 年首次报道了 ＰＣＲ 技术检测真

菌的实验性研究［６］。 但迄今真菌病原体的检出周

期及检出率均不能满足临床的需求；此外，血清相关

抗体的检查并不能够完全反映机体届时的感染状

态。 因此非培养的快速诊断实验室检测技术对 ＩＦＩ
诊断更有意义。 针对临床真菌类型，其标志物主

要分为两类：酵母型真菌感染标志物［如：抗甘露

聚糖抗体、抗酵母菌芽管抗体、核酸检测及（１，３） ⁃
β⁃Ｄ⁃葡聚糖检测］和曲霉菌感染标志物［如：半乳

甘露聚糖、曲霉菌流式检测、曲霉菌核酸检测及

（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖检测］。 因此，对真菌特异性抗

原的检测临床主要以 Ｇ 试验为主［７］ 。 然而饮食、
药物、医疗操作以及标本质量均会对 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 法检

测结果产生较大的影响［８］ 。
鉴于以上所述，本研究通过基因克隆手段获得

美洲鲎来源的葡聚糖结合蛋白（ｇｌｕｃａｎｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ， ＧＢＰ）的葡聚糖结合活性片段，并以其为（１，
３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖特异性配基，从而实现对临床体液标

本中（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的定量［９］。 旨在能够通过

免疫学手段，克服其他外界因素对（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚

糖检测的影响，从而完成 ＩＦＩ 辅助诊断。

１　 材料与方法

１ １　 研究对象和材料

１ １ １　 研究对象： 筛选皖南医学院第二附属医院

２０１７ 年 ２ 月至 ２０１９ 年 １０ 月期间 ＩＦＩ 患者和健康体

检人员各 ４８ 名。 清晨空腹用促凝管抽全血 ４ ｍＬ，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ 收获血清，冷冻于－８０ ℃冻

存备用。 侵袭性真菌感染患者纳入标准：１）近期有

放化疗、激素类药物应用、侵入性治疗史、免疫抑制

剂应用史，且伴有高热、寒战等显著感染症状；２）真
菌培养和 ／或涂片呈阳性；３）Ｇ 试验阳性 ４）白介素 ６
（ＩＬ⁃６）或降钙素原（ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ，ＰＣＴ）至少１ 项阳

性。 符合上述任意 ３ 项者，临床确诊为侵袭性真菌

感染［１０］。 本研究纳入 ４８ 例 ＩＦＩ 成年患者（男 ／女 ＝

１５ ／ ９、年龄分布为 ２９ ～ ７３ 岁），其中 ３６ 例来源于呼

吸系统患者，９ 例来源于肿瘤放化疗患者；３ 例来源

于烧伤患者。
１ １ ２　 试剂：ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 质粒合成于上海

生物工程公司；大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株由本实验

室保存；（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖（Ｅｌｉｃｉｔｙｌ 公司）；抗组氨

酸标签单克隆抗体（北京中杉金桥生物公司）；辣根

过氧化物酶标记试剂盒、无蛋白封闭液、ＴＭＢ 显色

液和终止液（济南泰天和生物公司）；Ｎｉ⁃ａｇａｒｏｓｅ 纯

化柱（ＱＩＡＧＥＮ 公司）；十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）凝胶制备试剂盒和卡那

霉素（ ｋａｎａｍｙｃｉｎ， Ｋａｎ） （北京索莱宝科技有限公

司）；蛋白分子质量 ｍａｒｋｅｒ 和 ＤＮＡ 梯度 ｍａｒｋｅｒ［赛
默飞科技（中国）有限公司］；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）
和蛋白酶抑制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ，异丙基⁃β⁃ｄ⁃硫代半乳糖苷

（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ⁃β⁃ｄ⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ） （阿拉丁生化

科技股份有限公司）；其余化学试剂（国药化工集团

公司）。
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１ ２　 方法

１ ２ １　 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 表达质粒的鉴定： 根据质粒信

息，使用 Ｎｅｄ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双限制性快速内切酶对

ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 酶切进行鉴定，总反应体积

２０ ｍＬ，体系如下：ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 质粒 １０ ｍＬ，
ＮｅｄⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ限制性内切酶各 １ ｍＬ，１０×缓冲液

２ ｍＬ，ｄｄ Ｈ２Ｏ ６ ｍＬ；于 ３７ ℃水浴 １０ ｍｉｎ，９５ ℃ ５ ｍｉｎ
加热终止反应，行 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定。 同时将

ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 质粒行测序鉴定。
１ ２ ２　 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白的表达及纯化： 将表达质粒

转入大肠杆菌 ＢＬ２１，４２ ℃水浴 ９０ ｓ 热冲击，通过卡那

霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ， Ｋａｎ）抗性 ＬＢ 固体培养基筛选并挑

取阳性单克隆接种于液体 ＬＢ 培养基 ５ ｈ 后，加入

ＩＰＴＧ 浓度 ０ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，２５ ℃ 诱导过夜；１０ ０００×ｇ，离
心 １５ ｍｉｎ 获得菌体，预冷无菌 ＰＢＳ 洗涤菌体 ２ 次，
离心收集菌体。 －８０ ℃冻融 ２～ ３ 次，加入溶菌酶至

终浓度 １０ ｍｇ ／ ｍＬ，４ ℃ 过夜， 超声裂菌 １０ ｍｉｎ。
４ ℃ １０ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 收集上清，行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离后考马斯亮兰染色鉴定。 将裂解的上清与 Ｎｉ⁃
ＮＡＴ 纯化柱置于 ４ ℃混匀器上连续混匀 ２ ｈ，期间

加入苯甲基磺酰氟（ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，
ＰＭＳＦ）和蛋白酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ。 结合后的 Ｎｉ⁃ＮＡＴ
纯化柱依次分别使用咪唑缓冲液（含咪唑浓度 ２０、
３０、５０、８０、２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）进行洗涤、洗脱。 洗脱液再

次经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离后行考马斯亮兰染色鉴定。
１ ２ ３　 ＧＢＰ 双夹心法的体系构建： 将获得的高纯

度 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白精确定量后行辣根过氧化物

酶标记。 以不同浓度的 ＧＢＰ 包被和不同浓度的

ＧＢＰ⁃ＨＲＰ 进行检测。 以含 １０％ ＤＭＳＯ 的 ＰＢＳ 溶

液为阴性对照；将（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖用含 １０％二

甲基亚砜磷酸盐缓冲液稀释至 ２００ ｎｇ ／ Ｌ 作为阳性

对照。 将测得的包被浓度 （ ｃｏａｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＣＣ）和检测浓度（ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＤＣ）构建

的 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 双夹心法用于人血清基质的检测，
即以健康人血清作为阴性标本，以加入终浓度

２００ ｎｇ ／ Ｌ（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的健康人血清作为阳

性标本，作 ６ 个复孔，验证本实验所建立的方法学

的检测效能。
１ ２ ４　 两种方法临床检测效能比对： 将 ９６ 份人血

清标本分别行 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 双夹心法检测和 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ
检测。 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 双夹心法同时设置 ５ 个浓度梯

度：０、５０、１００、２００ 和 ４００ ｎｇ ／ Ｌ，作标准曲线。 并对

双夹心法与 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 法测得的（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖结

果使用 ＲＯＣ 曲线分析其检测效能。
１ ３　 统计学分析

本研究数据均使用 ＳＰＳＳ１５ ０ 软件进行统计分

析。 计数资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间两

两比较使用 ｔ 检验，两组间构成比比较使用卡方

检验。

２　 结果

２ １　 ＧＢＰ 表达质粒的鉴定

重组质粒 ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 双酶切产物，两
条条带分别依次位于 １ ０００ ｂｐ 与 ２ ０００ ｂｐ 之间以及

５ ０００ ｂｐ 与 ６ ０００ ｂｐ 之间，与插入目的基因大小

（１ ２５１ ｂｐ）和 ｐＥＴ３０ａ 载体片段（５ ４２２ ｂｐ）大小相

符，见图 １。 测序结果与 Ｇｅｎｂａｎｋ （编号为：ＮＭ＿
００１３１４１６７ １）比对完全一致，无错配、突变。

１ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８； ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃
ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ Ｎｅｄ Ⅰ
ａｎｄ Ｈｉｎｄ Ⅲ； Ｍ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
图 １　 ＧＢＰ 重组表达质粒 ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ 的
　 　 双酶切鉴定

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃
　 　 　 ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２ ２　 重组 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白的表达及纯化

经 ＩＰＴＧ 诱导表达，在分子质量 ４０ ｋｕ 与 ５０ ｋｕ
之间有一条显著高表达蛋白条带，与预测重组目的

蛋白分子质量 ４６ ７７４（约 ４６ ７７ ｋｕ）相符（图 ２）；经
Ｎｉ⁃ａｇａｒｏｓｅ纯化，获得了纯度较高的重组 ＧＢＰ 蛋白

（图 ３）；经由抗⁃Ｈｉｓ 标签单克隆抗体检测，在 ４０ ｋｕ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２ ４２（６）

与 ５０ ｋｕ 之间有条带（图 ４）。

Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ０ ｔｈｅ Ｅ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｃｏｎｔａｉｎｎｉｎｇ ｒｅ⁃
ｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧ； １ ｔｈｅ Ｅ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｃｏｎｔａｉｎｎｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉ⁃
ｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ
ＩＰＴＧ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ １６ ｈｏｕｒｓ； ２ ｔｈｅ Ｅ ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ｃｏｎ⁃
ｔａｉｎｎｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ３０ａ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｗａｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ １６ ｈｏｕｒｓ； ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａ⁃
ｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
图 ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析重组 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白的表达

Ｆｉｇ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｐｒｏｔｅｉｎ
　 　 　 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； １ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｌｙｓｉｓ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ １６ ｈｏｕｒｓ； ２ ｔｈｅ
ｒｅｓｉｄｕａｌ ｆｒｏｍ ｌｙｓｉｓ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｗａｓ ａｆ⁃
ｆｉｎｉｔｙ ｂｙ Ｎｉ⁃ａｇａｒｏｓｅ； ３， ４， ５， ６ ａｎｄ ７ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
ｏｆ Ｎｉ⁃ａｇａｒｏｓｅ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｂｕｆｆｅｒ ｉｎ ｔｕｒｎ， ２０， ３０， ５０， ８０， ａｎｄ ２００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
图 ３　 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

　 　 纯化的重组 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白

Ｆｉｇ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＢＰ２５２⁃６６８
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

２ ３　 ＧＢＰ 双夹心法体系的构建

棋盘法显示，其最佳包被 ＧＢＰ 浓度和 ＨＲＰ 标

图 ４　 免疫印迹法分析纯化的重组 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白

Ｆｉｇ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＧＢＰ２５２⁃６６８
　 　 　 ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

记的 ＧＢＰ 工作液分别为 ０ ８ ｇ ／ Ｌ 和 １ ６ ｇ ／ Ｌ（表 １）；
该方法对以人血清作为基质的阴性标本和阳性标本

进行检测，数据显示其阳性标本与阴性标本吸光度

值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ， Ａ）比值约为 ７，能够显著区分阴性

与阳性（图 ５）。
２ ４　 两种方法的临床检测效能比对

通过制定标准曲线拟合算法，对待测标本中

的（１， ３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖定量分析（图 ６） ；纳入 ４８
名 ＩＦＩ 患者和 ４８ 名健康人作为待测对象（表 ２） ；
两种方法检测结果使用 ＲＯＣ 曲线进行拟合，算
得 ＧＢＰ 双夹心法其灵敏度（ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）和特异度

（ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ） 分别为 ９１ ６７％ （９５％ ＣＩ：８０ ０２％ ～
９７ ６８％）和 ８９ ５８％（９５％ ＣＩ：７７ ３４％ ～ ９６ ５３％）；Ｇ
试验的敏感性和特异性分别为 ９１ ６７％（９５％ ＣＩ：
８０ ０２％ ～ ９７ ６８％） 和 ７９ １７％ （９５％ ＣＩ： ６５ ０１％ ～
８９ ５３％）；ＧＢＰ 双夹心法 ＲＯＣ 曲线面积为 ０ ９２８２
（９５％ ＣＩ：０ ８６７９ ～ ０ ９８８４）；Ｇ 试验的 ＲＯＣ 曲线面

积为 ０ ９１２８（９５％ ＣＩ：０ ８５４８～０ ９６９５）（图 ７）。

３　 讨论

近年来，临床深部真菌感染日益严重，真菌培

养、涂片是 ＩＦＩ 的实验诊断金标准，但由于周期较长

且标本的获取不易或容易污染，因此以（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃
葡聚糖为标志物的 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 目前应用更为广泛［１１⁃１３］。
众所周知，（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖是绝大多数真菌细胞

壁的主要骨架成分 （新型隐球菌属、毛口菌属除

外），随着真菌的分裂生长及机体吞噬细胞的吞噬

消化，其骨架成分被释放入血，对外周血中（１，３）⁃β⁃
Ｄ⁃葡聚糖检测可以作为深部真菌感染的辅助诊断
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表 １　 棋盘法确立双 ＧＢＰ 夹心法的包被和检测试剂工作浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＢＰ ｆｏｒ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｃｈｅｓｓｂｏａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ

ＣＣ ／ （ ｍｇ ／ Ｌ）
ＤＣ ／ （ ｍｇ ／ Ｌ） （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ） ＤＣ ／ （ ｍｇ ／ Ｌ） （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ）

０ １ ０ ２ ０ ４ ０ ８ １ ６ ０ １ ０ ２ ０ ４ ０ ８ １ ６

０ １ ０ ０８７ ０ １０２ ０ １１６ ０ １２２ ０ １４６ ０ ２８９ ０ ３９１ ０ ４６６ ０ ５８３ ０ ６３６

０ ２ ０ １０７ ０ １２５ ０ １３１ ０ １４８ ０ １８２ ０ ３３９ ０ ４４７ ０ ５２９ ０ ６１３ ０ ７３８

０ ４ ０ １３３ ０ １５４ ０ １６１ ０ １８９ ０ ２０５ ０ ３９５ ０ ５０１ ０ ６２７ ０ ７０６ ０ ８９２

０ ８ ０ １６９ ０ １８１ ０ １９６ ０ ２０９ ０ ２１６ ０ ４１３ ０ ６１３ ０ ７３６ ０ ８６６ １ ０９４

１ ６ ０ ２０５ ０ ２１３ ０ ２２７ ０ ２３５ ０ ２８５ ０ ４８４ ０ ７０５ ０ ８４３ １ ００３ １ ２４６

ＣＣ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＢＰ２５２⁃６６８； ＤＣ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ⁃ＧＢＰ２５２⁃６６８ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ｔｈｅ ｔｗｏ ｎｕｍｂｅｒｓ ｗｉｔｈ ｂｏｌｄ
ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｆｒｏｍ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｍａｔｃｈ ｆｏｒ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

表 ２　 纳入研究对象的 ９６ 名人员的基本信息比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ９６ ｄｏｎｏｒｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ （ ｘ±ｓ）

ｉｔｅｍｓ ｈｅａｌｔｈｙ ｄｏｎｏｒ（ ｎ ＝ ４８） ＩＦＩ ｐａｔｉｅｎｔｓ（ ｎ ＝ ４８） ｔ，χ２ ／ Ｐ

ｇｅｎｄｅｒ（ｍａｌｅ ／ ｆｅｍａｌｅ） ９ ／ ７ １５ ／ ９ ０ １５６ ３， ０ ６９２ ６

ａｇｅ ／ ｙｅａｒ ４２ ９±１９ ３ ４５ １±１８ ６ ０ ５６８ ６， ０ ５７１

ＢＭＩ ２７ ９±８ １ ２５ ６±７ ３ １ ４６１， ０ １４７ ３

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ

　 ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ － ３６ －

　 ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｎｃｏｌｏｇｙ － ９ －

　 ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ ｂｕｒｎ － ３ －

ｄｏｕｂｌｅ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｍｅｔｈｏｄ

　 （ １，３） ⁃β⁃Ｄ⁃Ｇｌｕｃａｎｓ ／ （ ｎｇ ／ Ｌ） ２４ ４±１０ １ １３５ ８±６２ ３ １２ ２３， ＜０ ００１

　 Ｇ⁃ｔｅｓｔ ２９ ５±１０ ３ １５９ ４±７１ ６ １２ ４４， ＜０ ００１

∗Ｐ＜０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ
图 ５　 构建的 ＧＢＰ 双夹心法对血清基质中（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃
　 　 葡聚糖的分析

Ｆｉｇ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ （１，３）⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃａｎｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｍａｔｒｉｘ

　 　 　 ｂｙ ＧＢＰ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｍｅｔｈｏｄ（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

指标。 目前 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 法通过动态浊度的变化推算

（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖含量。 而这一级联催化过程以

及待测标本的质量严重影响检测结果。 鉴于

图 ６　 ＧＢＰ 双夹心法测定血清 （１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖

　 　 标准曲线

Ｆｉｇ ６　 Ｓｔａｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ （１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃａｎｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ
　 　 　 ｕｓｉｎｇ ＧＢＰ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｍｅｔｈｏｄ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

Ｇ⁃Ｔｅｓｔ检测手段的不足，本研究通过克隆表达

（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的特异性配基———ＧＢＰ２５２⁃６６８
蛋白，利用该配基与靶标（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的特

异性识别与结合能力进行血清学检测，以评估机

体侵袭性真菌感染状况。 葡聚糖结合蛋白（ＧＢＰ）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２ ４２（６）

图 ７　 两种方法对 ９６ 例血清（１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖

　 　 检测效能的 ＲＯＣ 曲线

Ｆｉｇ ７　 ＲＯＣ ｏｆ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ （１，３） ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃａｎｓ
　 　 　 ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝９６）

为一类能够特异性结合葡聚糖的蛋白的统称。 有

研究表明不同物种来源的 ＧＢＰ 能够高效识别并结

合不同结构的葡聚糖［１４］ 。 在我们前期的预实验

中发现，美洲鲎的 ＧＢＰ 较之其他物种的 ＧＢＰ 显

示出较高的结合力。 分析美洲鲎来源的 ＧＢＰ
ｍＲＮＡ 编码 ６６８ 个氨基酸肽链，其包含 ３ 个区

域：第 １ 位氨基酸到第 ２０ 号氨基酸为信号肽；第
２７ 位氨基酸到第 ２５３ 号氨基酸为葡聚糖水解酶

活性片段；第 ２５２ 位氨基酸到第 ６６８ 号氨基酸为

葡聚糖活性结合片段。 因此本研究纯化获得了

重组 ＧＢＰ２５２⁃６６８ 蛋白并构建双 ＧＢＰ 夹心法检

测系统，其具有高检测灵敏度、宽线性范围等

特点。
本研究使用该方法和 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 法对临床血清标

本进行检测的性能比对，结果显示两种方法的灵敏

度较为一致，而夹心法特异度高于临床现行的

Ｇ⁃Ｔｅｓｔ法。 分析可能原因如下［８］：１）原理：夹心法的

特异性优于级联催化法；２）血清标本的质量对夹心

法影响较小；３）特定结构的靶标物质使配基法检测

更为特异；４）本次探索的夹心法操作步骤简单，极
大减少了操作过程中的误差。

（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖作为目前深部真菌感染公认

的标志物，其在临床确诊前提前 ５ ～ １０ ｄ 检测出阳

性［１５⁃１６］，且当病情恶化为严重脓毒症时，这一过程

中该标志物的水平会持续升高。 这一现象提示了对

（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡聚糖的动态监测，或可用于监测临床

深部真菌感染的治疗效果。 而本次研究所入选研究

对象均为严重深部真菌感染的患者，其病程长短不

一，因此本次无法精确评估该系统预测真菌感染的

价值。 本方法检测的入选研究对象（ ＩＦＩ 患者和健

康体检者），其灵敏度和特异度分别为 ９１ ６７％
（９５％ ＣＩ：８０ ０２％ ～ ９７ ６８％）和 ８９ ５８％ （９５％ ＣＩ：
７７ ３４％～ ９６ ５３％），ＲＯＣ 曲线面积为 ０ ９２８２（９５％
ＣＩ：０ ８６７９ ～ ０ ９８８４）。 特异度高于本次检测的

Ｇ⁃Ｔｅｓｔ法。 同比国外学者报道的 Ｇ⁃Ｔｅｓｔ 法，均有所

增高［１７］。
综上所述，本研究初步实现了通过分子克隆技

术模拟美洲鲎体内天然存在的特异性葡聚糖识别配

基，并验证该重组配基具有识别、结合（１，３）⁃β⁃Ｄ⁃葡
聚糖的能力，并应用于临床标本检测。 本次实验所

构建检测方法，有望开发为一种新型的侵袭性真菌

感染的检测试剂盒，进而为临床 ＩＦＩ 鉴别诊断提供

数据支持。
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字以区别。 通信作者以“∗”标注。 作者英文的“姓”需用全称并且大写，“名”的第 １ 个字拼音的首字母大

写，后面均用小写，两字之间用连字符。
例：ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ⁃ｓａｎ。

１ ４　 作者单位：
１ ４ １　 中文：写标准全称（由大单位到小单位，中间用空格隔开）、所在省份、城市及邮编。 如有不同单位，
以作者右上角标的数字对应标注单位。

例：华中科技大学 同济医学院 １  免疫学系；２ 病理生理学系，湖北 武汉 ４３００２２
１ ４ ２　 英文：由小单位到大单位，中间用“，”隔开，省份略去。 每个实义词的首字母大写。

例：１ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；２ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉ⁃
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ ４３００２２， Ｃｈｉｎａ

９８８




