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摘  要：建立一种简易快速、特异性高的胶体金免疫层析法(GICA)用于检测肺炎链球菌细胞壁多糖抗原(C-Ps)．根

据双抗体夹心原理，将 C-Ps 单克隆抗体标记于胶体金颗粒，建立检测方法．实验结果表明该试纸条操作简便，肉眼于

15,min 内即可判定结果．试纸条对肺炎链球菌具有高度特异性，与百日咳鲍特菌、脑膜炎奈瑟氏菌等其他重要呼吸道

致病菌无交叉反应．室温保存 12 个月，其检测结果无明显变化．与现行检测方法相比较，该研究制备的试纸条具有操

作简便、检测快速、检出限低、特异性强、稳定性好等优点，其灵敏度和特异性分别为 70%,和 100%．而且与国外同类产

品(美国 BinaxNOW®产品)相比，灵敏度具有较高的一致性，而且特异性可达到 100%,，性价比更高，为肺炎链球菌感

染疾病的临床检测与早期诊断提供了一个新的手段． 
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C-polysaccharide 
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Abstract：A simple，rapid and specific gold immunochromatography assay(GICA)was developed for the detection of 

Streptococcus pneumoniae C-polysaccharide(C-Ps)．Based on the double-antibody sandwich principle，monoclonal antibody 

against C-Ps labeled with colloidal gold was used as the detection reagent．Our data demonstrated that the strip could be eas-

ily operated and the results could be rapidly judged within 15,min by naked eyes．The assay is highly specific to Streptococ-

cus pneumoniae and showed no cross-reaction to Bordetella pertussis，Neisseria meningitides and other important respiratory 

pathogens．There was no significant change in sensitivity and specificity when the GICA kit was stored at room temperature 

for 12,months．Compared with the current detection methods，the new method has the advantages of simple operation，rapid 

detection，low detection limit，high specificity，and good stability．The strip had a sensitivity of 70%, and a specificity of 

100%,．The performance of the strip was highly comparable with similar products in sensitivity and specificity such as 

BinaxNOW®，which was developed by a US company．In conclusion，the GICA-based kit described in this paper could po-

tentially be used for clinical detection and early diagnosis of Streptococcus pneumoniae infection. 

Key words：Streptococcus pneumoniae；immunochromatographic strip；monoclonal antibody 
 
肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)是社区

获得性肺炎、脑膜炎、中耳炎和败血症等的主要病因

之一，在流感病患者中，常继发肺炎链球菌感染[1]. 

在急性呼吸系统感染中肺炎链球菌造成的死亡率大
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约有 30%，显著高于病毒造成的死亡率[2]． 

目前，用于检测肺炎链球菌的方法很多，包括细

菌 培 养 法 、酶 联 免 疫 法(ELISA)和 核 酸 扩 增 技 术

(PCR)等[3–6]，其中细菌培养法仍是目前检测肺炎链

球菌感染的“金标准”，但传统的肺炎链球菌培养方

法灵敏度太低，耗时较长，至少需要 2,d 以上，血培养

阳性率仅 10%,左右[7]；PCR 技术虽然可以对肺炎链

球菌准确检测，但是操作复杂，需要特殊引物、实验

仪器设备和专业人员，不能适应快速检测的要求． 

免疫层析技术以胶体金作为示踪标志物，基于抗

原抗体反应原理具有检测速度快、灵敏度高、特异性

强、操作简便等特点，已经在临床检验、动植物免疫、

食品安全等各领域得到广泛应用[8–9]． 

细胞壁多糖抗原(C-polysaccharide，C-Ps)是细菌

细胞壁的组成成分，为肺炎链球菌各血清型所共

有．针对细胞壁多糖抗原制备的单克隆抗体，具有特

异性强、灵敏度高、交叉反应小的优势[10]．本试纸条

通过检测尿液中的细胞壁多糖抗原，达到对肺炎链球

菌性感染快速诊断的目的，是一种简便快速的诊断 

方法． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

菌株：肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、

肺炎克雷白菌(Klebsiella pneumoniae)、百日咳鲍特

菌(Bordetella pertussis)、脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria 

meningitides)、流感嗜血杆菌(Haemophilus influen-

zae)、大肠埃希氏菌(Escherichia coli)、白色念珠菌

(Monilia albican)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus)、血链球菌(Streptococcus sanguis)，康希诺生

物股份公司保藏． 

尿样：含有 10,ng/mL C-Ps 的健康人群尿样的阳

性尿样 40 份，健康人群阴性尿样 40 份． 

试剂：弗氏不完全佐剂、PEG 8000，Sigma 公司；

1640 培养基、胎牛血清(FBS)，Gibco 公司；氯金酸

(AuCl3·HCl·4H2O)、柠檬酸三钠(C6H5Na3O7·2H2O)、

三羟甲基氨基甲烷(C4H11NO3)，国药集团；牛血清白

蛋白 GHB034，杭州毕肯莱博生物科技有限公司；酶

标羊抗小鼠、羊抗小鼠 IgG，北京博奥龙免疫技术有

限公司；肺炎链球菌细胞壁多糖标准品，美国 SSI 公

司；对照试纸条为美国 BinaxNOW®产品，美国英维

利斯公司． 

耗材：CN140 硝酸纤维膜，赛多丽丝公司；GF-15

金标垫、GF-60 样品垫、AP270 吸水纸、PVC底板、卡

壳、铝箔袋，杭州毕肯莱博生物科技有限公司． 

仪器：MK3 酶标仪、311 型 CO2 培养箱、加热磁

力搅拌器 ，Thermo 公 司 ；HM3030 划膜喷金 仪 、

ZQ2002 斩切机，上海金标生物科技有限公司；鼓风

干燥箱，北京中科国仪科技有限公司． 

1.2 抗体的制备 

分泌抗 C-Ps 单克隆抗体的细胞株 5B3B9 由本

实验室保存．按照参考文献[11]中的方法并作改进. 

复苏细胞至对数期注射至经弗氏不完全佐剂致敏 1

周后的小鼠体内．收集腹水，离心取上清液，进行亲

和纯化． 

1.3 胶体金及金标抗体的制备 

按照参考文献 [12]取 0.01%, 的 氯 金 酸溶液

100,mL 在加热磁力搅拌器上加热至沸腾，加入 1%,

柠檬酸三钠水溶液 1.2,mL，继续煮沸 15,min，此时关

闭加热功能继续搅拌，不再沸腾时停止搅拌．平衡至

室温，恢复体积至 100,mL．取胶体金 100,mL，用

0.2,mol/L K2CO3溶液调节至 pH＝8.5，将 2,mg 抗 C-

Ps 单克隆抗体 5B3B9 加入胶体金溶液中，混匀后室

温静置 1,h，加入 10%, BSA 至质量分数为 1%,，再加

入 10%, PEG 8000 至质量分数为 0.2%,，混匀后室温

静置 1,h．7,000,r/min 离心 45,min，小心吸取上清液，

用胶体金复溶液重悬沉淀至原标记体积的 1/10． 

1.4 金标快速检测试纸条的组装 

试纸条由吸水纸、硝酸纤维素样品垫和 PVC 底

板组成．将抗 C-Ps 单克隆抗体 5B3B9 用 10,mmol/L 

PB 稀释成 1,mg/mL，用划膜仪以 1,µL/cm 的上样量

滑膜于硝酸纤维膜的检测线(T 线)上，将羊抗鼠 IgG

用同样方法稀释成 1,mg/mL，同样上样量滑膜于硝酸

纤维膜的质控线(C线)上．37,℃温箱中干燥 1,h后取

出．最后将样品垫、金标结合垫、NC 膜和吸水纸依次

粘贴到 PVC 底板上，用斩切机切成 4,mm 宽的试纸

条，装入检测卡中，加干燥剂密封于室温避光保存． 

1.5 检测及结果判定方法 

将检测试纸条水平放置，取 100,µL 尿样滴加于

加样孔，第 15,min 时判定结果，15,min 后无效．结果

判断方法如图 1 所示． 

 

图 1 肺炎链球菌抗原检测试纸条结果判定 

Fig. 1 Result interpretation of Streptococcus pneumoniae

antigen immunochromatographic strip 
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  检测试纸条纤维素膜上出现 2 条红色线为肺炎

链球菌阳性；仅出 1 条红色线(近吸水纸端)为阴

性．如果质控线无显色条带，则视为试纸条失效． 

1.6 试纸条特异性实验 

培 养 人 体 呼 吸道、肠道等 常见细 菌 至 106～

109,mL-1，将其裂解液作为待测样品，用同批次的试

纸条按照检测及结果判定方法检测试纸条，分别对待

测样品进行检测，并检测其重复性． 

1.7 试纸条最低检测限度实验 

将 C-Ps 以生理盐水分别稀释至 500、200、100、

50、20、5、1、0,ng/mL 制成待测样品，用同批次的试

纸条按照检测及结果判定方法检测试纸条，对待测样

品进行检测，并检测其重复性． 

1.8 试纸条稳定性实验 

将试纸条密封存放于室温和 37,℃，每隔 1 周取

出，检测其阳性符合率、阴性符合率、特异性及灵敏

度的变化． 

1.9 不同试纸条的比较 

选取美国 BinaxNOW® 肺炎链球菌抗原检测试

纸条进行对照检测．分别按照检测及结果判定方法

对阳性样品及阴性样品进行检测，比对灵敏度及特 

异性． 

2 结果与分析 

2.1 抗 C-Ps单克隆抗体评价 

应用免疫双扩散法对抗 C-Ps 单克隆抗体进行评

价．加入 20,µL 质量浓度为 100,µg/mL 的 C-Ps 标准

品于中间孔中；分别加入 20,µL 质量浓度为 100、50、

25、12.5、6.25,µg/mL 抗 C-Ps 单克隆抗体于 1—5 号

孔中；加入 20,µL 生理盐水于 6 号孔中，作为阴性对

照．结果如图 2 所示，抗体效价不低于 6.25,µg/mL． 

 

图 2 抗 C-Ps单克隆抗体免疫双扩实验结果 

Fig. 2 Results of double immunodiffusion test for C-PsMab 

2.2 胶体金的质量鉴定 

透射电镜下，制备的胶体金呈现球形，较均一、

分散性较好(图 3)．紫外–可见分光光度计扫描表征

结果如图 4 所示，其最高吸收峰在 531,nm 处，峰型

较窄，与报道的 40,nm 胶体金的等离子共振吸收峰 

一致． 

 
图 3 胶体金溶液的透射电镜表征 

Fig. 3 TEM characterization of collidal gold solution 

 

图 4 胶体金紫外–可见光谱图 

Fig. 4 UV-visible absorption spectra of the collidal gold 

2.3 试纸条检测结果 

用试纸条分别检测阳性参考品、阴性参考品，其

检测结果阳性明显清晰，阴性无假阳，阴阳性均能在

15,min内显现，且检测结果可重复，如图 5 所示. 

 

1. 阳性参考品；2. 阴性参考品 

图 5 试纸条检测结果 

Fig. 5 Test results of the strip 

2.4 试纸条特异性实验 

将肺炎链球菌、肺炎克雷白菌、百日咳鲍特菌、
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脑膜炎奈瑟氏菌、流感嗜血杆菌、大肠埃希氏菌、白

色念珠菌、金黄色葡萄球菌、血链球菌等菌株分别培

养至 106～109,mL-1，将菌体裂解后用制备的试纸条

分别进行检测，同时设立阴性对照，结果见表 1．仅

有肺炎链球菌呈现阳性反应，而对其他菌和阴性对照

皆呈阴性，且结果可重复． 

表 1 肺炎链球菌检测试纸条的特异性测定结果 

Tab. 1  Cross-reactivity test of Streptococcus pneumoniae

immunochromatographic strip 

 

菌株 菌体浓度/mL–1 测试结果 

肺炎链球菌 5.00×107 ＋ 

肺炎克雷白菌 7.37×107 – 

百日咳鲍特菌 2.00×107 – 

A群脑膜炎奈瑟氏菌 9.50×106 – 

C群脑膜炎奈瑟氏菌 8.89×107 – 

W135脑膜炎奈瑟氏菌 3.16×106 – 

Y群脑膜炎奈瑟氏菌 2.81×107 – 

流感嗜血杆菌 1.58×108 – 

大肠埃希氏菌 5.10×108 – 

金黄色葡萄球菌 8.70×106 – 

血链球菌 9.77×106 – 

副流感病毒  – 

阴道毛滴虫  – 

生理盐水(阴性参考品)  – 

注：＋表示测试结果阳性；–表示测试结果阴性． 

2.5 试纸条最低检测限度实验 

  用生理盐水将 C-Ps 分别稀释至 500、200、100、

50、20、5、1、0,ng/mL，分别用标记为 1—8 号试纸条

进行检测，结果如图 6 所示．质量浓度为 1,ng/mL 样

品结果仍呈阳性且 0,ng/mL结果为阴性，结果可重复. 

 

图 6 肺炎链球菌检测试纸条灵敏度测试 

Fig. 6  Sensitivity test of Streptococcus pneumoniae im-

munochromatographic strip 

2.6 试纸条稳定性实验 

试纸条于 37,℃条件下保存 21,d，检测其阴阳性

符合率、灵敏度和特异性，结果符合标准；室温条件

下保持 12 个月的试纸条，检测上述指标结果符合 

标准． 

2.7 自制试纸条与国外同类产品的比较 

用自制试纸条和 BinaxNOW®试纸条对肺炎链球

菌 C-Ps 阳性参考品和阴性参考品同时检验的结果是

一致的． 

配制肺炎链球菌 C-Ps 阳性尿样 40 份(50%)，阴

性 样 本 40 份 (50%) ，分别使用自制 试 纸 条 和

BinaxNOW®试纸条进行灵敏度检测，结果见表 2． 

表 2 自制试纸条与 BinaxNOW®试纸条灵敏度检测结果

的比较 

Tab. 2 Comparison between the newly developed immu-

nochromatographic strip and BinaxNOW®
 

 

自制试纸 BinaxNOW® 

＋ – ＋ – 
Pa/%, Pe/%, Kappa/%, 

28 52 40 40 85.0 50.0 70.0 
 

由表 2 可知：自制胶体金免疫试纸条检测阳性

28 份(35.0%)，阴性 52 份(65.0%)；BinaxNOW®试纸

条检测阳性 40 份(50%)，阴性 40 份(50%)．自制胶

体金试纸条灵敏度 70.0%，特异性 100%，阳性预测值

100%，阴性预测值 76.9%．BinaxNOW®试纸条灵敏度

100% ，特 异 性 100% ．自制 胶 体 金 试 纸 条与

BinaxNOW®试纸条检测结果一致率 Pa 值为 85.0%,，

在检测结果无关联的假定下，期望一致率 Pe 值为

50.0%,，Kappa值为 70.0%,． 

3 结 论 

本文以胶体金为示踪物，采用肺炎链球菌细胞壁

多糖单抗，成功研制了肺炎链球菌免疫层析试纸条. 

试纸条最低检测限达到 1,ng/mL，与百日咳鲍特菌、

脑膜炎奈瑟氏菌、流感嗜血杆菌、大肠埃希氏菌、白

色念珠菌、金黄色葡萄球菌等无交叉反应；试纸条

37,℃保存 21,d，或置于室温 12个月，阴阳性符合率、

特异性和灵敏度无变化，具有良好的稳定性；阳性结

果对于快速诊断疾病，避免不必要的使用抗菌药物等

都有极大的帮助．但是，抗原检测结果受很多因素的

限制，包括灵敏度和特异性．本实验自制的胶体金试

纸条灵敏度为 70.0%,，特异性为 100%,，与国外报道

的胶体金试纸条灵敏度基本处于 52%,～88%[13-14]的

结果基本一致．该方法阳性预测值为 100%,，阴性预

测值为 76.9%,，因此当该试剂盒检测为阳性时，基本

可以确定为肺炎链球菌感染，而检测为阴性时则需要

进一步确认． 

与现有检测方法相比，本研究研制的试纸条具有

简便、快速、准确的特点，兼有较特异性强、稳定性

好、成本低的优点，可以在 15,min 内凭借肉眼判定结 
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