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白色念珠菌烯醇化酶抗原双抗体夹心法的建立及应用
赵会海，贺政新，李芳，高鹏，王佳钰，王芳芳，秦立霞

联勤保障部队第980医院检验科，河北 石家庄 050082

【摘要】 目的 建立定量检测白色念珠菌烯醇化酶抗原的双抗体夹心法，为后续定量检测念珠菌性阴道炎患

者阴道分泌物中的烯醇化酶抗原提供方法学基础。方法 用方阵滴定法确定最佳包被抗体浓度和最佳酶标二抗

浓度，建立检测白色念珠菌烯醇化酶抗原的ELISA法，用该法检测白色念珠菌标准菌株SC5314培养上清中烯醇化

酶抗原的浓度，初步探索应用于诊断外阴阴道念珠菌病。结果 最佳包被抗Eno单抗浓度为4.15 μg/mL；酶标二抗

HRP标记的抗烯醇化酶多抗最佳稀释倍数为1∶1 000。在第12小时时白色念珠菌培养上清中的烯醇化酶抗原开

始检出，随着培养时间的延长，其上清中Eno抗原的浓度也随着逐渐增高，第48小时时达到峰值后趋于稳定。阴道

分泌物上清中烯醇化酶抗原浓度随着真菌培养菌落计数的增加其浓度也在增加，有很好的相关性。结论 成功建

立了定量检测白色念珠菌烯醇化酶抗原的双抗体夹心ELISA方法，可应用于评价念珠菌性阴道炎患者阴道分泌物

中的烯醇化酶抗原的水平。
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【Abstract】 Objective To establish an double-antibody sandwich ELISA method for the detection of enolase
from Candida albicans and provide the basis for the subsequent quantitative detection of enolase (Eno) antigen in vaginal
secretions of patients with Candida vaginitis.Methods The optimal concentrations of coating anti-body and enzyme-la-
beled secondary antibody were determined with the square matrix titration. An ELISA method was established to detect
the enolase antigen of Candida albicans. The concentration of enolase antigen in culture supernatant of standard strain
SC5314 was detected by this method, and preliminary exploration was applied to the diagnosis of Vulvovaginitis candidi-
asis (VVC). Results The optimal concentration of Eno was 4.15 μg/mL, and the optimal dilution ratio of HRP-labeled
anti-enolase polyclonal antibody was 1∶1 000. The enolase antigen in the supernatant of Candida albicans culture began
to be detected at the 12th hour. With the extension of culture time, Eno antigen concentration in the supernatant increased
gradually, reaching a peak at the 48th hour and then stabilizing. The concentration of enolase antigen in the supernatant of
vaginal secretions increased with the increase of fungal colony count, and there was a good correlation. Conclusion A
double-antibody sandwich ELISA method for detecting enolase antigen of Candida albicans was established successful-
ly, which can be used to evaluate the level of enolase antigen in vaginal secretions of patients with Candida vaginitis.
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念珠菌性阴道炎(vulvovaginal candidiasis，VVC)
是妇科炎症中最常见的一个疾病种类。有许多研究文

献表明，在女性的一生中至少会发生一次VVC，40%~
50%的女性有多次感染的病史[1-2]。引发VVC疾病的

念珠菌主要是白色念珠菌，占比为85%~95% [3-6]。

与细菌性阴道炎比较，VVC没有特殊的症状和体

征，临床医生无法单纯依靠患者的查体结果和病史做

出诊断，往往需要结合实验室的检查结果。当前，对

VVC最主要的实验室检查手段有阴道分泌物常规分

析和真菌培养。尽管大部分VVC患者根据这两项检

测可以得到有效诊治，但临床上误诊的概率仍达到了

34% [7-9]，阴道分泌物真菌培养与常规分析经常出现结

果不一致的情况，使得临床医生时常感到困惑。此

外，真菌培养诊断周期需要3~4 d，无法满足快速诊断

的要求。由此可见，尽管一般认为VVC可以通过常规

实验室检测完成诊断，但临床对新的诊断技术仍然有

非常迫切的需求。

念珠菌烯醇化酶(enolase，Eno)主要存在于细胞浆
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中，是催化糖酵解过程中的一种关键酶。念珠菌中存

在大量的念珠菌烯醇化酶蛋白，其重量占总重量的

0.7%~2%。研究表明烯醇化酶可以释放到细胞外，且

与念珠菌的生长状态相关[10-11]。本研究通过建立双抗

夹心酶联免疫吸附反应(ELISA)，检测白色念珠菌烯

醇化酶抗原，并用于定量检测VVC患者阴道分泌物中

的Eno抗原，可为临床提供一种新的快速简便的诊断

VVC的方法。

1 材料与方法

1.1 菌株与试剂 菌株：白色念珠菌 SC5314
(购自中国医学细菌保藏管理中心)；主要试剂：白色念

珠菌重组烯醇化酶蛋白、抗烯醇化酶单克隆抗体、HRP
标记抗烯醇化酶多克隆抗体(本实验室制备保存 [12])、
5%脱脂奶粉、显色液和终止液(北京万泰生物药业公

司)、Tween-20购自上海碧云天生物技术有限公司、酶

联反应板购自广州洁特公司、YPD培养液(自配)、碳酸

盐包被缓冲液(自配)、PBST洗涤液(自配)。
1.2 标本来源 收集联勤保障部队第九八〇医

院2022年6~9月份门诊患者15例，经临床医生诊断为

外阴阴道念珠菌病，年龄 18~55岁，平均 36.5岁，临床

用药情况不详。由临床医生借助扩阴器于患者阴道

后穹窿处用专用无菌拭子采集阴道分泌物后立即送

检。在无菌拭子管中加入 1 mL生理盐水与采集的分

泌物样本充分震荡混匀后，取10 μL稀释10倍，吸取稀

释后的标本5 μL接种于沙保罗培养基，35℃培养24 h
后菌落计数(CFU/mL)，用珠海美华MA120全自动细

菌药敏鉴定仪鉴定为白色念珠菌；剩余标本离心后收

集上清，-80℃冰箱保存待检。

1.3 仪器 HF-1600C 型生物安全柜 (上海力

申)；高速低温离心机(德国 Sigma)；二氧化碳培养箱

(日本三洋)；DNM-9602型酶标仪(北京普朗新)。
1.4 方法

1.4.1 确定烯醇化酶抗原包被抗体和酶标二抗

最佳稀释浓度 采用方阵滴定法确定烯醇化酶抗原

包被抗体和酶标二抗最佳稀释浓度。具体操作：将抗

烯醇化酶单抗用 0.05 mmol/L碳酸盐缓冲液倍比稀

释，涡旋混匀，每孔加样100 µL包被酶联反应板，盖封

板膜封闭，4℃孵育过夜后弃去包被液，PBST [含
0.05%Tween-20的磷酸盐缓冲液(PBS)]洗板 3次，每

次 3 min；加 5%脱脂奶粉封闭，每孔加样 100 µL，反应

板盖封板膜，4℃孵育过夜后弃去包被液，PBST (含
0.05%Tween-20的 PBS) 洗板 3次，3 min/次；加入待

测重组烯醇化酶抗原，每孔加样 100 µL，37℃孵育

1 h，PBST洗板 3次，每次 3 min；用抗体稀释液稀释

抗烯醇化酶多抗(HRP标记)，每孔加样100 µL，37℃孵

育 1 h后 PBST 洗板 3次，每次 3 min；每孔加底物液

100 µL，37℃孵育 15 min后，加 2 mol/L H2SO4终止液

50 µL终止反应，于酶标仪上设定测试波长为450 nm、

参比波长为630 nm 读取吸光度(A)值。

1.4.2 确定抗烯醇化酶抗原多抗(HRP标记)稀释

度 将抗烯醇化酶抗原单抗 (0.83 mg/mL)用碳酸盐

缓冲液按照 1：1 000~1：32 000 倍比稀释，涡旋混

匀，100 µL/孔包被酶联反应板；本实验白色念珠菌

重组烯醇化酶蛋白浓度为 1.3 mg/mL，将其稀释成

1.3 µg/mL作为待测样本；将HRP标记的抗烯醇化酶

抗原多抗用PBS溶液分别稀释为1∶1 000、1∶2 000、
1∶5 000、1∶10 000，其余操作见方阵滴定法。

1.4.3 确定抗烯醇化酶抗原单抗浓度 将抗烯

醇化酶抗原单抗(0.83 mg/mL)用碳酸盐缓冲液分别按

照1∶100、1∶200、1∶500、1∶1 000稀释。将白色念珠

菌重组烯醇化酶蛋白用 PBS 溶液稀释为 10 ng、5 ng、
2.5 ng、2 ng、1.5 ng、1 ng、0.5 ng，其余操作见方阵滴

定法。

1.5 统计学方法 采用SPSS 25.0软件进行统计

学分析。线性回归分析采用拟合曲线，相关性采用

Pearson分析，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 最佳抗烯醇化酶抗原多抗(HRP标记)稀释

度 根据以上方阵滴定法确定最佳抗烯醇化酶抗原

多抗(HRP标记)稀释度为1∶1 000和最佳抗烯醇化酶

抗原单抗稀释度为1∶200 (浓度为4.15 μg/mL)。
2.2 标准曲线的建立 将重组烯醇化酶抗原浓

度依次稀释为20 ng/mL、10 ng/mL、5 ng/mL、2 ng/mL、
1 ng/mL和 0.5 ng/mL。以 y轴作为标准重组烯醇化酶

抗原含量，x轴为吸光度值，用SPSS25.0统计软件进行

线性回归分析，标准线性拟合曲线方程为y=0.050 5x+
0.114 5，决定系数R2=0.997 (F=152 8，P<0.01)，见图1。

2.3 白色念珠菌SC5314培养上清液的制备和Eno
抗原浓度测定 将SC5314从-80℃冰箱取出后恢复至

图1 双抗体夹心酶联免疫法定量检测烯醇化酶抗原标准曲线

Figure 1 Standard curve for quantitative detection of enolase antigen
using double-antibody sandwich ELISA
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室温，接种于沙保罗培养基置于二氧化碳培养箱35℃培

养24~48 h后获得单个菌落。用牛鲍计数板计数调整菌

液浓度为 2.9×107 CFU/mL。将菌悬液 500 µL加入到

50 mLYPD培养液中，35℃培养。在培养的不同时间

段里(分别为6 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h和120 h)取
出1 mL培养液，用牛鲍计数板进行计数后4℃ 10 000 g
离心 5 min，吸取上清-20℃冰箱保存。YPD培养液作

为空白对照，利用上述检测体系对培养上清中Eno抗
原进行测定。培养第 12小时上清中的烯醇化酶抗原

开始检出，浓度为 2.23 ng/mL，随着培养时间的延长，

其上清中Eno抗原的浓度也随着逐渐增高，到培养时

间到48 h时，培养上清中Eno浓度达到了最高值，浓度

为38.70 ng/mL，然后Eno浓度开始趋于稳定，见图2。

2.4 外阴阴道念珠菌病患者阴道分泌物培养后菌

落计数及其上清液Eno浓度的测定 在无菌拭子管中

加入 1 mL生理盐水与采集的阴道分泌物样本充分震

荡混匀后，取10 μL稀释10倍，吸取稀释后的标本5 μL
接种于沙保罗培养基，35℃培养24 h后菌落计数，同时

将剩余标本离心后收集上清液测定Eno浓度，见表1。

2.5 阴道分泌物上清液Eno浓度与真菌培养结果

的相关性 将-80℃保存的上清液恢复至室温，用上

述检测体系根据标准曲线方程Y=0.050 5X+0.114 5对
上清液中Eno抗原进行测定，经Pearson相关性分析结

果显示与真菌培养结果呈正相关(相关系数为 0.957，
P<0.01)，随着真菌培养菌落计数的增加其Eno浓度也

增加，见图3。

3 讨论

念珠菌属(Candida species)是最常见的条件致病

菌之一，其所致疾病在侵袭性真菌病中占首位。念珠

菌可共栖于正常人群的皮肤、黏膜、生殖道、肠道等部

位，是一种条件致病菌，只有当宿主的免疫系统受损

或菌群失调时，才会引起感染。宿主相关环境因素的

变化可刺激诱导白色念珠菌从酵母相向菌丝相转换，

形成的菌丝具有黏附宿主细胞表面和组织穿透的能

力，其致病过程主要包括以下几个阶段：黏附、侵袭、

扩散、组织损伤等。念珠菌病的早期诊断对临床治疗

非常关键，但感染的非特异性又使得其早期诊断变得

非常困难，以致延误了最佳的抗真菌治疗时间，影响

患者预后。白色念珠菌是引起成年女性阴道炎的常

见真菌，大部分女性一生中会都经历VVC，而其中多

数人可能会发生多次反复感染。念珠菌性阴道炎的

实验室诊断有阴道分泌物的常规镜检、微生物培养及

检测白色念珠菌特异性酶的活性等，这些方法存在不

同的检测弊端，比如检出周期长、阳性率低，无法判断

感染真菌的种类及治疗效果[13]。

Eno由440个氨基酸组成，分子量为 45~48 kD，是

糖酵解途径所必需的胞内酶。烯醇化酶在念珠菌中

含量丰富(0.7%~2.0%)，研究显示烯醇化酶只在侵袭性

感染时大量表达，同时刺激机体产生抗体。免疫蛋白

组织学研究显示可在患者体内检测到 30余种免疫反

应蛋白。以上表明烯醇化酶具有很强的免疫原性，可

刺激诱导患者机体产生强烈的体液免疫应答，产生高

滴度的抗体，是白色念珠菌的一个免疫优势抗原。当

前国内外对Eno的应用主要集中在检测其抗体上，而

图2 YPD培养液中白色念珠菌Eno浓度随培养时间的变化

Figure 2 Variation of Eno concentration of Candida albicans in
YPD medium with culture time

表1 不同患者阴道分泌物菌落计数及上清液Eno浓度测定

Table 1 Bacterial colony count of vaginal secretions and Eno
concentration determination in different patients

例数

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

菌落计数(CFU/mL)
2.0×105

1.5×105

1.2×105

4.2×105

0.3×105

2.2×105

1.4×105

5.4×105

0.2×105

3.6×105

4.8×105

0.6×105

1.8×105

2.8×105

3.0×105

吸光度值

0.386
0.285
0.273
1.131
0.114
0.401
0.275
1.734
0.097
0.943
1.276
0.145
0.351
0.463
0.513

Eno (ng/mL)
5.38
3.38
3.14
20.13
0
5.67
3.18
32.07
0
16.41
23.00
0.6
4.68
6.90
7.89

图3 阴道分泌物上清液真菌培养菌落计数和Eno浓度的变化趋势图

Figure 3 Trends of bacterial colony count and Eno concentration in
supernatant of vaginal secretions
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对抗原检测的应用价值研究极少。其主要原因可能

有两方面，一是在分子生物学欠发达时期，特异性的

单克隆抗体较难获得；二是病原体抗原与宿主免疫系

统的互动可能导致抗原被清除，不便于检测。

女性生殖道环境相对封闭，其与宿主的免疫系统

接触可能仅限于黏膜免疫系统。此类环境有利于感

染病原体抗原的聚集，不易被机体清除，是发展抗原

检测技术的理想标本。VVC在女性群体中发病广泛，

而现有的实验室检测手段存在不同的缺陷，无法完全

满足临床需求。建立更加快速有效的实验室诊断手

段，必将大大提高临床诊治VVC的效率。

本部分建立了白色念珠菌烯醇化酶抗原双抗体

夹心法，通过对白色念珠菌标准菌株 SC5314培养上

清Eno抗原浓度的定量检测，初步评价了该ELISA检

测体系，为后续VVC的快速诊断提供了基础。

对外阴阴道念珠菌病患者阴道分泌物上清液Eno
的测定进行了初步探索，结果显示随着真菌培养菌落

计数的增加其Eno浓度也在增加，有很好的相关性。

下一步将继续收集临床VVC标本进一步评价其在快

速诊断中的作用。
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