
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201810820863.1

(22)申请日 2018.07.24

(71)申请人 中山大学肿瘤防治中心（中山大学

附属肿瘤医院、中山大学肿瘤研究

所）

地址 510060 广东省广州市越秀区东风东

路651号

(72)发明人 刘万里　陈浩　陈树林　毛敏杰　

刘纹　李林芳　

(74)专利代理机构 广州嘉权专利商标事务所有

限公司 44205

代理人 胡辉

(51)Int.Cl.

G01N 33/68(2006.01)

G01N 33/574(2006.01)

G01N 33/569(2006.01)

G01N 33/531(2006.01)

 

(54)发明名称

抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原抗体的校准

品和质控品及其制备方法

(57)摘要

本发明公开了抗EB病毒衣壳抗原和早期抗

原抗体的校准品和质控品及其制备方法。本发明

原料容易获取，制备工艺简单，校准品制备的校

准曲线相关性高、真实可靠，本发明检测的VCA和

EA的NPC阳性率高，具备准确性高、灵敏度好、特

异性强以及稳定性好的特点，可以用于临床病人

疗效的监测。进一步提高了抗EB病毒的VCA-IgA

以及EA-IgA抗体的校准品和质控品的产品性能，

在生物检测领域发挥重要作用。
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1.一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的校准品的制备方法，其特征在于，

步骤如下：

1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB病毒

VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血浆按

比例混合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品。

2.一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的质控品的制备方法，其特征在于，

步骤如下：

1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB病毒

VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血浆混

合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品。

3.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病

毒VCA-IgA滴度为1:800～1680。

4.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病

毒EA-IgA滴度为1:220～420。

5.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于，步骤2)中所述的水浴的条件为32

～41℃恒温水浴1～3小时。

6.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于，步骤2)中所述的校准品的鼻咽癌

血浆与正常人血浆混合比例为1:5～10。

7.根据权利要求1或2所述的制备方法，其特征在于，步骤2)中所述的质控品的鼻咽癌

血浆与正常人血浆混合比例为1:350～650。

8.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述的校准品的赋值方法包括以下步

骤：通过化学发光法对上一批次和最新批次制备的校准品进行检测，得到光量子数并代入

公式计算：最新批次校准品的浓度＝上一批次校准品浓度×最新批次的光子数/上一批次

的光子数，即完成最新批次校准品赋值。

9.根据权利要求2所述的制备方法，其特征在于，所述的质控品的赋值方法包括以下步

骤：用化学发光法检测得到质控品光子数，将其代入到校准曲线得到对应的质控品浓度，即

完成质控品赋值。

10.一种检测EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的试剂盒，包括抗EB病毒衣壳抗

原和早期抗原的IgA抗体校准品以及抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体质控品。
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抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原抗体的校准品和质控品及其制

备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原抗体的校准品和质控品及其制备

方法，属于生物检测领域。

背景技术

[0002] 鼻咽癌是我国常见的头颈部肿瘤，它的发生与EB病毒(Epstein-Barr)相关。我们

通过检测EB病毒的衣壳抗原抗体(VCA-IgA)和早期抗原抗体(EA-IgA)，进行鼻咽癌的筛查

和疗效观察。目前，VCA-IgA和EA-IgA公认的抗体血清学检测方法是免疫荧光法(IFA)，以

VCA 的全蛋白作为抗原进行VCA-IgA抗体的检测，具有特异性高的特点，而且以滴度半定量

作为结果，对临床疗效监测有一定的帮助。但是IFA自动化弱、主观性强、设备要求高，阻碍

了其在大批量筛查检测的应用。

[0003] VCA-IgA和EA-IgA抗体的第二个检测方法：ELISA法，具有低成本、自动化等优势。

第三种方法是新兴的化学发光检测法，具有自动化和精密度高的特点，缺点是成本高于

ELISA  法，且厂家一般给出光子数并通过各个厂家各自赋值的校准品计算定量结果。由于

目前市场上尚无结合两者的标准品，阻碍了后面两种便捷、高效方法的进一步发展。首先，

由于缺乏标准品使得ELISA法仅能筛选出阴阳性两种结果，无法进行定量，临床疗效监测无

法进行；其次，我国具有许多生产VCA-IgA和EA-IgA抗体ELISA和化学发光试剂盒的厂家，各

个检测方法的结果无法进行统一比较，造成重复检测的浪费。

[0004] ELISA法在实际操作中受多种因素的影响，易导致检测结果的偏差，为了提高实验

的准确性，临界值质控的设置显得非常重要。目前市面上缺乏有效的鼻咽癌ELISA检测临界

值质控血清，常规的ELISA试剂盒常常只配备阴性和强阳性质控，无法对检测灰区的结果进

行有效的监控。临床实验室需要耗时耗力对临界值质控进行配置，而且从临床样本中获得

临界值质控的血清存在不少难度，而且缺乏统一标准，质量也没有保障。目前临界值质控品

配置大多采用阳性血清和阴性血清进行一定比例稀释配置，采用ELSIA法需要多次检测S/

CO值，筛选出合适的浓度，需要耗时耗力。而且ELISA法检测的线性结果远不如IFA法，对鼻

咽癌病人VCA-IgA抗体高值的检测存在明显的后带现象，使检测不准确。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原抗体的校准品。

[0006] 本发明的目的在于提供一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原抗体的质控品。

[0007] 本发明的再一目的在于提供一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原抗体的校准品

的制备方法。

[0008] 本发明的再一目的在于提供一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原抗体的质控品

的制备方法。

[0009] 本发明所采取的技术方案是：
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[0010] 一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的校准品的制备方法，步骤如下：

[0011] 1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB 

病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

[0012] 2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血

浆按比例混合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品。

[0013] 一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的质控品的制备方法，步骤如下：

[0014] 1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB 

病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

[0015] 2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血

浆混合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品。

[0016] 进一步的，加入防腐剂和冻干保护剂冷冻干燥进行保存。

[0017] 进一步的，所述的冻干保护剂为甘氨酸、甘露醇、氯化钾的至少一种。

[0018] 进一步的，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病毒VCA-IgA滴度为1:800～1680。

[0019] 进一步的，EB病毒VCA-IgA滴度为1:1280。

[0020] 进一步的，步骤2)中所述的滤膜为醋酸纤维素膜。

[0021] 进一步的，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病毒EA-IgA滴度为1:220～420。

[0022] 进一步的，步骤2)中所述的水浴条件为32～41℃恒温水浴1～3小时。

[0023] 进一步的，步骤2)的离心在10000rpm离心30分钟。

[0024] 进一步的，步骤2)中所述的校准品的鼻咽癌血浆与正常人血浆混合比例为1:5～

10。

[0025] 进一步的，步骤2)中所述的质控品的鼻咽癌血浆与正常人血浆混合比例为1:350

～650。

[0026] 进一步的，所述的校准品赋值方法包括以下步骤：通过化学发光法对上一批次和

最新批次制备的校准品进行检测，得到光量子数并代入公式计算：最新批次校准品的浓度

＝上一批次校准品浓度×最新批次的光子数/上一批次的光子数，即完成校准品赋值。

[0027] 进一步的，所述的质控品赋值方法包括以下步骤：用化学发光法检测质控品光子

数并代入校准曲线可得到对应的质控品浓度，即完成质控品赋值。

[0028] 一种检测抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的试剂盒，包括抗EB病毒衣

壳抗原和早期抗原的IgA抗体校准品以及抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体质控品。

[0029] 本发明的有益效果是：

[0030] 本发明原料容易获取，制备工艺简单；通过血浆制备得到的抗EB病毒的衣壳抗原

和早期抗原IgA抗体校准品和质控品，制备的校准曲线相关性高、准确性高，不仅定性而且

还可以定量读取抗体的浓度，检测的VCA-IgA和EA-IgA的鼻咽癌(NPC)阳性率高；具备灵敏

度好、特异性强以及稳定性好的特点，可以用于临床病人疗效的监测。本发明在赋值方面采

用了IFA和化学发光法联合进行赋值，既缩短摸索的时间，提高特异性和赋值的精密度。

附图说明

[0031] 图1为使用本发明校准品和欧蒙试剂盒检测得到的VCA-IgA校准曲线。

[0032] 图2为使用本发明校准品和欧蒙试剂盒检测得到的EA-IgA校准曲线。
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[0033] 图3为使用本发明校准品和同昕试剂盒检测得到的VCA-IgA校准曲线。

[0034] 图4为使用本发明校准品和同昕试剂盒检测得到的EA-IgA校准曲线。

[0035] 图5为使用本发明校准品及欧蒙检测试剂盒的VCA-IgA的ROC曲线。

[0036] 图6为使用本发明校准品及欧蒙检测试剂盒的EA-IgA的ROC曲线。

[0037] 图7为使用欧蒙试剂盒及试剂盒自带校准物的VCA-IgA的ROC曲线。

[0038] 图8为使用欧蒙试剂盒及试剂盒自带校准物的EA-IgA的ROC曲线。

具体实施方式

[0039] 一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的校准品的制备方法，步骤如下：

[0040] 1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB 

病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

[0041] 2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血

浆按比例混合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品。

[0042] 一种抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的质控品的制备方法，步骤如下：

[0043] 1)通过免疫荧光法，选取含EB病毒VCA-IgA以及EA-IgA抗体的鼻咽癌病人血浆、EB 

病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去沉淀；

[0044] 2)向步骤1)处理的血浆加入氯化钙水浴，离心取上清，将鼻咽癌血浆和正常人血

浆混合，滤膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品。

[0045] 优选的，加入防腐剂和冻干保护剂冷冻干燥进行保存。

[0046] 优选的，所述的冻干保护剂为甘氨酸、甘露醇、氯化钾的至少一种。

[0047] 优选的，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病毒VCA-IgA滴度为1:800～1680。

[0048] 优选的，步骤2)中所述的滤膜为醋酸纤维素膜。

[0049] 优选的，步骤1)中，鼻咽癌病人血浆中EB病毒EA-IgA滴度为1:220～420。

[0050] 优选的，EB病毒VCA-IgA滴度为1:1280。

[0051] 优选的，步骤2)中所述的水浴条件为32～41℃恒温水浴1～3小时。

[0052] 优选的，步骤2)的离心在10000rpm离心30分钟。

[0053] 优选的，步骤2)中所述的校准品的鼻咽癌血浆与正常人血浆混合比例为1:5～10。

[0054] 优选的，步骤2)中所述的质控品的鼻咽癌血浆与正常人血浆混合比例为1:350～

650。

[0055] 进一步的，所述的校准品赋值方法包括以下步骤：使用化学发光法对上一批次和

最新批次制备的校准品进行检测，得到光量子数并代入公式计算：最新批次校准品的浓度

＝上一批次校准品浓度×最新批次的光子数/上一批次的光子数，即完成校准品赋值。

[0056] 进一步的，所述的质控品赋值方法包括以下步骤：用化学发光法检测质控品光子

数并代入校准曲线可得到对应的质控品浓度值，即完成质控品赋值。

[0057] 一种检测抗EB病毒的衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体的试剂盒，包括抗EB病毒衣

壳抗原和早期抗原的IgA抗体校准品以及抗EB病毒衣壳抗原和早期抗原的IgA抗体质控品。

下面结合实施例对本发明作进一步说明。

[0058] 实施例1校准品的制备方法

[0059] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:1280和EA-IgA抗体滴度为
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1:320的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0060] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于38℃的恒温水浴2小时， 

10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:8的比例混合，0.2μm 

醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品；

[0061] (3)将制得的校准品分装，加入防腐剂和50g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干粉保

存。

[0062] 实施例2校准品的制备方法

[0063] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:800和EA-IgA抗体滴度为

1:220的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0064] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于35℃的恒温水浴2小时， 

10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:5的比例混合，0.2μm 

醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品；

[0065] (3)将制得的校准品分装，加入防腐剂和10g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干粉保

存。

[0066] 实施例3校准品的制备方法

[0067] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:1680和EA-IgA抗体滴度为

1:420的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0068] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于35℃的恒温水浴3小时， 

10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:10的比例混合，0.2 

μm醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体校准品；

[0069] (3)将制得的校准品分装，加入防腐剂和10g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干粉保

存。

[0070] 实施例4质控品的制备方法

[0071] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:1280和EA-IgA抗体滴度为

1:320的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0072] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于35-38℃的恒温水浴2小

时，10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:200的比例混合， 

0.2μm醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品；

[0073] (3)将制得的质控品分装，加入防腐剂和10～50g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干

粉保存。

[0074] 实施例5质控品的制备方法

[0075] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:800和EA-IgA抗体滴度为 

1:220的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0076] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于38℃的恒温水浴2小时，
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10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:350的比例混合，0.2 

μm醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品；

[0077] (3)将制得的质控品分装，加入防腐剂和10g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干粉保

存。

[0078] 实施例6质控品的制备方法

[0079] (1)通过免疫荧光法(IFA)选取EB病毒VCA-IgA滴度为1:1680和EA-IgA抗体滴度为

1:420的鼻咽癌病人血浆、EB病毒VCA-IgA和EA-IgA抗体阴性的正常人血浆，分别离心去除

沉淀和干扰物；

[0080] (2)向步骤(1)处理后的血浆中加入18mmol/L氯化钙，置于38℃的恒温水浴2小时， 

10000rpm离心30分钟后分离，取上清。将鼻咽癌血浆和正常人血浆按1:650的比例混合，0.2 

μm醋酸纤维素膜过滤，制得VCA-IgA和EA-IgA抗体质控品；

[0081] (3)将制得的质控品分装，加入防腐剂和10g/L冻干保护剂，冷冻干燥成冻干粉保

存。

[0082] 每批次校准品及质控品的赋值

[0083] 校准品的赋值：我们将首批制备和验证的校准品赋值为16000IU/mL，然后在每批

新产品初步制备完成后我们使用深圳市新产业生物医学工程股份有限公司生产的VCA-IgA

和  EA-IgA抗体检测试剂盒(化学发光法)，从-80℃取出首批次的校准品和第二批次制备的

校准品(各20个)，4℃放置24小时后进行检测。取出校准品室温放置30分钟后检测。放入仪

器进行检测，然后根据赋值公式计算校准品的浓度值。计算平均浓度值和不确定度。

[0084] 赋值公式如下：

[0085] 最新批次校准品的浓度＝上一批次校准品浓度×最新批次的光子数/上一批次的

光子数；

[0086] 例如：

[0087] 第二批次校准品的浓度＝首批次校准品浓度×第二批次的光子数/首批次的光子

数；

[0088] 第三批次校准品的浓度＝第二批次校准品浓度×第三批次的光子数/第二批次的

光子数；

[0089] 以此类推。

[0090] 质控品的赋值：先制备横纵坐标分别为校准品浓度、校准品光子数的校准曲线；接

着将最新批次的质控品，从-80℃选出3只质控品，4℃放置24小时后，室温放置30分钟，使用

化学发光法(深圳市新产业生物医学工程股份有限公司生产的VCA-IgA和EA-IgA抗体检测

试剂盒)进行检测，重复10次，计算平均浓度值和标准偏差。将质控品的光子数代入到校准

曲线上得出对应的质控品浓度，即完成最新批次质控品的赋值。

[0091] 实施例7本发明校准品的校准曲线

[0092] 方法：我们在两个医院分别采用欧蒙和同昕的ELSIA试剂盒对本发明的校准品进

行验证，绘制标准曲线。

[0093] 将100μL标准品(试剂盒原来配备的)、阳性对照品、阴性对照品和稀释后的本发明

制备的校准品，室温温育30min。缓冲液清洗3次，每次300μL。倒掉以去除残存的清洗液。滴

加100μL酶结合物到微孔，室温温育30min。清洗缓冲液清洗3次，每次300μL。滴加100μL  底
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物液到每一微孔，室温避光温育15min。以同样的速度和顺序滴加100μL终止液到每一微孔，

30分钟内测定波长为450nm的吸光度。如表1所示。

[0094] 表1本实验使用的试剂盒

[0095]

[0096] 结果：

[0097] 结果显示无论采用欧蒙和同昕试剂盒，标准曲线的相关性r都无限接近于1，相关

性好。

[0098] 使用本发明制备的校准品和欧蒙试剂盒在中山大学肿瘤医院进行检测，绘制的曲

线分别为VCA-IgA(Y＝72.86+898.41χ+1086.88χ2，r＝0.999)(图1)和EA-IgA(Y＝55.17+

4617.4 χ+1250.6χ2，r＝0.999)(图2)，标准曲线相关性均达到0.999以上。

[0099] 用本发明制备的校准品和北京同昕试剂盒在揭阳市人民医院进行检测，绘制的曲

线分别为VCA-IgA(Y＝420.80+733.57χ+6071.88χ2，r＝0.993)(图3)和EA-IgA(Y＝573.32+

2071.13 χ+3033.95χ2，r＝0.995)(图4)。

[0100] 目前，大多数的试剂盒采用临界值附近的物质作为校准品，因为仅是一个定值，且

无溯源性，仅能用于定性结果的判断。另外由于试剂盒线性范围较窄，试剂盒提供的一个临

界值校准品不可反馈真实的结果。从图1～图4种可知，本发明校准品真实性可靠、性能好，

有利于实验结果的比对，可以用于临床病人疗效的监测。

[0101] 实施例8本发明校准品对不同VCA-IgG、EA-IgG的检测方法的比对

[0102] 方法：我们挑选20例经临床确诊的鼻咽癌样本，使用本发明制备的校准品，同时在

两家医院分别采用欧蒙、同昕试剂盒检测VCA和EA(方法同实施例2)，代入到欧蒙VCA-IgA标

准曲线Y＝72.86+898.41χ+1086.88χ2、欧蒙EA-IgA标准曲线Y＝55.17+4617.4χ+1250.6χ2。

[0103] 代入到到同昕VCA-IgA标准曲线Y＝420.80+733.57χ+6071.88χ2、同昕EA-IgA标准

曲线  Y＝573.32+2071.13χ+3033.95χ2。以及采用血清学金标准方法(IFA)进行测试。

[0104] 其中IFA的实验步骤：先滴加30μL稀释后的血清到加样板反应区，将载片覆有生物

薄片的一面朝下，盖在加样板的凹槽里，室温温育30min；接着用盛有PBS-吐温缓冲液冲洗

载片，再浸洗至少5分钟；滴加25μLFITC标记二抗到反应区，温育；PBS-吐温缓冲液冲洗载

片，再浸洗至少5分钟；最后用盖玻片直接放在凹槽里，滴加甘油到反应区，放在荧光显微镜

下判读。

[0105] 表2  20例样本使用欧蒙、同昕试剂盒测得的VCA-IgG和EA-IgG
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[0106]

[0107]

[0108] 结果：表2中的Cutoff值是一个临床临界值，使用试剂盒测得的抗体浓度，会以此

值在同等条件下判断样本的阴阳性，如果样本的检测浓度大于该临界值，则为阳性；否则为

阴性。

[0109] 欧蒙检测的VCA和EA的NPC阳性值分别为90％、80％，同昕检测的VCA和EA的  NPC阳

性值分别85％、95％，发现使用本发明两个试剂盒检测得到的阳性率较高，个别偏差及检测

浓度的差异可能是由于两种试剂盒检测的EB病毒抗原肽段不同造成的。
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[0110] 相比于传统的间接免疫荧光法(IFA)，使用本发明标准品制备的校准曲线后，欧蒙

和同昕ELISA试剂盒获得抗体的具体浓度，而且阳性率更高，与病人的临床诊断更吻合。

[0111] 实施例9本发明在鼻咽癌(NPC)筛查中的性能

[0112] 为了验证使用标准曲线的定值方法，在鼻咽癌筛选中更具有优势，我们使用本发

明和试剂盒配备的校准品同时进行检测，评估其临床应用价值。

[0113] 方法：收集鼻咽癌病人治疗前和正常人的血浆，采用本发明制备的校准品标准曲

线，以及欧蒙ELISA试剂盒的校准品对VCA-IgA、EA-IgA进行检测。

[0114] 表3不同校准品在NPC(鼻咽癌)筛查的性能参数

[0115]

[0116] 注：A:A组为使用本发明自制校准品的性能参数；

[0117] B:B组为使用试剂盒自带校准品的性能参数；

[0118] a：根据ROC曲线选出的最佳cutoff值；

[0119] b/c：根据试剂盒提供的cutoff值。

[0120] 结果：结果表3和图5～8中可知，以曲线下面积(AUC)评价，本发明校准品用检测 

VCA-IgA的AUC大于试剂盒校准品检测VCA-IgA的AUC(0.937>0.906)，说明本发明检测VCA具

有较高的准确性；本发明检测EA-IgA的AUC比试剂盒校准品检测EA-IgA的AUC  大(0.810>

0.697)，说明本发明检测EA具有高的准确性。另外，灵敏性、特异性均优于欧蒙试剂盒配备

的接近临界值的校准物。

[0121] 实施例10本发明校准品和质控品的稳定性

[0122] 将本发明制备的质控品从-30℃取出后，放入4℃，分别在第一天、第三天、第七天

使用同昕试剂盒对VCA-IgA的高低两个浓度进行检测。

[0123] 表4  VCA-IgA在不同天数的检测结果(误差为±20％)
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[0124]

[0125] 结果：从表4中可以看出，本发明制备的校准品和质控品，回收率在80％-120％的

行业标准内，在4度中可稳定保存至少七天。

[0126] 实施例11本发明校准品和质控品的不精密度

[0127] 使用VCA-IgA和EA-IgA抗体检测试剂盒(化学发光法)(深圳市新产业生物医学工

程股份有限公司生产的)。将质控品和校准品每天检测三次浓度值，连续检测五天，分别计

算均值和批内不精密度。结果发现，本校准品和质控品的批内不精密度均小于10％的要求

(见表5)。

[0128] 表5校准品和质控品的不精密度

[0129]

[0130] 注：单位(AU/ml)为新产业仪器曲线计算出的浓度值单位

[0131] 实施例12本发明校准品和质控品的瓶间差异

[0132] 随机选取同批号的最小包装单元的校准品、质控品各7只，对每包装单元的浓度测

试3  次。按下面的公式计算测试结果的平均值 和标准差S1；另用上述校准品、质控品

中的  1个最小包装单元连续重复测试6次，计算测试结果的平均值 和标准差S2；按下

列各公式计算瓶间重复性CV％。

[0133] 公式1

[0134] 公式2

[0135] 公式3

[0136] 公式4
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[0137] 当S1<S2时，令CV瓶间＝0

[0138] 式中：

[0139] ----平均值；S----标准差；n----测量次数；xi----指定参数第i次测量值。

[0140] 表6校准品和质控品的瓶间差异

[0141]

[0142] 注：均值单位为AU/mL，为新产业仪器曲线计算出的浓度值单位

[0143] 表6结果发现，本校准品和质控品的瓶间差异小于15％，说明标准品、质控品的瓶

间差异小，符合校准品和质控品制备规范的要求。

[0144] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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