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摘 要:用北京贝尔公司的人巨细胞病毒 (HCMV) IgG检测试剂盒检测 5 ～ 6月入库的武汉生物制品研究所

( WIBP)下属四个浆站共 7433份普通血浆, HCMV-IgG阳性率为 36% ～ 55%。建立内部参考品 Pc1、Pc2、 Pc3、

Pc4,用德国赛润公司的 HCMV-IgG定量检测试剂盒对内部参考品进行标定, 效价分别为 648、 962、 1757、2940PEI-

U/ml。以 A450值 >Pc1为标准确定 HCMV-IgG阳性的献血员名单, 按照检疫期的要求,利用浆站管理系统软件查找

献血员前 3个月的血浆编号, 统计建档。逐批检测符合检疫期的建档血浆, 以 A
450
值 >Pc2为标准收集阳性血浆,

以 A450值 >Pc3为标准投料,进行人巨细胞免疫球蛋白 (HCMV-IG)的低温乙醇纯化。通过成品的中和试验结果决

定收浆方案是否可行 。
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Abstract:7433 plasmasamplesfrom4plasmastationsofWIBPweredetectedwithBeijingBayerELISAkitsinordertoun-

derstandtheratioofpositiveHCMV-IgGplasma.TheresultsshowedthatthepositiveratesofHCMV-IgGarebetween36%

to55%.TheinnerreferencesPc1, Pc2, Pc3 andPc4 wereestablishedandtheirpotencieswerestandardisedbyGerman

SerionHCMV-IgGquantitativeELISAkit, thetiteris648, 962, 1757 and2940 PEI-U/mlrespectively.Thestatistical

formofpositiveHCMV-IgGdonorwasmadeinaccordancewiththestandardofA
450

>Pc1.Accordingtoquarantiningperi-

oddemand, theserialnumberofplasmadonor3 monthsagowaslookedforusingtheplasmastationmanagementsystem

softwarewiththeaimofestabolishingarchives.EachbatchofHCMV-IgGplasmawasdetectedandthepositiveplasmawas

collectedinthelightofthestandardofA450 >Pc2.ThepurificationofHCMV-IgGwasperformedbylowtemperatureetha-

noltechnology.Thefeasibilityofcollectingplasmaprotocolwasevaluatedonthebasisoftheneutralizationtestresultoffi-

nalproduct.
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　　人巨细胞病毒 (Humancylomegalovirus, HCMV)

也称人疱疹病毒 5型 ( HHV5) ,属 β疱疹病毒亚科 。

HCMV是人类先天性病毒感染的最常见病原之 一,

可致感染患儿中枢神经系统受累 、多器官损害 、智力

低下或耳聋等;在正常健康人中可引起单核细胞增

多症;在免疫缺陷者如器官移植受者 、获得性免疫缺

陷综合症者及癌症患者中可引起严重的感染, 甚至

死亡
〔1〕

。

目前人血浆来源的人巨细胞病毒特异性免疫球

蛋白 (HCMV-IG)国际上已批准生产, 国内尚无同类

产品问世。其临床治疗主要用于器官移植, 静脉注

射 HCMV-IG,患者血液中 HCMV-IG升高,可以减轻

HCMV感染的相关综合症和真菌 、寄生虫的发生率,

提高移植器官的存活率 。国内人特异性免疫球蛋白

制剂品种较少,而临床对特异性免疫球蛋白的应用

则日趋广泛, 因此开发新的 HCMV-IG具有重要的

意义,于是其原料血浆的筛选提到了议事日程。

材料和方法

1 材料

1.1　标本来源

武汉生物制品研究所 (以下简称武汉所 )下属

郧县 、武穴 、监利 、君山 4个单采血浆站 2009年 5 ～

6月入库的普通血浆 7433份 。

1.2　试剂

北京贝尔生物工程有限公司 (以下简称贝尔 )

出品的人巨细胞病毒 IgG检测试剂盒 ( 96人份 ), 批

号 20090401;德国维润 /赛润公司 (以下简称赛润 )

出品的人巨细胞病毒 IgG定量检测试剂盒 ( 96人
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份 ) ,批号为 SKY.BA。

2 方法

2.1　血浆筛选的内部参考品的选取

按照贝尔 HCMV-IgG检测试剂盒的要求,将郧

县普通血浆 200份以 1∶20稀释作为试样,反应模式

为 30min、 30min、 10min, 选取 A450值为 1.0、 1.5、

2.0、2.5左右的血浆,复试后按这 4档分别混合,作

为内部参考品 Pc1、Pc2、Pc3、Pc4。

2.2　血浆筛选的内部参考品的确立

将内部参考品 Pc1、Pc2、Pc3、Pc4按照赛润 HC-

MV-IgG定量检测试剂盒的要求从 1∶100稀释起始,

再作 1∶500、1∶1000稀释后作为试样,赛润试剂盒附

带的标准血清直接作为试样,以赛润试剂盒的反应

模式为 60min、30min、30min操作, 按试剂盒附带的

效价公式计算内部参考品 Pc1、Pc2、Pc3、Pc4的效

价 。所有的稀释样品同时也在贝尔试剂盒上作平行

试验,按反应模式为 60min、30min、10min操作, 比较

两个试剂盒检测结果的相关性 。

2.3 4个血浆站普通血浆的初次筛选

按贝尔 HCMV-IgG检测试剂盒的要求,血浆样

品 1∶20稀释作为试样, 反应模式为 30min、30min、

10min,以 A450值 >0.15为阳性判断标准, 计算阳性

率。分别按 A450值 >Pc1、A450值 >Pc2的不同标准,

将血浆分档登记。

2.4 4个浆站合格献血员及其对应的检疫期合格

的血浆号的查找

在武汉所血源部的帮助下,利用浆站管理系统

软件,先查找该次检测阳性 ( A450值 >Pc1)的血浆

号所对应的献血员的卡号,列出献血员名单,然后追

溯该献血员对应的检疫期合格的血浆号 ( 3个月

前 ) ,登记造册,递交血源部, 在投料前按名单找出

这些血浆 。

2.5 投料前阳性血浆的筛选

将合格献血员检疫期合格的血浆小样再次用贝

尔 HCMV-IgG检测试剂盒检测,以 A450值 >Pc3为

标准,将合格的血浆收集至一定数量后,集中一起进

行后续的低温乙醇法纯化 IgG。若成品 IG的中和

抗体活性检测远高于国家要求, 下次收集血浆可按

A450值 >Pc2为标准,适度降低收浆标准;若成品 IG

的中和抗体活性检测低于国家要求, 下次收集血浆

可按 A450值 >Pc4为标准, 适度提高收浆标准。

结　果

1 血浆筛选的内部参考品的选择和试剂盒的考核

表 1　内部参考品在贝尔试剂盒中的线性稀释结果

Tab.1　TheresultsofinnerreferencesdilutionwithBayerkit

Dilution 1∶20 1∶40 1∶80 1∶160 1∶320 1∶20

Pc1 0.812 0.460 0.271 0.147 0.083 0.925

Pc2 1.299 0.808 0.461 0.227 0.137 1.376

Pc3 1.985 1.368 0.743 0.331 0.175 2.003

Pc4 2.406 1.874 1.047 0.487 0.268 2.466

图 1　内部参考品在贝尔试剂盒中的线性关系比较

Fig.1　Thecomparisonofinnerreferences' linearrelationwithBayerkit

Pc1 r2 =0.9948 Pc2　r2 =0.9338 　　Pc3 r2 =0.9358 Pc4　r2 =0.9695
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　　结果说明该试剂盒的线性较好, 可以进行半定

量检测 HCMV-IgG, 而实验中选择的内部参考品在

试剂盒上有明显的线性滴度,可暂时作为收浆标准。

2 血浆筛选的内部参考品的效价确定

表 2　内部参考品在贝尔和赛润试剂盒中的检测结果

Tab.2　ThedetectingresultsofinnerreferencesdilutionwitnBayerandSerionkit

Dilution
Pc1

1∶100

Pc2

1∶100

Pc3

1∶100

Pc4

1∶100

Serion

standard

BayerA450

0.221

0.215

0.283

0.333

0.374

0.445

0.577

0.505

0.622

1.186

1.197

1.476

0.050

0.062

0.093

SerionA405

2.178

1.721

1.423

2.163

2.099

1.506

2.397

2.164

1.773

2.443

2.259

1.932

1.473

1.112

0.723

Dilution
Pc1

( 1∶500)

Pc2

( 1∶500)

Pc3

( 1∶500)

Pc4

( 1∶500)

Serion

standard

BayerA450 0.069 0.107 0.173 0.382 0.093

SerionA405 1.304 1.452 1.636 1.824 1.112

Dilution
Pc1

( 1∶1000)

Pc2

( 1∶1000)

Pc3

( 1∶1000)

Pc4

( 1∶1000)

Serion

standard

BayerA
450 - - - 0.181 0.093

SerionA
405 0.451 0.590 0.839 1.066 0.723

Potency(PEI-U/ml) 648 962 1757 2940 134

　　SKY.621BA批次的赛润试剂盒的标准品 A405

值有效性范围在 0.43 ～ 1.48, 而内部参考品在 1∶

100稀释的 A450值不在有效范围内,故需要进一步稀

释才能计算效价 。

德国赛润试剂盒中抗体效价的计算公式:

Conc.=exp{5.424-In〔2.314/( Samplex0.87/stand-

ard+0.012) -1〕/0.922}

内部参考品的效价 =稀释样品的效价 ×10(因

为稀释倍数为 1∶1000)

根据以上实验结果确定了内部参考品的 PEI-

U/ml效价 ( Pc4 >Pc3 >Pc2 >Pc1) , 建立了质量控

制标准。

图 2　贝尔试剂盒和赛润试剂盒检测结果的相关性的比较

Fig.2　ThecomparisonofrelationshipofthetestedresultsbetweenBayerandSerionkits
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　　从内部参考品在两种试剂盒的检测结果来看贝

尔试剂盒与赛润试剂盒的相关性较好, 其可靠性得

到初步验证。

3　原料血浆筛选方案的实施过程及结果

表 3 四个血浆站实施本方案的统计数据

Tab.3 Thestatisticaldatafrom 4plasmastationsaccordingtoplasmacollectingprogram

Yunxian Wuxue Junshan Jianli

200905-06 Totalsamples 3760 751 498 2424

Positivesamples/ratio 1370( 36.46% ) 331( 44.07% ) 277( 55.62% ) 1295( 53.42% )

200905-06>Pc1samples/ratio 347( 9.23% ) 122( 16.25% ) 27( 5.42% ) 280( 11.55% )

200905-06>Pc2samples/ratio 199( 5.29% ) 68( 9.05% ) 9( 1.81% ) 185( 7.63% )

Qualifieddonornumbers 261 75 27 234

200902-03 donorsamples 331 35 7 261

200902-03>Pc2plasmas/ratio 167( 50.45% ) 13( 37.14% ) - 105( 40.23% )

200902-03>Pc3plasmas/ratio 89( 26.89% ) 10( 28.57% ) - 65( 24.90% )

200904 donorsamples 325 45 21 188

200905-06 donorsamples 413 37 27 286

　　结果显示按上述材料与方法的收浆方案实施

后, 2009年 2 ～ 3月出库的 HCMV-IgG合格献血员

检疫期合格的血浆小样中, A450值 >Pc2的比例由小

于 10%提高到 35%左右 。

讨　论

目前 HCMV特异性 IgG的检测,不同公司市场

的试剂测定结果存在很大差异,主要是所采用的抗

原成分及抗原制备过程的差异所致 。对于 HCMV

血清学诊断试剂盒应包含的抗原成分目前尚无一个

国际公认的标准,暂按所用抗原的不同大致分为三

类,即基于病毒裂解物抗原 、基因工程重组蛋白抗原

及化学合成多肽抗原的检测方法
〔1〕

。目前国内仅

有 2家获得 IgM检测试剂的国家药品生产文号,分

别为北京现代高达和北京贝尔生物工程有限公司 。

IgG检测试剂均无国家药品生产文号。国外 IgG检

测的重组蛋白抗原包含 4种结构蛋白和非结构蛋白

成分, 即 pUL32 ( pp150 ) 、 pUL44 ( pp52 ) 、 pUL83

( pp65) 、pUL80a( pp38)
〔2〕

, 在实验中选用的北京贝

尔生物工程有限公司的包被抗原为 HCMV的 rp52

和 rp65,是国外 4个重组抗原中的 2个, rp52与其它

疱疹病毒的同源性最小, 因此特异性更好
〔3〕

;rp65

是 HCMV早期产生的一种结构蛋白, 是其活动性感

染的相对金标准
〔4〕

。在检测过程中发现其阴阳性

可以分开,线性较好, 作为合格的高效价血浆筛选

试剂 。

在用德国赛润试剂盒定量检测时, 发现该标准

品以北京贝尔试剂盒检测时出现阴性,这一点说明

书中也有阐述,标准品在其它试剂盒可能呈现为阴

性或临界值。而在赛润试剂盒中它是线性范围的中

间值,阴阳性的判断由其读数乘以上下限的系数来

决定,由此可肯定为阳性,这说明赛润试剂盒的敏感

度高于贝尔试剂盒,但其标准品作为收浆标准似乎

太低 。从起始稀释倍数和线性范围及标准品 A450值

来看,赛润试剂盒的敏感度高于北京贝尔试剂盒,但

不适合用于高效价血浆的筛选。

在血浆筛选方案的确立上,先前考虑了 2种, 其

一是通过 HCMV-IgM的检测找出巨细胞病毒活动

期的献血员, 再跟踪其 3个月后的血浆 HCMV-IgG

水平,结果发现在普通血浆 200份中, 未发现 1例

HCMV-IgM阳性,故放弃此思路;其二是根据最近入

库血浆的 HCMV-IgG检测结果, 先找出 HCMV-IgG

合格的献血员,再追踪这些献血员前几次的血浆,进

行 HCMV-IgG检测,确定最终投料的血浆, 实验结果

表明此方法确实可行,不仅减少了筛选血浆所需试

剂的成本和劳动量, 提高了血浆入 、出库的转运效

率, 同时也满足了制品原料血浆对国家检疫期的要

求。实验中还可以连续监测这些献血员的抗体生成
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和保持情况,如果掌握了其规律,对以后收浆方案的

调整有一定的指导作用。当然,收浆方案是否可行

还需要成品的鉴定才能肯定。

另外, 实验中所检测的各浆站人巨细胞病毒

IgG的阳性率在 36% ～ 55%左右, 与文献报导的献

血员的 IgG检出率在 54% ～ 58%
〔5〕
稍有出入, 可能

与使用试剂 、地区差异有关,但对其筛选强阳性血浆

没有影响。

主要存在的问题是市场上无针对中和抗体的抗

原位点的试剂和用中和试验标定的高效价 HCMV-

IgG标准品, 无法对 ELISA检测结果与中和试验结

果的相关性进行验证,这是下一步必须解决的问题 。

目前暂行方案是倒推法, 由终产品的结果推断原料

的质量,具有一定的风险, 如果成功就需要进行回顾

性验证 。但在现有条件下,该方案具有费时较少,投

入低的优点,值得一试。
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