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单纯疱疹病毒（herpes simplex virus， HSV）是人

类最常见的病原体，人是其唯一的自然宿主。主要通

过直接密切接触和性接触传播。 HSV 经口腔、呼吸

道、 生殖道粘膜和破损皮肤等多种途径侵入机体。
HSV 有 二 个 血 清 型，即HSV-1 和 HSV-2，两 型 病 毒

核苷酸序列有 50％同源性。 HSV-1 感染多数引起口

唇疱疹，部分会导致病毒性角膜炎、脑炎、新生儿感

染 ［1－2］，在免疫力较弱的病人身上，比如接受化疗或

有 AIDS 者， 单纯疱疹病毒会引起难以控制的皮肤

病变 ［3］；HSV-2 常常通过生殖器感染，称为生殖器疱

疹［4］，HSV-2 主要是一种性传播疾病，但 HSV-1 生殖

器感染的发生率正在增加 ［5］。HSV 通过胎盘感染，影

响胚胎细胞有丝分裂，易发生流产、造成胎儿畸形、智

力低下等先天性疾病。 约 40～60％的新生儿在 通 过

HSV-2 感染的产道时可被感染 ［6］，出现高热、呼吸困

难和中枢神经系统病变， 其中 60～70％受染新生儿

可因此而死亡，幸存者中后遗症可达 95％。
HSV IgM 在 HSV 感染后 3～5 d 即可出现，持续
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摘要：目的 利用时间分辨免疫荧光分析法研制单纯疱疹病毒 IgM 抗体（1＋2 型）检测试剂盒。 方法 基于“捕获法”
原理，在 96 孔酶标板上包被抗人 IgM 单克隆抗体，铕标记特异性单纯疱疹病毒 1 型 和 2 型 单 克 隆 抗 体 作 为 示 踪 物 ，
建 立 单 纯 疱 疹 病 毒 IgM 抗 体（1＋2 型）检 测 试 剂 ，并 对 自 研 试 剂 盒 的 各 项 性 能 进 行 评 价 ，与 同 类 试 剂 盒 进 行 方 法 学

比 对 试 验。 结 果 自 研 试 剂 盒 的 灵 敏 度 与 ELISA 比 较 有 较 大 的 提 高，分 析 内 变 异 系 数≤4．29％，分 析 间 变 异 系 数≤
6．15％；血清盘检测结果与该血清盘说明书提供的 Gull IFA 试剂的测试结果一致；与进口酶免法试剂 同时检测 293 份

临床样本，自制试剂盒的临床敏感性达 100％，临床特异性达 98．88％，Kappa 值为 0．940（P＜0．001）。 结论 自研试剂盒

灵敏度高、特异性强、精密度好，与商业化的同类产品检测结果一致性好，能满足临床应用的需要。
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Abstract： Objective A novel time-resolved fluoroimmunoassay （TRFIA） methodology was developed for the determination of
HSV IgM in human serum．Methods The assay was performed in 96-well microtiter plates coated with anti-IgM immunoglobulin．
Eu3 ＋-labeled HSV-1 and HSV-2 monoclonal antibodies were used as tracers． The performance of self-test reagents was
evaluated， compared with the similar kit． Results The assay sensitivity was higher than ELISA， the intra- and inter assay
coefficients of variation were less than 4．29％ and 6．15％， respectively． Serum panel tests were performed using TRFIA and
the results were satisfactory． 293 clinical samples were tested simultaneously with ELISAs． TRFIA was highly sensitive
（100％） and specific （98．88％）， with a kappa value of 0．940． This result was in strong agreement with commercial ELISAs．
Conclusion An effective， sensitive and specific detection of HSV type 1 and type 2 IgM TRFIA was successfully developed
for diagnosis and clinical application．
Key words： Herpes simplex virus;IgM antibodies;Time-resolved fluoroimmunoassay
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12～16 周左右，因此免疫学检测血清中 HSV 特异抗

体 IgM 呈阳性则提示有活动性感染，在优生优育及器

官移植等方面有重大的临床意义。 目前国内外临床

有关 HSV IgM 检测的方法主要以酶联免疫法为主，
灵敏度低、精密性和特异性差。 时间分辨免疫荧光

分 析 技 术 （time-resolved fluoroimmunoassay， TRFIA）
是 继 放 射 免 疫 分 析 之 后 标 记 物 发 展 的 一 个 新 里 程

碑 ，已 成 为 生 物 医 学 研 究 和 临 床 超 微 量 生 化 检 验

中 一 项 最 有 发 展 前 景 的 分 析 手 段 ［7］。 本 研 究 利 用

TRFIA 研制了一种高灵敏、高特异的 HSV IgM 抗体

（1＋2 型）定性测定试剂盒，并进行了分析性能评价，
现报道如下。

1 材料与方法

1．1 仪器与试剂

1．1．1 主要试剂 单纯疱疹病毒 1 型和 2 型抗原、
特 异 性 单 纯 疱 疹 病 毒 1 型 和 2 型 单 抗（鼠）购 自 美

国 Meridian 公司；抗人 IgM 单克隆抗体（鼠）购自深

圳 市 菲 鹏 生 物 股 份 有 限 公 司 ；96 孔 微 孔 板 购 自 赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；铕标记试剂盒购自

芬兰 PerkinElmer 公司； 其余试剂为国产 或 购 置 国

外的分析纯试剂；对照试剂为单纯疱疹病毒 1＋2 型

IgM 抗体检测试剂盒（酶联免疫法）（意大利 Adaltis
公司）； 复核试剂盒为单纯疱疹病毒 1＋2 型 IgM 抗

体 检 测 试 剂 盒 （酶 联 免 疫 法）（Institut Virion\Serion
GmbH 公司）。
1．1．2 主 要 仪 器 时 间 分 辨 荧 光 检 测 仪 VictorTM

1420 购自芬兰 PerkinElmer 公司；洗板机购自北京拓

普分析仪器责任有限公司；振荡器购自广州市丰华

生物工程有限公司；冻干机购自美国 LABCONCO 公

司；超滤离心管购自美国 MILLIPORE 公司；高速离

心机购自德国 Eppendorf 公司。
1．2 反应板的制备 在包被缓冲液（50 mmol ／ L Tris，
0．9％NaCl， pH 7．4）中 加 入 抗 人 IgM 单 克 隆 抗 体 使

终浓度为 3 μg ／ ml， 按照 100 μL ／ 孔加入 96 孔酶标

板 中，4℃孵育过夜后加入封闭液（50 mmol ／ L PBS，
0．9％ NaCl，0．1％BSA，0．2％Tween-20， pH 7．4），抽干

备用。
1．3 抗体的标记 使用标记缓冲液，在超滤离心的

作用下， 将特异性单纯疱疹病毒 1 型和 2 型单抗进

行浓缩及除杂处理，按照 5 ∶ 1 质量比加入铕（Eu3＋）
标 记 物，25℃震 荡 孵 育 过 夜（16～20 h），利 用 分 子 筛

层析的方法进行纯化处理，以除去游离的铕，纯化使

用的洗脱缓冲液为（50 mmol ／ L Tris，0．9％NaCl，0．2％
BSA，pH 7．4），根据 280 nm 蛋白的吸光度的高低收集

蛋白峰。 加入 BSA 作为保护剂，0．1％叠氮钠，然后经

过 0．22 μm 滤膜过滤除菌。
1．4 抗原的制备 在抗原稀释 液（50 mmol ／ L Tris-
base，0．9％NaCl，1．5％BSA，pH 7．8）中加入适量的单

纯疱疹病毒 1 型和 2 型抗原，充分混匀，冻干备用。
1．5 样 本 来 源 用 于 截 断 值 研 究 的 336 份 健 康 体

检人血清样本来自于广州达安临床检验中心；用于

不同方法学比较的临床血清样本来自柳州市妇幼保

健院，包括 HSV-1 型和 HSV-2 型 IgM 抗体阳性血清

11 份，HSV-1 型 IgM 抗体阴性且 HSV-2 型 IgM 抗体

阳 性 血 清 10 份 ，HSV-2 型 IgM 抗 体 阴 性 且 HSV-1
型 IgM 抗 体 阳 性 血 清 7 份 ，HSV-1 型 和 HSV-2 型

IgM 抗体阴性血清 265 份；商业化血清盘（PTH201）
购自美国 BBI 公司。
1．6 方法学的建立 采用“捕获法”的原理，反应模

式 参 考 已 发 表 的 文 献 ［8］建 立，使 用 VictorTM 1420 多

标记检测仪进行检测。 反应模式见图 1。

图 1 HSV-IgM TRFIA 反应模式图

Fig．1 Schematic representation of the TRFIA developed in this study
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2 结 果

2．1 TRFIA 反应体系优化 如图 2 所示，当包被抗

体的浓度达到 3 μg ／ ml 时，样本的荧光趋于稳定；如

图 3 所示,当抗原－抗体铕（Eu3＋）标记复合物浓度为

0．3 μg ／ ml 时， 阴性样本和阳性样本能清楚的分辨出

来。 因此最终选择 3．0 μg ／ ml 作为最佳包被抗体浓

度，0．3 μg ／ ml 作 为 抗 原－抗 体 铕（Eu3＋）标 记 复 合 物

最佳浓度。

2．2 截 断 值 的 建 立 用 自 研 试 剂 检 测 336 份 健 康

体检人血清， 测定荧光值与阴阳性对照品荧光值的

比值［S ／ （NC＋PC）］，该比值为 0．08～2．91，97．6％的样

本 在 0．50 以 下，结 合 相 关 资 料 ［9］，本 试 剂 截 断 值 为

（NC＋PC）×0．5。 用样品的荧光值和截断值的比值（S ／
co）来表示时，待测样品的 S ／ co 值≤1．0 为阴性，待测

样品的 S ／ co 值＞1．0 为阳性。

2．3 精密性 选取 3 个不同滴度的样本，在一次实

验中每个样本进行 10 次检测，计算分析内精密性；
在不同时间的 3 次实验中每个样本进行 10 次检测，
计算分析间精密性。结果如表 1 所示，分析内变异系

数≤4．29％，分析间变异系数≤6．15％。

2．4 商业血清盘检测 检测商业化的性能血清盘，
结果如图 4 所示，血清盘说明书提供的 Gull IFA 试剂

盒的 测 试 结 果 比 较，阳 性 符 合 率 为 100％（17 ／ 17），
阴性符合率为 100％（8 ／ 8）。

2．5 最 低 检 出 限 将 阳 性 样 本 从 1 ∶ 100 稀 释 至

1 ∶ 500，每个稀释度重复检测 20 次，将检测 结 果 的

阳性率≥95％的最大稀释倍数作为试剂盒的最低检

测 限，同时用意大利 Adaltis 公司单纯疱疹病毒（1＋2
型）IgM 抗体检测试剂盒（酶联免疫法）进行对比 检

测，结果如表 2 所示，当阳性样本稀释至 1：300 时阳

性率仍为 100％，ELISA 为 0％。
2．6 不 同 方 法 学 比 较 对 293 份 临 床 血 样 同 时 用

自制和酶联免疫检测试剂进行检测，采用盲法、对照

的临床试剂设计，用 SPSS13．0 统计软件对考核数据

进行统计学分析。 研究采用进口的意大利 Adaltis 公司

单纯疱疹病毒 1＋2 型 IgM 抗体检测试剂盒（酶联免

疫法）作为对照试剂。 复核试剂采用 InstitutVirion\Serion

注：抗人 IgM 单克隆抗体浓度从 6 μg ／ ml 稀释至 2 μg ／ ml，S1、S2 为

阴性样本，S3、S4、S5 为阳性样本。

图 2 包被抗体浓度对荧光值的影响

Fig．2 Influence of coating concentration on fluorescence intensity
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注：抗原－抗体复合物浓度从 0．4 μg ／ ml 稀释至 0．1 μg ／ ml，S1、S2 为

阴性样本，S3、S4、S5 为阳性样本。

图 3 抗原－抗体复合物浓度对荧光值的影响

Fig．3 Influence of antigen-antibody complex on fluorescence
intensity
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表 1 分析内和分析间精密性检测结果

Tab．1 Intra- and inter-assay precision

分析内（n＝10）

分析间（n＝30）

血样编号

弱阳性

阳性

弱阳性

阳性

均值± SD（S ／ co 值）

1．4±0．06
2．7±0．08
1．3±0．08
2．8±0．10

CV（％）

4．29
2．96
6．15
3．57

注：右边 Gull IFA 试剂盒的截断值为 10，共 17 份阴性样本和 8 份阳

性样本;左边 TRFIA 试剂盒截断值为 S ／ co＝1．0。

图 4 血清盘检测结果

Fig．4 Result of the performance panel determination
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GmbH 公司单纯疱疹病毒 1＋2 型 IgM 抗体检测试剂

盒（酶联免疫法）。 结果如表 3 所示，阳性符合率达

100．00％，阴性符合率 98．88％，总符合率为 98．98％，
Kappa 值为 0．940（P ＜ 0．001）。 3 例不符样本经复核

试验，其中 2 例样本与考核试剂检测结果一致，1 例

样本与对照试剂检测结果一致。比较结果表明，本自

制 TRFIA 试 剂 盒 与 商 业 化 ELISA 试 剂 盒 的 检 测 结

果一致性好，能满足临床的应用。

3 讨 论

HSV 感染的普遍性和终身性，其造成的健康问

题是不可忽视的。 HSV 与弓形体、风疹病毒、巨细胞

病毒共同构成了与人类自然流产具有密切关系的主

要病原体，妊娠期 HSV 血清学筛查可以明确孕妇是

否感染病毒。 而妊娠前和妊娠期 HSV 对比筛查是为

了确定初次感染还是复发感染，以便提供治疗和干

预 的 依 据，目 的 是 预 防 新 生 儿 感 染，预 防 治 疗 HSV
感染已经成为优生优育方面的重要课题之一 ［10－13］。
随着社会的发展和生活方式的变化，HSV-1 和 HSV-2
引起的生殖器疱疹也造成越来越严重的社会和公共

卫生问题［14］。
目前检测单纯疱疹病毒常用的实验室方法有直

接免疫荧光或组化染色，病毒分离培养，抗原乳胶凝

集实验，血清抗体检测以及 PCR 分子技术。 上述方

法各有优势和不足。免疫荧光染色或免疫组化染色，
是直接检测细胞内的 HSV 特异性抗原，可做为确诊

性实验。 不过病损皮肤粘膜的脱落细胞采集环节比

较困难，降低了灵敏度。 病毒分离培养是 HSV 感染

实验室最敏感的诊断方法，可对 HSV 病毒分离株进

行分型。 但细胞培养费时、费事，限制了在临床检验

中的应用。 抗原乳胶凝集试验是利用特异性的单克

隆抗体与乳胶分子颗粒结合成复合物， 当血清中有

HSV 抗原存在时， 就会形成 抗 原－抗 体－胶 乳 聚 合

物，出现肉眼可见的凝集现象。该方法优点是不需要

特殊仪器， 操作简便快速， 适用于大批量标本的筛

查。 不过敏感性差，检出率只有 50％。 PCR 技术检测

灵敏度高，可检测到小至 3 个 PFU 的 病 毒 量，已 初

步显出在临床病毒检验中的优越性。 但是 PCR 方法

灵敏度高，操作技术要求高，易污染而致假阳性，还

需要人才技术培训、特殊仪器和进口试剂，目前在普

及和推广方面仍有困难。
检测 HSV 血清 学 抗 体 仍 是 临 床 上 最 常 用 的 判

断 HSV 感 染 的 方 法，目 前 HSV 特 异 性 抗 体 主 要 有

IgG 和 IgM 两类［15］。 HSV-IgM 在 HSV 感染后 3～5 天

即 可 出 现，持 续 12～16 周 左 右，因 此 免 疫 学 检 测 血

清中 HSV 特异性抗体 IgM 呈阳性则提示有活动性

感染，在优生优育及器官移植等方面有重大的临床

意义。 目前 国 内 外 临 床 有 关 HSV-IgM 检 测 的 方 法

主 要 以 酶 联 免 疫 法 为 主，灵 敏 度 低、准 确 性 和 特 异

性差。
HSV IgM 检 测 从 方 法 原 理 又 可 以 分 为 “间 接

法”和“捕获法”两种。前者需要包被特异性抗原，标

记抗人 IgM 抗 体，这 种 方 法 受 血 清 中 高 浓 度 的 IgG
抗体和类风湿因子的影响非常大，需要对样本进行

特 殊 的 预 处 理，处 理 的 效 果 受 稀 释 液 的 成 份、浓 度

和 时 间 等 影 响；后 者 包 被 抗 人 IgM 抗 体，标 记 特 异

性抗原或者抗原－抗体复合物， 该方法已经被证明

了 不 受 血 清 中 高 浓 度 的 IgG 抗 体 和 类 风 湿 因 子 等

成分干扰 ［16－17］。 “捕获法”根据标记物不同而分为不

同的形式，如标记抗原或 者 抗 体 ［16,18］。 直 接 抗 原 标

记很容易覆盖抗原表位，容易导致在抗原免疫反应

中出现假阴性 ［19］；标记特异性抗体，形成抗原－抗体

标 记 复 合 物 被 认 为 可 以 最 大 限 度 地 保 持 抗 原 的 活

性 ［8］。
本 研 究 应 用 TRFIA 的 方 法 ，基 于 特 异 性 好 的

“捕 获 法 ”反 应 模 式 ，成 功 研 制 的 试 剂 盒 灵 敏 度 与

ELISA 比较有较大的提高，分析内精密性和分析间精

密 性 均 小 于 10％，商 业 化 的 血 清 盘 检 测 结 果 中，阳

性 符 合 率 100％，阴 性 符 合 率 100％，在 临 床 样 本 比

较中，自制试剂盒的临床敏感性达 100％，临床特异

性达 98．88％，表明本研究自制的 TRFIA 法 HSV IgM
试剂盒具有灵敏度高、特异性精密性好的特点，具备

良好的临床适用性，能为临床 HSV 的检测提供一个

科学的、可靠的诊断依据。

表 2 不同稀释度检测结果的比较

Tab．2 Comparison of TRFIA and ELISA results at various
dilutions

稀释度

1 ∶ 100
1 ∶ 200
1 ∶ 300
1 ∶ 400
1 ∶ 500

S ／ co 值均值（n＝20）

6．366
2．829
1．648
0．854
0．645

阳性率（％）

100
100
100
0
0

S ／ co 值均值（n＝20）

2．054
1．567
0．855
0．467
0．298

阳性率（％）

100
100
0
0
0

TRFIA HSV IgM 试剂盒 Adaltis HSV IgM 试剂盒

表 3 自研试剂与对照试剂比较

Tab．3 Comparison of TRFIA and ELISA for detection of HSV IgM

自研试剂（TRFIA）

阳性

阴性

合计

阳性

26
0

26

阴性

3
264
267

合计

29
264
293

对照试剂（ELISA）
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