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　 　 【摘要】 　 目的　 以原核系统表达的麻疹病毒核蛋白作为包被抗原ꎬ初步建立检测麻疹病毒抗体

的间接 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ并将其应用于人群抗体水平的评估ꎮ 方法　 对各项实验条件进行筛选和优化ꎬ
确定间接 ＥＬＩＳＡ 法的操作流程ꎬ并检测了 １５７ 份健康儿童和新生儿母亲血清中的抗麻疹病毒 ＩｇＧ 抗

体ꎬ与商品化麻疹病毒 ＥＬＩＳＡ ＩｇＧ 抗体检测试剂盒进行比较ꎮ 结果　 本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法

批内和批间的重复性试验变异系数均小于 １０％ꎬ与试剂盒检测结果相比ꎬ血清标本的总符合率为

９５􀆰 ５％ꎬ灵敏度和特异度分别可达 ９４􀆰 ８％和 ９８􀆰 ３％ꎮ 其中ꎬ两种方法检测的 ８５ 份 ０~１５ 岁健康儿童血

清麻疹病毒 ＩｇＧ 抗体阳性率ꎬ无论是<８ 月龄组或 ８ 月龄 ~ １５ 岁组ꎬ结果差异均无统计学意义(χ２ ＝
０􀆰 ３１３ꎬＰ>０􀆰 ０５ꎻχ２ ＝ ０􀆰 ０００ꎬＰ>０􀆰 ０５)ꎬ且通过本研究所建立的 ＥＬＩＳＡ 方法检测的麻疹病毒抗体水平表

现出与试剂盒检测结果在不同年龄组一致的增减趋势ꎬ两种方法定量结果的相关系数 ｒ 为 ０􀆰 ８９３(Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎬ显示出该方法具备的定量潜力ꎮ 结论　 本研究建立的 ＥＬＩＳＡ 方法具有良好的稳定性ꎬ且灵

敏度高、特异度强ꎬ与商品化试剂盒检测结果无明显差异ꎬ可用于麻疹病毒血清流行病学调查和疫苗

免疫后人群抗体水平的评估ꎮ
【关键词】 　 麻疹病毒ꎻ核蛋白ꎻ血清ꎻ间接酶联免疫吸附试验
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　 　 麻疹是由麻疹病毒(ｍｅａｓｌｅｓ ｖｉｒｕｓꎬＭＶ)引起的

一种严重的疫苗可预防疾病ꎬ在世界范围内广泛流

行并造成死亡[１]ꎮ ＭＶ 具有高度传染性ꎬ即使在免

疫力水平达到 ９０％以上的人群中也可引起暴发流

行[２]ꎮ 因此ꎬ为阻断 ＭＶ 的传播ꎬ世界卫生组织

(ｗｏｒｌｄ ｈｅａｌｔｈ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＷＨＯ)推荐各国 ５ 岁以下

儿童麻疹疫苗覆盖率应达到 ９５％ꎬ同时要求对人群

ＭＶ ＩｇＧ 抗体水平进行调查ꎬ常用的方法包括噬斑减

少中和试验 ( ｐｌａｑｕｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬ
ＰＲＮＡ) 和 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 ( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)ꎬＰＲＮＡ 法被认为是评

价保护性抗体水平的金标准ꎬ但该方法成本高、耗时

长ꎬ故在进行大量样品检测时ꎬ常用 ＥＬＩＳＡ 法[３￣４]ꎮ
我国自 １９６５ 年开始使用ＭＶ 减毒活疫苗ꎬ２００８ 年麻

疹疫苗纳入实施扩大国家免疫规划ꎬ近年来 ＭＶ 发

病率和死亡率显著下降ꎬ我国现处于接近麻疹消除

阶段[５]ꎬ检测人群 ＭＶ ＩｇＧ 抗体水平ꎬ及时了解麻疹

疫苗接种后人群免疫效果ꎬ对麻疹的预防和消除都

极为重要ꎮ
目前市场上已有多种商品化 ＭＶ ＩｇＧ 抗体

ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒ꎬ而中国 ＭＶ ＩｇＧ 抗体检测多依赖

于可定量的进口试剂盒ꎬ但其价格昂贵ꎮ 国产试剂

盒仅能定性分析ꎬ且检测结果不稳定ꎬ限制了应用ꎬ
开发具有中国知识产权的可定量检测试剂盒对麻疹

消除具有重大的现实意义ꎮ 商品化试剂盒多使用灭

活全病毒作为抗原ꎬ抗原的制备涉及活病毒操作ꎬ过
程繁琐且成本较高ꎮ 研究表明ꎬ在 ＭＶ 感染或疫苗

接种后机体针对核蛋白产生抗体最早且最为丰

富[６￣７]ꎮ 已有研究使用重组 ＭＶ 核蛋白作为抗原ꎬ多
种表达系统均可用于重组核蛋白的制备[８￣１０]ꎬ其中

原核表达系统最为简单ꎬ可大量生产ꎬ大大降低了试

剂盒制备成本ꎬ且原核表达的核蛋白也具有天然的

构象ꎬ可被血清中针对构象表位的核蛋白抗体特异

识别[１１]ꎮ 故本研究选取原核表达的 ＭＶ 核蛋白作

为抗原ꎬ建立了 ＭＶ ＩｇＧ 抗体的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方

法ꎬ为进一步开发灵敏性高、特异性强、可定量的血

清 ＭＶ 抗体检测试剂打下了基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 ２００５ 年采集并经商品化试剂盒确定阴

性和阳性的 ６７ 份广东省健康儿童血清标本和 ２０１０
年随机采集未知阴性和阳性的 ９０ 份江苏省赣榆县

０~１５ 岁健康儿童与新生儿母亲的血清标本由中国

疾病预防控制中心病毒病预防控制所麻疹室保存ꎬ
标本采集经家属知情同意ꎮ 原核表达的重组核蛋白

由本研究室制备保存ꎬＰｉｅｒｃｅＴＭＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ
购自上海英潍捷基公司ꎻ酶标板购自海门市英科实

验器材有限公司ꎻＨＲＰ 酶标二抗 ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｈｕｍａｎ
ＩｇＧ￣ＨＲＰ(浓度:０􀆰 ４ ｍｇ / ｍｌ)购自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ
ＴＭＢ 单组分显色液和 ＥＬＩＳＡ 终止液购自北京索莱

宝公司ꎻ微量紫外可见分光光度计购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司ꎻ商品化 ＭＶ ＩｇＧ 抗体检测试剂盒购自德国维润

赛润公司(货号:ＥＳＲ１０２Ｇ)ꎮ
１􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

１􀆰 ２􀆰 １　 最佳抗原包被和二抗浓度组合条件摸索:将
抗原按 ０􀆰 ０２、０􀆰 １ 和 ０􀆰 ５ μｇ / ｍｌ 稀释后包被于 ９６ 孔

酶标板ꎬ每孔 １００ μｌꎮ 选取已确定阳性和阴性的血

清各一份ꎬ分别按 １ ∶ １００ 稀释ꎬ１００ μｌ /孔ꎮ 二抗分

别按 ０􀆰 ０２、０􀆰 ０４ 和 ０􀆰 ０８ μｇ / μｌ 稀释ꎬ１００ μｌ /孔ꎬ组
成矩阵ꎬ进行间接 ＥＬＩＳＡꎬ用紫外可见分光光度计测

定 ＯＤ４５０ ｎｍ值ꎮ 选取阳性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值适中且 Ｐ /
Ｎ 值(阳性血清与阴性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值之比)最大
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的组合进行后续实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 最佳封闭液的确定:选取 １０ 份阳性血清和

２０ 份阴性血清ꎬ封闭液分别为 ５％脱脂奶粉和 １０％
胎牛血清ꎬ做不加封闭液的对照孔ꎬ２００ μｌ / 孔ꎬ其余

按已 确 定 的 最 佳 条 件ꎬ 进 行 间 接 ＥＬＩＳＡꎬ 测 定

ＯＤ４５０ ｎｍ值ꎬ分析阳性及阴性血清的读值变化以确定

最佳的封闭液ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 最佳二抗孵育时间的确定:选取已确定阳性

和阴性的血清各一份ꎬ在上述确定的最佳条件下ꎬ二
抗孵育时间分别为 ３０、 ６０ 和 ９０ ｍｉｎꎬ进行间接

ＥＬＩＳＡ 试验ꎬ选取最佳条件的原则同方法 １.２.１ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 临界值的确定:使用条件优化的间接 ＥＬＩＳＡ
法ꎬ对 ６７ 份广东省健康儿童血清 ＭＶ ＩｇＧ 进行检

测ꎬ与 商 品 化 试 剂 盒 的 检 测 结 果 比 较ꎬ 使 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０１ 软件ꎬ根据测定的 ＯＤ４５０ ｎｍ值绘

制受试者工作特征( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ
ＲＯＣ)曲线ꎬ选取 Ｙｏｕｄｅｎ 指数(Ｙｏｕｄｅｎ 指数 ＝灵敏

度＋特异度￣１)最大值对应的 ＯＤ４５０ ｎｍ值作为本方法

的最佳临界值ꎬ检测血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值大于临界值时

判定为阳性ꎬ小于临界值时判定为阴性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 重复性试验:制备 ３ 批试剂盒ꎬ选取 ６ 份抗

体水平不同的阳性血清ꎬ按照所建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法ꎬ于 ３ 个不同时间段进行平行操作ꎬ每份血清重复

２ 孔ꎬ同时设定对照ꎬ测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值ꎬ选取第一批试

剂盒做批内重复ꎬ每份血清重复 ８ 孔ꎬ计算试剂盒批

内和批间的变异系数ꎮ
１􀆰 ３ 　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的应用 　 使用所建立的

ＥＬＩＳＡ 方法对 ９０ 份来自江苏省赣榆县 ０ ~ １５ 岁健

康儿童与新生儿母亲的血清 ＭＶ ＩｇＧ 进行检测ꎬ并
与商品化试剂盒的检测结果进行比较ꎬ计算两种方

法的符合率、灵敏度及特异度[１２]ꎬ商品化试剂盒的

检测按操作说明书进行ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

２􀆰 １􀆰 １　 最佳抗原包被和二抗浓度的确定:采用矩阵

法确定最佳抗原包被和二抗浓度ꎬ结果显示ꎬ当抗原

包被浓度为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍｌꎬ二抗浓度为 ０􀆰 ０４ μｇ / μｌ 时ꎬ
阳性血清的 ＯＤ４５０ ｎｍ值为 １􀆰 ４５４４ꎬ阴性血清值较低ꎬ
且此时 Ｐ / Ｎ 值最大ꎬ故选择 ０􀆰 ５ μｇ / ｍｌ 浓度包被和

０􀆰 ０４ μｇ / μｌ 二抗浓度进行进一步条件的优化(表 １)ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 最佳封闭液的确定:分别以 ５％脱脂奶粉和

１０％胎牛血清作为封闭液ꎬ对 ３ 组试验阳性血清的

检测结果影响较小ꎻ对于阴性血清的检测ꎬ未封闭组

表现出较高的背景值干扰ꎬ５％脱脂奶粉和 １０％胎牛

血清封闭可明显降低背景值的干扰ꎬ但 ５％脱脂奶

粉封闭液组有 ４ 份阴性血清出现假阳性结果(表
２)ꎬ故最终确定可降低背景值ꎬ且检测结果较为稳

定的 １０％胎牛血清为最佳封闭液ꎮ

表 １　 最佳抗原包被和二抗浓度的确定

Ｔａｂ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

二抗浓度

(μｇ / μｌ)
蛋白包被浓度(μｇ / ｍｌ)

０􀆰 ０２ ０􀆰 １ ０􀆰 ５
０􀆰 ０２(Ｐ) １􀆰 １７０ ４ ２􀆰 ０６０ ６ ２􀆰 ６２７ ５
０􀆰 ０２(Ｎ) ０􀆰 ２５８ ０ ０􀆰 ２６８ ３ ０􀆰 ３４０ ３
０􀆰 ０２(Ｐ / Ｎ) ４􀆰 ５３ ７􀆰 ６８ ７􀆰 ７２
０􀆰 ０４(Ｐ) ０􀆰 ６５８ ９ １􀆰 １６５ ６ １􀆰 ４５４ ４
０􀆰 ０４(Ｎ) ０􀆰 １５９ ６ ０􀆰 １７０ １ ０􀆰 ２０５ ６
０􀆰 ０４(Ｐ / Ｎ) ４􀆰 １２ ６􀆰 ８５ ７􀆰 ０７
０􀆰 ０８(Ｐ) ０􀆰 ３９８ １ ０􀆰 ６５５ ５ ０􀆰 ８２９ ２
０􀆰 ０８(Ｎ) ０􀆰 １０６ ８ ０􀆰 １１２ ７ ０􀆰 １２８ ０
０􀆰 ０８(Ｐ / Ｎ) ３􀆰 ７２ ５􀆰 ８１ ６􀆰 ４７

　 　 注:加粗部分为选定条件. Ｐ 表示阳性血清. Ｎ 表示阴性血清

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｂｏｌｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ Ｐ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍꎬ Ｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

表 ２　 最佳封闭液的确定

Ｔａｂ.２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ＯＤ４５０ ｎｍ
封闭液

未封闭 ５％脱脂奶粉 １０％胎牛血清

１ ０􀆰 ３７５ ８ １􀆰 ４１０ １ ０􀆰 １５５ ６
２ ０􀆰 ４１０ ６ １􀆰 １５９ ２ ０􀆰 ２１４ ８
３ ０􀆰 ２４４ ９ １􀆰 １３６ ６ ０􀆰 ０８３ ９
４ ０􀆰 ３３０ ５ ０􀆰 ５７７ ５ ０􀆰 １１３ ５

　 　 注:加粗部分为选定条件

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｂｏｌｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

２􀆰 １􀆰 ３　 最佳二抗孵育时间的确定:在其他试验条

件确定的情况下ꎬ随着孵育时间的延长阳性血清

及阴性血清 ＯＤ 值均有所增高ꎬ但当二抗孵育时间

为 ９０ ｍｉｎ 时ꎬＰ / Ｎ 值最大ꎬ更有利于对阳性和阴性

血清的区分ꎬ故确定二抗的最佳孵育时间为 ９０
ｍｉｎ(表 ３)ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 建立间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的操作流程:通
过上述对间接 ＥＬＩＳＡ 各条件的探索ꎬ最终确定间接

ＥＬＩＳＡ 操作流程为:按 ０􀆰 ５ μｇ / ｍｌ 抗原浓度过夜包

被ꎬ１００ μｌ /孔ꎮ 洗板 ４ 次ꎬ１０％胎牛血清 ２００ μｌ /孔ꎬ
３７ ℃封闭 ２ ｈꎮ 洗板 ４ 次ꎬ加入 １ ∶ １００ 稀释的待测

血清ꎬ１００ μｌ /孔ꎬ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎮ 洗板 ４ 次ꎬ０􀆰 ０４
μｇ / μｌ 酶标二抗 １００ μｌ / 孔ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈ ３０ ｍｉｎꎮ
洗板 ４ 次ꎬＴＭＢ ３７ ℃ 避光显色 ３０ ｍｉｎꎮ ５０ μｌ /孔
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ＥＬＩＳＡ 终止液终止ꎬ测定 ＯＤ４５０ ｎｍ值ꎮ

表 ３　 最佳二抗孵育时间的确定

Ｔａｂ.３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅ
ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ＯＤ４５０ ｎｍ
二抗孵育时间

３０ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ ９０ ｍｉｎ
Ｐ ０􀆰 ６６２ ４ １􀆰 １９０ ５ １􀆰 ４０６ ０
Ｎ ０􀆰 １１２ ４ ０􀆰 １６８ ２ ０􀆰 １８４ ３
Ｐ / Ｎ ５􀆰 ８９ ７􀆰 ０７ ７􀆰 ６２

　 　 注:加粗部分为选定条件. Ｐ 表示阳性血清. Ｎ 表示阴性血清

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｂｏｌｄ ｐａｒｔ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ Ｐ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍꎬ Ｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

２􀆰 １􀆰 ５　 临界值的确定:对 ６７ 份广东省健康儿童血

清标本进行检测ꎬ结果显示ꎬ４０ 份 ＭＶ ＩｇＧ 阳性血清

和 ２７ 份 ＭＶ ＩｇＧ 阴性血清的检测结果大致分布在 ２
个区域内(图 １)ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０１ 软件

分析检测的结果ꎬ得到如图 ２ 所示的 ＲＯＣ 曲线ꎬ求
得本研究 Ｙｏｕｄｅｎ 指数的最大值为 ０􀆰 ９１３ꎬ所对应的

ＯＤ４５０ ｎｍ值为 ０􀆰 ３６１ꎬ故最终确定的临界值为 ０􀆰 ３６１ꎬ
该值对应的灵敏度为 ９５􀆰 ０％ꎬ特异度为 ９６􀆰 ３％ꎮ

注:虚线表示临界值 ＯＤ４５０ ｎｍ ＝ ０􀆰 ３６１

图 １　 ４０ 份阳性血清和 ２７ 份阴性血清的检测结果分布

Ｎｏｔｅ: ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃｕｔ￣ｏｆｆ ｖａｌｕｅ ＯＤ４５０ ｎｍ ＝ ０􀆰 ３６１

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃａｔｔｅｒｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ４０ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒａ ａｎｄ ２７ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒａ

图 ２　 受试者工作特征曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｕｒｖｅ

２􀆰 １􀆰 ６　 批内和批间重复性试验:重复性试验结果显

示(表 ４)ꎬ血清批内重复性的变异系数在 １􀆰 ８２％ ~
４􀆰 ４３％之间ꎬ批间重复性的变异系数在 ３􀆰 ９９％ ~
８􀆰 ２２％之间ꎬ均小于 １０％ꎬ表明本研究建立的间接

ＥＬＩＳＡ 方法具有较好的重复性和稳定性ꎮ

表 ４　 批内和批间重复性试验结果

Ｔａｂ.４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｔｏ￣ａｎｄ ｉｎｔｅｒ￣ｂａｔｃｈｅｓ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｓｓａｙ

血清

标本

批内重复性 批间重复性

重复

次数

ＯＤ４５０ ｎｍ

(平均值±
标准差)

变异

系数

(％)

重复

次数

ＯＤ４５０ ｎｍ

(平均值±
标准差)

变异

系数

(％)
１ ８ ０􀆰 ９６１ ２±０􀆰 ０３１ ５ ３􀆰 １５ ３ ０􀆰 ９４６ ０±０􀆰 ０４４ ０ ４􀆰 ６５
２ ８ ０􀆰 ８５５ ４±０􀆰 ０１９ ９ １􀆰 ９９ ３ ０􀆰 ８５６ ３±０􀆰 ０４８ ６ ５􀆰 ６８
３ ８ ０􀆰 ７４７ ９±０􀆰 ０４４ ３ ４􀆰 ４３ ３ ０􀆰 ７４６ ３±０􀆰 ０２９ ８ ３􀆰 ９９
４ ８ ０􀆰 ５５４ ４±０􀆰 ０３３ １ ３􀆰 ３１ ３ ０􀆰 ５７２ １±０􀆰 ０４７ ０ ８􀆰 ２２
５ ８ ０􀆰 ４６６ １±０􀆰 ０２３ ６ ２􀆰 ３６ ３ ０􀆰 ４７９ ９±０􀆰 ０３５ ７ ７􀆰 ４３
６ ８ ０􀆰 ４１９ ６±０􀆰 ０１８ ２ １􀆰 ８２ ３ ０􀆰 ４２７ ４±０􀆰 ０２４ ５ ５􀆰 ７３

２􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的应用

２􀆰 ２􀆰 １　 符合率、灵敏性及特异性的计算:使用建立

的 ＥＬＩＳＡ 方法对 ９０ 份江苏省血清标本进行检测ꎬ结
果显示有 ５４ 份标本为阳性ꎬ３６ 份为阴性ꎮ 而用商

品化试剂盒检测ꎬ５７ 份为阳性ꎬ３２ 份为阴性ꎬ１ 份为

可疑阳性ꎬ两者的符合率为:８６ / ９０×１００％ ＝ ９５􀆰 ６％ꎻ
灵敏性为:５４ / ５７×１００％ ＝ ９４􀆰 ７％ꎻ特异性为:３２ / ３２×
１００％ ＝ １００％(表 ５)ꎮ

表 ５　 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＭＶ ＩｇＧ 抗体符合率结果

Ｔａｂ.５　 Ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｅａｓｌｅｓ ＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

本研究建立间接

ＥＬＩＳＡ 法

维润赛润试剂盒

阳性 阴性 合计

阳性 ５４ ０ ５４
阴性 ３ ３２ ３５
合计 ５７ ３２ ８９

２􀆰 ２􀆰 ２　 两种方法的定性检测结果比较:将江苏省

血清标本分为<８ 月龄组(４０ 份)和 ８ 月龄 ~ １５ 岁

组(４５ 份)ꎬ建立 ＥＬＩＳＡ 法和商品化试剂盒计算得

到的 ＭＶ ＩｇＧ 抗体阳性率在 < ８ 月龄组分别为

１７􀆰 ５％(７ / ４０)和 ２２􀆰 ５％(９ / ４０)ꎬ在 ８ 月龄 ~ １５ 岁

组分别为 ９３􀆰 ３％ (４２ / ４５) 和 ９５􀆰 ５％ (４３ / ４５)ꎬ由

Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ 检验结果可知ꎬ无论是<８ 月龄组或

８ 月龄 ~１５ 岁组ꎬ两种检测方法得到的阳性率结果

差异均无统计学意义( χ２ ＝ ０􀆰 ３１３ꎬＰ > ０􀆰 ０５ꎻχ２ ＝
０􀆰 ０００ꎬＰ>０􀆰 ０５)ꎬ而建立 ＥＬＩＳＡ 法得到的阳性率

结果在两个年龄组之间差异有统计学意义( χ２ ＝
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４９􀆰 ８７８ꎬＰ<０􀆰 ００１)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 两种方法的定量检测结果比较:将江苏省血

清标本分为新生儿、１ 月龄、２ 月龄、３ 月龄、４ 月龄、５
月龄、６ 月龄、７ 月龄、８ 月龄、９ ~ １１ 月龄、１ 岁、２ 岁、
３ 岁、４ 岁、５ 岁、６~１０ 岁、１１~１５ 岁以及新生儿母亲

(与新生儿对应)共 １８ 个组ꎬ每组各 ５ 份ꎬ计算各组

标本的几何平均浓度(ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ
ＧＭＣ) (试剂盒定量) 和平均 ＯＤ４５０ ｎｍ 值 (建立

ＥＬＩＳＡ 法测定)ꎬ调查各组 ＭＶ ＩｇＧ 抗体 ＧＭＣ 在

１７􀆰 ４ ｍＩＵ / ｍｌ (７ 月龄组) ~１８１５􀆰 ９ ｍＩＵ / ｍｌ(１ 岁组)
之间ꎮ ０~７ 月龄儿童抗体 ＧＭＣ 随月龄增加呈整体

下降趋势ꎬ至 ７ 月龄达到最低ꎻ８ 月龄组抗体 ＧＭＣ
开始上升ꎬ至 １ 岁达到最高峰ꎬ２~４ 岁有所降低并维

持在 １０６１􀆰 ２ ｍＩＵ / ｍｌ ~ １１２８􀆰 ６ ｍＩＵ / ｍｌ 水平ꎻ４ ~ １５
岁又呈下降趋势ꎻ新生儿与新生儿母亲的 ＭＶ ＩｇＧ
抗体 ＧＭＣ 水平相似ꎮ 建立 ＥＬＩＳＡ 法各组标本的平

均 ＯＤ４５０ ｎｍ 值增减趋势与试剂盒结果相似(图 ３)ꎬ
且经相关性分析得出ꎬ两种方法测定结果的相关系

数 ｒ 为 ０􀆰 ８９３(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ相关程度较大(图 ４)ꎮ

图 ３　 不自明 ＭＶ 抗体水平的比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＶ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ

图 ４　 建立 ＥＬＩＳＡ 检测值与维润赛润定量值的相关性

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ Ｖｉｒｉｏｎ￣ｓｅｒｉｏｎ
ｗｉｔｈ ＯＤ４５０ ｎｍ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

３　 讨论

本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法特异度、敏感

度、稳定性和定量能力均与进口试剂盒有较高的符

合度ꎮ 为了符合商品化试剂盒的稀释标准ꎬ本研究

将血清稀释度确定为 １ ∶ １００ꎬ在此基础上ꎬ对抗原

包被浓度、二抗浓度、封闭液及二抗孵育时间进行了

筛选和优化ꎮ 首先ꎬ本研究对抗原包被和二抗浓度

的组合进行了筛选ꎬ结果显示ꎬ随着抗原包被浓度的

增加ꎬＰ / Ｎ 值逐渐增大ꎬ但当抗原包被浓度增加到

０􀆰 ５ μｇ / ｍｌ 时ꎬ 阳性血清的 ＯＤ 值最高 已 达 到

２􀆰 ６２７５ꎬ故本研究未继续对更高抗原包被浓度进行

探索ꎮ 而随着二抗浓度的增加ꎬＰ / Ｎ 值逐渐减小ꎬ
由此变化规律可推断ꎬＰ / Ｎ 值最大的组合应在矩阵

的右上方ꎬ但综合考虑阳性、阴性血清的检测值及

Ｐ / Ｎ 值ꎬ本研究选择抗原包被浓度为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍｌ 且
二抗浓度为 ０􀆰 ０４ μｇ / μｌ 为最佳组合ꎮ 其次ꎬ本研究

对封闭液进行了优化ꎬ结果显示ꎬ１０％胎牛血清的封

闭效果较好ꎮ 值得注意的是ꎬ５％脱脂奶粉的封闭效

果与 １０％胎牛血清相当ꎬ但 ５％脱脂奶粉会使阴性

血清的检测值异常升高ꎬ由阴性值变成了强阳性值ꎬ
该现象为本研究首次报道ꎬ可能会限制脱脂奶粉的

使用ꎬ具体原因还需进一步的试验探索ꎮ 最后ꎬ本研

究优化了二抗的孵育时间ꎬ数据显示ꎬ随着孵育时间

的延长ꎬＰ / Ｎ 值逐渐增大ꎬ但其增长速度开始放缓ꎬ
考虑到试验的整体时长ꎬ本研究选取 ９０ ｍｉｎ 作为最

佳二抗孵育时间ꎮ 通过对反应条件的优化ꎬ建立间

接 ＥＬＩＳＡ 方法批内及批间的变异系数均小于 １０％ꎬ
表明其具有较好的重复性和稳定性ꎮ

为了评价建立间接 ＥＬＩＳＡ 方法的应用价值ꎬ与
商品化 ＭＶ ＩｇＧ 抗体检测试剂盒进行了比较ꎬ共检

测血清 １５７ 份ꎬ结果显示两种方法的一致性非常好ꎬ
总符合率达到 ９５􀆰 ５％ꎬ且建立间接 ＥＬＩＳＡ 方法具有

较高的灵敏度和特异度ꎬ分别为 ９４􀆰 ８％和 ９８􀆰 ３％ꎮ
相对于商品化试剂盒的检测结果ꎬ本研究建立的

ＥＬＩＳＡ 方法检测的阳性血清例数较少ꎬ可能是因为

商品化试剂盒包被的抗原是麻疹全病毒ꎬ其检测的

抗体不止含有核蛋白抗体ꎬ还具有针对其他 ＭＶ 蛋

白的抗体ꎮ 但由于本研究建立的方法仅与商品化试

剂盒进行比较ꎬ而试剂盒检测是否存在假阳性结果

也不可知ꎬ因此还应经中和试验等其他方法进行验

证ꎬ从而得出更精确的结果ꎮ
对于江苏省赣榆县 ０~１５ 岁健康儿童血清标本
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的检测ꎬ两种方法无论在小年龄组还是在较大年龄

组均无明显的差异ꎮ ０ ~ ８ 月龄健康儿童由于母传

抗体的衰减致使 ＭＶ 抗体水平较低ꎬ之后随着年龄

的增长ꎬＭＶ 抗体水平出现了明显的升高ꎬ这与江苏

省 ８ 月龄首次接种麻疹疫苗的免疫程序相符[１３￣１４]ꎮ
国内相关研究表明ꎬ我国麻疹发病年龄向两极转移ꎬ
８ 月龄以下及 １５ 岁以上人群发病比例较高[１５￣１７]ꎬ本
研究结果也进一步显示 １１ ~ １５ 岁人群 ＭＶ 抗体水

平有所下降ꎮ 提示此方法对于及时发现免疫水平低

下及空白人群ꎬ进行针对性免疫接种ꎬ降低麻疹暴发

的风险有一定实际意义ꎮ
Ｗａｒｎｅｓ 等[９] 最早将原核表达 ＭＶ 核用于血清

抗体的检测ꎬ但可能由于未对核蛋白进行纯化造成

检测出现了较高的背景干扰ꎮ 陈寅等[１８] 使用原核

表达并纯化了 ＭＶ 核蛋白ꎬ其建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法与商品化试剂盒的符合率高达 ９８􀆰 ９％ꎬ与本研究

结果相似ꎬ但其只与国产试剂盒的定性结果进行比

较ꎬ能否用于定量研究还未可知ꎮ 本研究建立的间

接 ＥＬＩＳＡ 方法ꎬ无论从定性还是定量分析ꎬ均与进

口定量试剂盒有较高的符合度ꎮ 本研究选取的 Ｎ
蛋白基因序列来源于 １ 株 Ｈ１ 基因型的野毒株ꎬＭＶ
疫苗株均为 Ａ 基因型ꎬ虽然 ＭＶ 只有 １ 个血清

型[１９]ꎬ基因型别的差异是否会对检测产生影响仍需

大量背景清楚的血清检测对比数据来验证ꎮ 此外ꎬ
本研究建立 ＥＬＩＳＡ 方法与商品化试剂盒定量结果

趋势一致性结果显示其具备一定的定量能力ꎬ为实

现定量研究ꎬ应当进一步使用国际标准血清进行

标定ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立的 ＭＶ 抗体间接 ＥＬＩＳＡ

检测方法具有良好的重复性和稳定性ꎬ且灵敏性高、
特异性强ꎬ可在 ＭＶ 血清流行病学调查和疫苗免疫

后人群抗体水平的评估方面发挥重要的作用ꎮ
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