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&摘要'
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目的
!

建立用于检测血清中水痘
6

带状疱疹病毒"

W0;2E:HH06O>@G:;W2;=@

!

BQB

#特异性抗

体的膜抗原荧光抗体"

?H=>;:@E:3G03G21>I

<

G>F:F1;03:03G2

A

:3

!

+&C&

#试验并对其进行验证和评价+

方法
!

用
BQB

感染细胞作为抗原制备抗原载玻片!以异硫氰酸荧光素标记的羊抗人
!

A

-

为二抗建立

+&C&

试验+对试验的灵敏度)特异性和重复性进行验证+用
+&C&

试验和市售
$(!/&

试剂盒对

(%%

份血浆样品中的抗
BQB

抗体进行检测+采用
/

J

:0;F03

秩相关检验对两种方法的检测结果进行比

较+结果
!

+&C&

试验的灵敏度为
%M%&!*

%

FH

!与常见的人疱疹病毒"单纯疱疹病毒
!

和
(

型)人巨细

胞病毒#没有交叉反应且重复性良好+经
+&C&

试验检测!

(%%

份血浆样品的抗体阳性率为
"'M*V

!抗

体几何平均效价为
!I!$M!

!检测结果与市售
$(!/&

试剂盒的符合率为
"%M%V

+两种方法的检测结果

具有相关性!

/

J

:0;F03

秩相关系数为
%M&"

!

G

(

%M%%%!

+结论
!

建立的方法具有良好的灵敏度)特异

性和重复性!可用于血清中抗
BQB

抗体的检测+

&关键词'
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荧光抗体技术.疱疹病毒
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型!人.免疫球蛋白
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!!

接种疫苗是预防和控制水痘
6

带状疱疹病毒

"

W0;2E:HH06O>@G:;W2;=@

!

BQB

#传播的最有效手段+

为评价疫苗接种效果!需要对血清中抗
BQB!

A

-

抗

体进行检测+常用的检测方法有膜抗原荧光抗体

"

?H=>;:@E:3G 03G21>I

<

G> F:F1;03: 03G2

A

:3

!

+&C&

#试验)

$(!/&

)间接免疫荧光抗体试验)免

疫吸附血凝试验)补体扩大中和试验和放射免疫试

验等1

!

2

+

+&C&

试验是以感染
BQB

的细胞为抗

原!待检样品为一抗!荧光标记的抗人
!

A

-

为二抗!

检测样品中的
BQB

特异性
!

A

-

抗体+形成的抗原

抗体复合物主要位于感染细胞表面!在荧光显微镜

下可见独特的环状膜荧光1

(6'

2

+

+&C&

试验具有良

好的灵敏度)特异性和重复性!能很好地反映待检样

品中的抗
BQB

抗体!所以被称为抗
BQB

抗体检测

的5金标准6

1

&

2

+本研究的目的是在实验室建立

+&C&

试验并对其进行验证和评价+

#

!

材料与方法

!M!

!

病毒)细胞和标准品

BQB'R0

株由上海生物制品研究所有限责任

公司"上海公司#疫苗三室提供)

C%.6*

人二倍体细

胞由第三研究室保存.人抗
BQB6!

A

-

国际标准品

"

!%!*

%

FH

#购自英国国家生物标准与检定所+

!M(

!

试剂和仪器

胰蛋白酶消化液)胎牛血清和细胞培养基购自

美国
(2?:#:E93>H>

A

2:@

公司.异硫氰酸荧光素

"

?H=>;:@E:232@>G92>E

<

030G:

!

+!#.

#标记的羊抗人)

羊抗兔
!

A

-

购自美国
/>=G9:;3,2>G:E9

公司.伊文

思蓝染色液由上海公司第四研究室提供.

!(

孔载玻

片购自美国
$H:EG;>3C2E;>@E>

J<

/E2:3E:@

公司.甲

醛溶液购自国药集团化学试剂有限公司.

BQB!

A

-

$(!/&

试剂盒购自德国
B2;2>3/:;2>3

公司.

!K#!

荧光显微镜购自日本
'H

<

F

J

=@

公司+

!M'

!

待检样品和对照样品

BQB

人免疫球蛋白"

*%!*

%

FH

#和
(%%

份献浆

员血浆由国药集团上海血液制品有限公司提供.兔

抗单纯疱疹病毒"

9:;

J

:@@2F

J

H:NW2;=@

!

8/B

#

!

和
(

型)人 巨 细 胞 病 毒 "

9=F03 E

<

G>F:

A

0H>W2;=@

!

8.CB

#血清由安徽医科大学微生物教研室提供+

!M&

!

抗原载玻片的制备

用
BQB

感染单层
C%.6*

细胞!待细胞病变达

*%V

!用胰蛋白酶消化+将病变细胞移至离心管中!

!$%H

)

!离心
!*F23

+用
5,/

重悬细胞并计数+调

整细胞密度至
!M*H!%

*

%

FH

!将感染细胞加至
!(

孔

载玻片!

&%

&

H

%孔+晾干后将载玻片置于
!V

甲醛溶

液固定
!9

!用
5,/

洗
'

次后晾干!

G(%X

保存+

同时制备正常
C%.6*

细胞载玻片作为对照+

!M*

!

+&C&

试验

!M*M!

!

操作步骤
!

将待检样品用
5,/(

倍系列稀

释后!加至感染细胞抗原载玻片!

(%

&

H

%孔+置湿盒

中
'#X!9

+用
5,/

浸润洗
'

次!每次
*F23

!晾

干+将
+!#.

标记的羊抗人
!

A

-

以
%M%!V

伊文思

蓝染色液
!I(%%

稀释后加至载玻片!

(%

&

H

%孔+置

湿盒中
'#X!9

+用
5,/

浸润洗
'

次!每次
*F23

!

晾干+于荧光显微镜下观察结果!细胞表面出现环状

荧光判为阳性!未出现完整的环状荧光或仅见灰色背

景判为阴性+抗体效价
)

!I&

判定样品为阳性+

!M*M(

!

灵敏度检测
!

将人抗
BQB6!

A

-

国际标准

品
(

倍系列稀释至
(

!%

!每个稀释度做
(

个复孔!按

上述步骤进行试验+

!M*M'

!

特异性检测
!

将人抗
BQB6!

A

-

国际标准

品加入正常
C%.6*

细胞载玻片!按上述步骤进行

试验.将兔抗
8/B6!

)

8/B6(

)

8.CB

血清加入病

变细胞载玻片!采用
+!#.

标记的羊抗兔
!

A

-

!按上

述步骤进行试验+

!M*M&

!

重复性检测
!

将
BQB

人免疫球蛋白
(

倍

系列稀释至
(

!*

!每个稀释度做
(

个复孔!按上述步

骤进行试验+

!M)

!

$(!/&

操作步骤

按试剂盒操作步骤进行+所用溶液均由试剂盒

提供!阳性和阴性对照血清无需稀释直接使用+将

样品按
!I!%%

"

!%

&

HK!%%%

&

H

#稀释后加入微孔板

内!每孔
!%%

&

H

!每块板设
!

个底物空白孔)

!

个阴

性对照孔和
(

个阳性对照孔+置湿盒中
'#X

孵育

)%F23

后!甩去孔内液体!加入
'%%

&

H

洗涤缓冲液.

甩去洗涤液!重复洗涤
&

次!拍干+加入底物溶液!

每孔
!%%

&

H

+置湿盒中
'#X

孵育
'%F23

后!加入

!%%

&

H

终止液终止反应+读取
&%*3F

处的吸光度

"

C

#值+底物空白的
C

值应
(

%M(*

!阴性对照必须

为阴性!阳性对照的平均
C

值必须在
%M&'

至
!M&*

之间 "减 去 底 物 空 白
C

值 后#+抗 体 浓 度

'

!%%F!*

%

FH

为阳性!

(

*%F!*

%

FH

为阴性!

*%

%

!%%F!*

%

FH

为临界值!临界值样品需重新检测+

!M#

!

血浆样品检测

分别采用
+&C&

试验和
$(!/&

对
(%%

份血浆

进行检测+

!M$

!

统计学分析

*

"(!

*国际生物制品学杂志
(%!$

年
)

月第
&!

卷第
'

期
!
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!
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采用
-;0

J

950I5;2@F*

软件对数据进行分析!

两种方法检测结果的比较采用
/

J

:0;F03

秩相关检

验"

"

J%M%*

#!

G

(

%M%*

为差异有统计学意义+

!

!

结果

(M!

!

+&C&

试验结果观察与判定

阳性样品中的抗体与感染细胞表面抗原形成抗

原抗体复合物!呈现完整的荧光环且背景为灰色.若

细胞边缘荧光环不完整!或仅见灰色背景!则为阴

性!见图
!

+

图
#

!

水痘
6

带状疱疹病毒膜抗原荧光抗体试验结果

(M(

!

灵敏度

标准品稀释至
(*)

倍仍可见阳性结果!因此本

方法的灵敏度为
%M%&!*

%

FH

+

(M'

!

特异性

标准品与正常
C%.6*

细胞反应结果呈阴性!

兔抗
8/B6!

)

8/B6(

)

8.CB

血清与病变细胞反应

结果均为阴性!表明建立的试验特异性良好+

(M&

!

重复性

对
BQB

人免疫球蛋白进行多次检测!平均效价

为
!I!&&$

"

"*V

置信区间为
!I!%)(

%

!I!"#&

!

$J$

#!相当于
*#M"!*

%

FH

+样品效价上下浮动
!

个

稀释度!在允许误差范围内!说明试验重复性良好+

(M*

!

血浆样品检测

采用
+&C&

试验和
$(!/&

对
(%%

份血浆样品

进行检测!抗体阳性率分别为
"'M*V

和
"(M*V

!几

何平均效价和几何平均浓度分别为
!I!$M!

和

'!$M"F!*

%

FH

.两种方法检测结果的符合率为

"%M%V

"表
!

#+检测结果具有相关性!

/

J

:0;F03

秩

相关系数为
%M&"

!

G

(

%M%%%!

+

表
#

!

+&C&

试验和
$(!/&

对
(%%

份血浆

样品中抗
BQB

抗体的检测结果

$(!/&

+&C&

试验

阳性 阴性
合计

阳性
!#$ # !$*

阴性
" ) !*

合计
!$# !' (%%

!

注$

+&C&

$膜抗原荧光抗体.

BQB

$水痘
6

带状疱疹病毒

V

!

讨论

我们建立的
+&C&

试验特异性强!没有发现

与其他常见的人疱疹病毒有交叉反应.灵敏度高!最

低可检出
%M%&!*

%

FH

抗
BQB

抗体.

+!#.

标记的

荧光二抗采用伊文思蓝染色液进行稀释!使得阳性

结果和阴性结果容易分辨!从而可将操作者的主观

因素降到最低!保证试验结果的准确性和重复性+

该方法的缺点是实验步骤多!需要进行细胞培养和

病毒感染!难以实现标准化和自动化!很难进行大批

量样品检测+

常用于检测抗
BQB

抗体的方法还有
$(!/&

+

$(!/&

的抗原主要有
'

种$

BQB

感染细胞提取物)

纯化的
BQB

糖蛋白)灭活的
BQB

+

$(!/&

的优点

是快速!一次可以检测大量样品!缺点是容易受到干

扰!缺乏良好的灵敏度和特异性1

*

2

+有研究表明!

$(!/&

检测为阴性的样品经
+&C&

法检测仍有

!*V

阳性1

)

2

+

我们采用
+&C&

法和
$(!/&

对献浆员血浆进

行检测!以了解献浆员血浆中的
BQB6!

A

-

水平+

两种方法检测结果的符合率为
"%M%V

!抗体几何平

均效价和几何平均浓度分别为
!I!$M!

"相当于

#%%F!*

%

FH

#和
'!$M"F!*

%

FH

!两种方法检测结果

具有相关性+
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