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摘要: 目的 评价荧光定量逆转录-聚合酶链反应( real-time RT-PCR) 和酶联免疫吸附试验( ELISA) 方法在麻疹病毒

感染病例中的诊断价值。方法 分析 2014 年天津市麻疹监测信息报告管理系统报告数据，运用 χ2 检验( Chi-square
Test) 、配对 McNemar 检验和效度分析，比较 2 种方法的判定价值。结果 171 例麻疹疑似病例同时采集了血清和干

血片标本，ELISA 法检测两种标本 IgM 抗体阳性率分别为 53. 22% 和 49. 71%，差异无统计学意义( χ2 = 3. 60，P =
0. 06) ，两种标本 ELISA 法检测一致率为 94. 15%。2 512 例麻疹确诊病例中，2 439 例采集了血标本，ELISA 法检测

IgM 抗体阳性率为 76. 38% ; 871 例采集了咽拭子，real-time RT-PCR 检测核酸阳性率为 86. 68%。咽拭子采样间隔在

3 天内的 real-time RT-PCR 核酸阳性率达到 91. 14%，3 天后的阳性率只有 66. 26% ( χ2 = 72. 46，P ＜ 0. 01 ) 。血标本

采样间隔在 3 天内的 ELISA IgM 抗体阳性率为 71. 47%，3 天后达到 94. 14% ( χ2 = 118. 06，P ＜ 0. 01) 。检验效度分

析，ELISA 方法灵敏度为 71. 60%，特异度为 85. 29%，约登指数为 0. 57。real-time RT-PCR 方法灵敏度为 99. 60%，

特异度为 67. 65%，约登指数为 0. 67。结论 real-time RT-PCR 方法更敏感，适合发病早期诊断，ELISA 方法更适合

发病中后期诊断。
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Evaluation the Value of Real-time Fluorescent Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
and Enzyme-linked Immunosorbent Assay in Measles Surveillance DING Ya-xing，TIAN Hong，

SUN Jing，et al． ( Tianjin Centers for Disease Control and Prevention，Tianjin 300011，China)

Abstract: Objective To evaluate the value of real-time fluorescent reverse transcription polymerase
chain reaction ( real-time RT-PCR) and enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA) in diagnosis of
measles． Methods Data from Measles Monitoring Information System of Tianjin in 2014 were analyzed，

and Chi-square test，paired McNemar test，and validity analysis were used to compare the two detection
methods． Results Serum and dried blood spots specimens were collected from 171 suspected measles
cases，and IgM antibody positive rates by ELISA in these two kinds of specimens were 53. 22% and
49. 71%，respectively，with no significant difference ( χ2 = 3. 60，P = 0. 06 ) and a consistent rate of
94. 15% between the two results． In 2 512 confirmed measles cases，2 439 cases had blood specimen，in
which IgM antibody positive rate by ELISA was 76. 38% ． 871 cases had swab specimen，in which the
nucleic acid positive rate by real-time RT-PCR was 86. 68% ． When swab samples were collected within
3 days of rash onset，the nucleic acid positive rate was 91. 14%，while it was only 66. 26% when sam-
ples were collected after 3 days ( χ2 = 72. 46，P ＜ 0. 01 ) ． By ELISA，IgM antibody positive rate was
71. 47% for blood specimen collected within 3 days of rash onset，and 94. 14% for specimens collected
after 3 days of rash onset ( χ2 = 118. 06，P ＜ 0. 01) ． Validity analysis for ELISA showed a sensitivity of

71. 60%，a specificity of 85. 29%，and Youden's
index of 0. 57． For real-time RT-PCR， the
analysis showed a sensitivity of 99. 60%，a speci-
ficity of 67. 65%，and Youden's index of 0. 67．
Conclusions Real-time RT-PCR was more sen-
sitive and suitable for early diagnosis． ELISA was
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more suitable for middle-late diagnosis．
Key words: Measles; ELISA; Real-time RT-PCR; Validity

麻疹是由麻疹病毒引起的最常见和最具有传

染性的急性呼吸道传染病之一，在人口密集而未

普种疫苗 的 地 区 易 发 生 流 行［1］。麻 疹 传 染 性 极

强，易感者接触后 90% 以上均发病，全球每年麻疹

死亡数高达 164 000 人［2］。通过麻疹疫苗常规免

疫［3］和强化免疫［4］，天津市 2012 年麻疹发病率降

到历史最低水平( 0. 15 /10 万) ，但近两年受周边

疫情影响和成人麻疹高发，麻疹发病率不断升高，

2013 年为 2. 01 /10 万，2014 年达到 18. 36 /10 万，

为近 25 年来最高。
2013 年天津市引入了荧光定量逆转录-聚合酶

链反应( Reverse Transcription Polymerase Chain Re-
action，real-time RT-PCR) 方法开展麻疹核酸检测，

2014 年 在 全 市 推 广。同 时 在 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

( Enzyme-linked Immunosorbent Assay，ELISA) 检测

麻疹病例血清的基础上，开展使用干血片法 ( Dry
Blood Spots) 检测麻疹 IgM 抗体。本文针对这些检

测方法进行对比分析。

材料与方法

1 研究对象和内容

1. 1 麻疹疑似病例定义 具备发热、出疹，并伴有咳嗽、卡
他性鼻炎或结膜炎症状之一者; 或传染病责任疫情报告人怀

疑为麻疹的病例。
1. 2 麻疹确诊病例定义 符合下面条件之一的麻疹疑似

病例为麻疹确诊病例。①血标本检测麻疹 IgM 抗体阳性

者;②咽拭子标本检测麻疹病毒核酸阳性或分离到麻疹病

毒者。
1. 3 研究对象 研究对象来自 2014 年麻疹监测信 息 报

告管理系 统 报 告 的 麻 疹 病 例，对 病 例 标 本 开 展 real-time
RT-PCR 和 ELISA 检测。病 例 就 诊 的 医 疗 机 构 或 辖 区 疾

控机构负责标本的采集，血清标本由全市 18 家区县疾控

机构麻疹网络实验室检测，干血片由市疾控 中 心 麻 疹 实

验室检测，咽拭子由市疾控中心和 6 家区县 PCR 网络实

验室检测。采样间隔 = 标本采集日期-病例出疹日期，单

位为天( d) 。标 本 采 集 和 送 检 方 法: 采 集 静 脉 血 分 离 血

清，血清量不少于 0. 5ml，无溶血，无污染，冷藏条件下送

检; 干血 片 使 用 Whatman 903 蛋 白 保 存 卡，采 集 5 滴 指

血，晾干 后 送 检; 采 集 咽 拭 子 置 于2～ 3 ml 病 毒 保 存 液

( 94% DMEM，1% 谷 氨 酰 胺，1% 青 霉 素 和 链 霉 素 各

10 000 U，7. 5% 碳 酸 氢 钠 溶 液，2% 胎 牛 血 清，pH7. 2 )

中，2～ 8℃ 冷藏条件下及时送检。

2 仪器与试剂

仪器: TECAN 酶标仪、BIOMERIEUX easy MAG 自动核

酸提取仪、ABI7500 fast 荧光定量 PCR 仪。ELISA 检测采用

德国维润赛润( virion \ serion) 公司生产的检测试剂盒，real-
time RT-PCR 检测采用美国 AB 公司试剂盒。
3 检测方法

3. 1 ELISA 法 IgM 检测 血 清 检 测: 使 用 德 国 维 润 试 剂

盒，每板设立阴 性 对 照 1 孔、阳 性 对 照 2 孔、空 白 对 照 1

孔和内部质控 1 孔( 弱阳) ，按照试剂盒说明书稀释样品

后加样检测。干血片检测 ( 参 照 WHO 推 荐) ［5］: 使 用 德

国维润试剂盒，每板设立阴性对照 1 孔、阳 性 对 照 2 孔、
空白对照 1 孔和内部质控 2 孔( 阳性和阴性各 1 孔) 。使

用打孔器在干血片上打出 6 mm 圆血片，使用含脱脂牛奶

的缓冲液对血片进行洗脱，然后 加 样 进 行 检 测。判 断 标

准为: IgM 抗体单位U /ml，临 界 值 10 ～ 15，＜ 10 为 阴 性，

＞ 15 为阳性。
3. 2 RNA 的提取和 real-time RT-PCR 用 Rneasy Mini Kit
提取病毒悬液中的 RNA，反转录和 PCR 使用一步 RT-PCR
Kit，具体方法按照说明书进行。反转录反应条件为 50℃
30min，95℃ 15min。PCR 反 应 条 件 为 94℃ 45s，51℃ 45s，
72℃ 45s，30 个循环，72℃延伸 10min。扩增产物经 2% 琼脂

糖凝胶电泳检测。Ct 值无数值的标本为阴性样本，Ct 值≤
35. 0 的样本为阳性，Ct 值 ＞ 35. 0 的样本为阴性。
4 统计分析

使用 Excel 2010 进行数据的录入和整理，SPSS 18. 0

完成数据 分 析。计 算 ELISA 方 法 和 real-time RT-PCR 方

法采样间隔的中位数( Median，M) 和四分位间距( Interval
of Quartiles，IQR) ; 运用配对的 McNemar 检验分析血清和

干血 片 ELISA 检 测 方 法 的 一 致 性; 采 用 χ2 检 验 ( Chi-
square Test) 分 析 ELISA 和 real-time RT-PCR 2 种 检 测 方

法标本阳性率的区别; 然后对 ELISA 和 real-time RT-PCR

方法检测敏感性和特异性进行效度分 析，比 较 2 种 方 法

的判定价值。

结 果

1 血清和干血片标本 ELISA 检测

171 例麻疹疑似病例同时采集了血清和干血片

标本，采样间隔是 0～ 16 d，M = 7 d，IQR = 5～ 10d。
血清 ELISA-IgM 抗 体 阳 性 率 为 53. 22%，干 血 片

ELISA-IgM 抗 体 阳 性 率 为 49. 71%。采 用 配 对 的

McNemar 检验，两者阳性率差别无统计学意义( χ2 =
3. 60，P = 0. 06 ) ，血清和干血片 ELISA 法检测一致

率为 94. 15% ( 表 1) 。
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表 1 血清和干血片麻疹 IgM 抗体 ELISA 法检测结果

Table 1 Measles IgM Antibody Results of Serum and Dried

Blood Spots Samples by ELISA

干血片
Dried Blood Spots

血清 Serum
阳性 Positive 阴性 Negative

总计
Total

阳性 Positive 83 2 85
阴性 Negative 8 78 86
合计 Total 91 80 171

2 血清 ELISA 和 real-time RT-PCR 检测方法比较

在 2 512 例确诊的麻疹病例中，2 439 例采集了

血清标本( 采集率为 97. 09% ) ，ELISA 法 IgM 抗体

阳性率 76. 38% ( 表 2 ) 。871 例采集了咽拭子标本

( 采集率为 34. 67% ) ，real-time RT-PCR 核酸检测阳

性率 86. 68%，两种方法的检测结果存在显著差别

( χ2 = 41. 16，P ＜ 0. 01) 。
表 2 麻疹 ELISA 和 real-time RT-PCR 检测结果

Table 2 The Results of Measles Detection by ELISA

and real-time RT-PCR

采样间隔
( d)

Interval

ELISA real-time RT-PCR

检测数
Detected
Cases

阳性率 /%
Positive
Rate

检测数
Detected
Cases

阳性率 /%
Positive
Rate

0 474 53. 16 223 91. 03
1 672 70. 09 255 92. 55
2 446 82. 96 143 88. 81
3 318 85. 53 87 93. 10
4 233 91. 42 65 80. 00
5 115 94. 78 39 71. 79
6 68 94. 12 21 71. 43
7 33 96. 97 11 58. 18
8 17 100. 00 7 57. 14
9 20 100. 00 2 50. 00
10 8 100. 00 2 50. 00
≥11 35 100. 00 16 31. 25

合计 Total 2 439 76. 38 871 86. 68

ELISA 方法阳性病例的采样间隔是 0 ～ 26d，

M =2d，IQR = 1～ 3d; real-time RT-PCR 方法阳性病

例的采样间隔是 0～ 16d，M = 1d，IQR = 0～ 3d。咽拭

子采样间隔在 3d 内的 real-time RT-PCR 阳性率达

到 91. 14%，显著高于 3d 后的标本阳性率 66. 26%
( χ2 = 72. 46，P ＜ 0. 01 ) ，核酸检测阳性率随着采样

间隔的增加而逐渐降低( 图 1 ) 。血清采样间隔在

3d 后的抗体阳性率 94. 14%，显著高于 3d 内的阳性

率 71. 47% ( χ2 = 118. 06，P ＜ 0. 01 ) ，血清抗体阳性

率随着采样间隔的增加而逐渐增高。
3 检测效度分析

以病毒分离为金标准，分离到麻疹病毒的疑似

病例作为麻疹病例组，分离到风疹病毒的疑似病例

作为排除麻疹组。共有 284 例病例采集了出疹 3d

图 1 不同采样间隔对 ELISA 和 real-time RT-PCR
检测结果的影响

Figure 1 ELISA and real-time RT-PCR Detection Results
by Sample-collection Interval

内血清标本和咽拭子，对麻疹 IgM 抗体检测阴性的

病例于出疹 7d 后采集第二份血标本进行抗体检测。
根据病毒分离结果，麻疹病例组 250 例，排除麻疹组

34 例。效 度 分 析 显 示，ELISA 方 法 灵 敏 度 为

71. 60%，特异度为 85. 29%，约登指数( Youden's In-
dex ) 为 0. 57。 real-time RT-PCR 方 法 灵 敏 度 为

99. 60%，特异度为 67. 65%，约登指数为 0. 67。

讨 论

目前，ELISA 方法检测血清中特异性 IgM 抗体

是中国诊断麻疹病毒感染最主要的方法。本研究显

示 血 清 检 测 和 干 血 片 检 测 一 致 率 较 高，达 到

94. 15%，提示使用微量血的干血片法效果良好。按

照全国麻疹监测要求，医疗机构负责就诊病例的血

标本采集，出疹 3 天内血标本 IgM 抗体检测阴性的，

需要采集出疹 3 天后的第二份血进行确诊。但门诊

病例回家后，再次采集静脉血的依从性较差。微量

血伤害小，依从性较高，因此干血片适合疾控机构第

二份血标本的采集检测。同时，也适用于大范围的

健康人群麻疹抗体水平监测［6］。
ELISA 法简单易行，但麻疹发病 1～ 3 天内阳性

率仅为 50%～ 73%［7］，患者临床就诊与采血的时间

往往处于发病的初期，如果临床上用 IgM 抗体作为

确诊指标，易产生漏诊［8］。如何解决病例早期诊断

问题? 本研究发现采样间隔在 3 天内，real-time RT-
PCR 检 测 阳 性 率 达 到 91. 14%，而 ELISA 法 只 有

71. 47%。同样，采样间隔在 3 天后，ELISA 法检测

阳 性 率 达 到 94. 14%，real-time RT-PCR 仅 有

66. 26%，表明两种检测方法阳性率与采样间隔有密

切联系。real-time RT-PCR 方法更适合发病早期诊
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断，ELISA 方法更适合发病中后期诊断。
麻疹检测方法效度分析显示，real-time RT-PCR

方法灵敏度高于 ELISA 方法，这与浙江［9］检测结果

一致，但特异度低于 ELISA。real-time RT-PCR 方法

约登指数略高于 ELISA，提示其在检测麻疹方面有

更好的价值。但目前荧光定量 PCR 扩增仪价格较

高，试 验 环 境 要 求 比 较 严 格，检 测 费 用 明 显 高 于

ELISA 方法。因此 real-time RT-PCR 适用于大型综

合医院和市级疾控机构，而 ELISA 方法更适合于基

层医院和区县疾控机构开展。
同时采集麻疹病例血标本和咽拭子进行检测的

并联设计，会提高诊断麻疹病例的敏感性，但降低了

特异性，同时增大了标本的检测量和经费支出。为

此，天津市 2014 年修订了麻疹监测方案，要求各医

疗机构和疾病预防控制中心，对出疹 3 天内的病例

采集咽拭子检测，出疹 3 天后的病例采集血标本进

行检测，避免标本的重复采集和检测。
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