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酶联免疫吸附试验与中和抗体试验检测麻疹抗体比较研究
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【摘要】　目的　探讨酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）和中和抗体试验 （ＮＴ）在麻疹抗体检测中的应用

价值。方法　以ＮＴ为 “金标准”，同时用德国Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ的定量ＥＬＩＳＡ试剂盒检测３６４份麻疹抗

体滴度，将两种方法测定的结果进行比较。结果　ＮＴ的阳性率为５７．６９％，几何平均滴度 （ＧＭＴ）

为１∶５．４８，ＥＬＩＳＡ的阳性率为４２．８６％，平均抗体活性值为４８．５７ＩＵ／Ｌ。定性结果发现，ＥＬＩＳＡ特

异度为９９．３５％，其敏感度即阳性符合率为７３．８１％，且阳性符合率随着滴度增加呈现增高的趋势
（ｚ＝－５．９９，Ｐ＜０．００１）。Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法发现，滴度１∶２组、滴度１∶４组与其他各组阳性符合

率差异均有统计学意义 （Ｐ＜０．０５），滴度１∶８组与滴度≥１∶６４组阳性符合率差异有统计学意义 （Ｐ

＜０．０５），其余各组间阳性符合率差异均无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。定量结果发现，ＥＬＩＳＡ抗体活性

值与ＮＴ滴度呈明显正相关，相关系数ｒ＝０．８８４，Ｐ＜０．００１。结论　德国 Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ的定量

ＥＬＩＳＡ试剂盒在检测低滴度麻疹抗体时易出现假阴性，检测高滴度麻疹抗体时，两种方法敏感性接

近；滴度临界值为１∶８～１∶１６。该试剂可推荐用于健康人群麻疹抗体水平监测。
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　　中和抗体试验 （ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ，ＮＴ）是检测
麻疹人群抗体水平最敏感、最可靠的方法，但因其需
要组织培养、耗时费力而受到限制；酶联免疫吸附试
验 （ＥＬＩＳＡ）具有敏感、特异、简便、快速的特点，
是目前最常用的麻疹抗体检测方法，但在检测低水平
抗体时易出现假阴性［１］。本文用上述两种方法检测
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３６４份麻疹疫苗免疫前后儿童血清及小月龄婴儿血清
中麻疹抗体水平，以对ＥＬＩＳＡ和 ＮＴ在麻疹抗体检
测中的应用进行评价，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

２００７年在宁波市镇海区采集麻疹疫苗株 “沪

１９１”初免儿童免前、免后血清３２ （双）份；并随机
选取０、３、６、８、９月龄未患过麻疹的本地常住婴儿
作为研究对象采集血清，每组６０份，０、３、６、８月
龄婴儿均未接种过麻疹疫苗，９月龄婴儿指按免疫程
序及时接种麻疹疫苗后一个月的婴儿。
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１．２　方法

１．２．１　ＥＬＩＳＡ法ＩｇＧ抗体检测　用德国Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅ－
ｒｉｏｎ试剂盒检测ＩｇＧ抗体，严格按照说明书操作。血
清１∶１００稀释后与之反应，单孔定量，单位为ＩＵ／

Ｌ。判断标准为≥２００ＩＵ／Ｌ为阳性，＜２００ＩＵ／Ｌ为阴
性。试验同时设空白、阴性和阳性对照。

１．２．２　中和抗体测定　将待测血清５６℃３０ｍｉｎ灭
活，从１∶２倍比稀释至１∶１　０２４。在９６孔细胞板
中，２５μｌ各稀释度血清分别与２５μｌ麻疹病毒液 （含

１００ＴＣＩＤ５０）混合，３７℃中和１ｈ，然后加入１００μｌ
Ｖｅｒｏ－ｓｌａｍ细胞，于３７℃５％ＣＯ２ 培养，从第７天开
始逐日观察细胞病变至第１０天，抗体滴度≥１∶２为
阳性，每批试验同时做阳性、阴性血清对照和病毒滴
度回滴，确定攻击病毒范围为３２～３２０ＴＣＩＤ５０。

１．３　统计学处理
应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。ＮＴ 抗体与 ＥＬＩＳＡ

ＩｇＧ抗体定量结果相关性比较采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关，
两种方法的阳性符合率采用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率检验，
检验水准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　ＥＬＩＳＡ与ＮＴ检测麻疹抗体定性结果

３６４份血清中，ＥＬＩＳＡ 检测阳性率为４２．８６％
（１５６份），ＮＴ检测阳性率为５７．６９％ （２１０份），两
种方法一致性为８４．６２％ （３０８份），其中阳性符合率
即ＥＬＩＳＡ法敏感度为７３．８１％ （１５５／２１０），特异度
为９９．３５％ （１５３／１５４）。ＥＬＩＳＡ 法阳性预测值达到

９９．３６％ （１５５／１５６），阴性预测值为７３．５６％ （１５３／

２０８）。

２．２　不同滴度ＮＴ抗体下ＥＬＩＳＡ－ＩｇＧ抗体定量结果

３６４份血清中，ＥＬＩＳＡ抗体活性值范围０．１０～
８１３１．１７ＩＵ／Ｌ，平均抗体活性值为４８．５７ＩＵ／Ｌ；ＮＴ
抗体范围在＜１∶２～＞１∶１０２４之间，ＧＭＴ为１∶
５．４８。将ＥＬＩＳＡ 定量结果分成３组，分别是阴性
（＜２００ＩＵ／Ｌ）、低抗体保护水平 （２００～ＩＵ／Ｌ）、中
高抗体保护水平 （８００～ＩＵ／Ｌ），各组相对应中和抗
体ＧＭＴ依次为１∶１．３７、１∶１１．９１、１∶６９．８６；两

种方法具有良好的相关性，相关系数ｒ＝０．８８４，Ｐ＜
０．００１，见表１。

２．３　不同滴度 ＮＴ抗体下两种检测方法的阳性符
合率
将ＮＴ抗体阳性的样本按不同滴度分组，同时对

ＥＬＩＳＡ结果进行定性分析。采用趋势检验发现两种
方法阳性符合率随着滴度增加呈现增高的趋势
（ｚ＝－５．９９，Ｐ＜０．００１）。采用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法对
各组阳性符合率两两比较发现：滴度１∶２组、滴度

１∶４组与其他各组阳性符合率差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），滴度１∶８组与滴度≥１∶６４组阳性符合
率差异有统计学意义 （Ｐ＜０．０５），其余各组间阳性
符合率差异均无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。提示：滴
度１∶８～１∶１６为临界值，值得关注，见表２。

３　讨　论

麻疹是由麻疹病毒引起的一种以发热、呼吸道卡
他症状和全身斑丘疹为特征的急性病毒性传染病，该
病传染性强，致死率高。２０世纪６０年代以来，麻疹
疫苗的广泛应用使麻疹的发病率、死亡率大幅度降
低［２－３］，２００５年我国向世界卫生组织 （ＷＨＯ）西太
平洋区承诺于２０１２年消除麻疹，而麻疹网络实验室
在加速麻疹控制中起着重要的作用［４］。

目前，检测麻疹抗体水平的血清学方法有 ＮＴ、
血凝抑制 （ＨＡＩ）试验、ＥＬＩＳＡ、被动凝集试验
（ＰＨＡ）、间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）等［５］。其中ＮＴ
是 “金标准”，然而，因其技术要求高、耗时、昂贵
而受到一定限制；ＥＬＩＳＡ是目前广泛使用的麻疹抗
体检测方法，但在检测低水平抗体时易出现假阴
性［１］。因此，有必要对ＥＬＩＳＡ检测结果的可信度进
行证实，并且需要筛选高敏感性、高特异性且便于推
广使用的ＥＬＩＳＡ检测试剂来研究麻疹流行病学，观
察当前人群对麻疹的免疫状况，评价疫苗免疫效果，
为制定消除麻疹措施提供科学依据。

此次试验选择麻疹疫苗免疫前后儿童血清各３２
份及小月龄 （０，３，６，８，９月）婴儿血清每组６０
份共３６４份血清，用上述两种方法检测其麻疹抗体并

表１　不同滴度ＮＴ抗体下ＥＬＩＳＡ－ＩｇＧ抗体定量结果

ＥＬＩＳＡ法ＩｇＧ
抗体滴度
（１：）

中和抗体滴度 （１：）

＜２　 ２　 ４　 ８　 １６　 ３２　 ６４　 １２８　 ２５６　 ５１２　 １０２４ ＞１０２４
总计

＜２００　 １５３　 ２７　 ２１　 ４　 ２　 １ － － － － － － ２０８

２００～ － ２　 １３　 １４　 １９　 ９　 ２　 １　 １ － － － ６１

８００～ １ － － － １７　 １６　 ２６　 １６　 ８　 ８ － ３　 ９５

合计 １５４　 ２９　 ３４　 １８　 ３８　 ２６　 ２８　 １７　 ９　 ８　 ０　 ３　 ３６４
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表２　不同滴度ＮＴ抗体下两种检测方法的阳性符合率

ＮＴ抗体滴度

（１：）
样本数

ＥＬＩＳＡ

阳性数

阳性符合率

（％）

２　 ２９　 ２　 ６．９０

４　 ３４　 １３　 ３８．２４

８　 １８　 １４　 ７７．７８

１６　 ３８　 ３６　 ９４．７４

３２　 ２６　 ２５　 ９６．１５

≥６４　 ６５　 ６５　 １００．００

对结果进行比较，证实在检测低水平 ＮＴ抗体时，

ＥＬＩＳＡ与 ＮＴ 的阳性符合率差异有统计学意义，

ＥＬＩＳＡ不如 ＮＴ敏感，在检测高水平 ＮＴ 抗体时，
两种方法的阳性符合率差异无统计学意义，两者敏感
性接近，且阳性符合率随着滴度增加呈现增高的趋
势，ＮＴ抗体滴度临界值为１∶８～１∶１６。另外，虽
然ＮＴ抗体滴度＞１∶２就判为阳性，但有报道认为

ＮＴ抗体滴度处于１∶８～１∶１６才对机体具有保护意
义［６－８］，这恰好也是上述的临界滴度范围。而且，此
次试验还发现ＥＬＩＳＡ结果具有保护性抗体水平 （＞
２００ＩＵ／Ｌ）者对应中和抗体 ＧＭＴ为１∶１１．９１，三
者不谋而合。因此，可以推测，在上述ＮＴ抗体滴度
临界值１∶８～１∶１６以上时，ＥＬＩＳＡ完全可以取代
经典的ＮＴ。

然而，目前市场上麻疹抗体定量试剂盒的质量存
在较大差异［９－１０］，本研究选用的是德国Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ
的定量ＥＬＩＳＡ试剂盒，该试剂盒操作简便，耗时少，
结果判断准确、可靠，但成本过高，根据以上结果，
在条件允许的情况下，该试剂盒可以投入目前各级疾
病预防控制中心检测人群麻疹抗体水平使用。但实际

工作中ＥＬＩＳＡ试验除易受试剂盒质量影响外，不同
实验条件、操作等诸多因素也会导致结果差异较大，
所以在试剂选择和实际操作中均需严格把关，做好质
控工作。
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