
热带医学杂志 2015 年 9 月第 15 卷第 9 期 J Trop Med，Sep． 2015，Vol．15，No．9

基 金 项 目：“十 二 五”国 家 科 技 重 大 专 项 课 题（2011ZX10004－001）
作 者 简 介：汪 海 波（1983－），男，博 士，副 主 任 技 师，研 究 方 向 为 传 染

病 检 测 与 防 控

通 讯 作 者：莫 秋 华（1973－），男，博 士，主 任 技 师，研 究 方 向 为 传 染 病

检 测 与 防 控，E-mail：mqhzh13＠163．com

钩 端 螺 旋 体 病（简 称 钩 体 病）是 由 钩 端 螺 旋 体

（Leptospira interrogans）引 起 的 人 畜 共 患 传 染 病，早

期 临 床 表 现 包 括 三 症 状（寒 热、酸 痛、全 身 乏 力）和

三 体 征（眼 红、腿 痛、淋 巴 结 肿 大）。 在 实 验 室 检 测

方法中， 经典的菌体分离培养法和显微镜凝集实验

虽然准确但是历时较长， 不利于对钩体病的快速确

证 ［1－2］。 抗体（包括 IgG 和 IgM）检测技术和 PCR 检

测技术均可对钩体病进行快速的诊断，然而它们的

检测结果是否存在差异尚未有报道。 本研究拟对钩

体 病 抗 体 检 测 和 PCR 检 测 方 法 进 行 平 行 比 较 ，对

比筛选钩体病检测最优的方法，为钩体病临床诊断

提供参考。

1 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 样 本 健 康 人 全 血 样 本 采 自 珠 海 国 际 旅 行

卫生保健中心体检人员，共 50 份；钩体标准株购自

中国药品生物制品检定所。
1．1．2 试剂和仪器 ELISA 试剂盒 SERION ELISA
classic Leptospira IgG ／ IgM 购自德国维润赛润（virion-
serion）公 司；全 血 DNA 提 取 试 剂 盒 和 细 菌 DNA 提

取 试 剂 盒 购 自 北 京 天 恩 泽 基 因 科 技 公 司 ；rTaq，
dNTP 和 100 bp DNA ladder Marker 均 购 自 TaKaRa
公 司；琼 脂 糖 购 自 美 国 英 潍 捷 基（Invitrogen）公 司；
C1000 型 PCR 扩 增 仪 和 凝 胶 成 像 系 统 购 自 美 国 伯

乐（Bio-Rad）公 司；NanoDrop 2000 型 微 量 紫 外 分 光

光度计购自美国 Thermo 公司。
1．2 方法

1．2．1 ELISA 钩 体 IgG ／ IgM 抗 体 ELISA 检 测 按

照 试 剂 盒 说 明 进 行。 首 先，将 待 测 样 本（血 清 或 血

浆）用 试 剂 盒 配 备 的 专 用 稀 释 液（测 IgM 时 该 稀 释

液中须加入 20％的内风湿因子吸附剂）进行 100 倍

稀释，加入 ELISA 板中 37℃ 孵育 60 min，洗涤 4 次

后加入酶标抗体，37℃ 孵育 30 min；再次 洗 涤 后 加

入 显 色 底 物，37℃ 孵 育 显 色 30 min 后 加 入 终 止 液

终止显色反应，在 405 nm 波长下读取 OD 值，参比

波长设为 655 nm。 按照试剂盒 提 供 的 结 果 参 照 表
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摘 要： 目 的 对 钩 端 螺 旋 体 病 的 三 种 不 同 检 测 手 段 的 假 阳 性 率 进 行 比 较 研 究 。 方 法 收 集 50 例 健 康 人 的 血 液 标

本， 分 别 采 用 钩 体 IgG ELISA 试 剂 盒、IgM ELISA 试 剂 盒 和 PCR 方 法 进 行 检 测， 平 行 比 较 三 种 检 测 手 段 的 检 测 结

果。 结 果 在所检测的样本中，IgG 抗体检测有 4 例呈阳性反应，IgM 抗体检测有 11 例呈阳性反应，而 PCR 检测全为阴

性。 结论 由于抗体检测技术可能出现的非特异性及假阳性，有必要对钩体病进行更为特异性、更加可靠的 PCR 检测。
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Abstract： Objective To compare the false positive rate of three different diagnosis methods for Leptospirosis． Methods
IgG ELISA，IgM ELISA and PCR methods were applied to detect Leptospira in blood samples from 50 healthy individuals．
Then a head-to-head comparison was conducted． Results In all those samples， four were positive for IgG antibody while
11 were positive for IgM antibody． However， when PCR method was used， all of them showed negative results．
Conclusion As the non-specific and false-positive results generated by antibody detection methods ， PCR method should
be used instead as a more specific and reliable diagnosis approach for Leptospira detection．
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进行阴 ／ 阳性结果判定。
1．2．2 DNA 提 取 全 血 和 钩 体 培 养 物 中 DNA 提

取 按 照 相 应 的 DNA 提 取 试 剂 盒 的 说 明 书 进 行，测

浓度后分装于－70℃ 保存备用。
1．2．3 PCR 反 应 采 用 荷 兰 皇 家 热 带 研 究 院 世 界

卫生组织钩体病参考中心设计的引物 ［3－4］进行 PCR
反应。正向引物：5’-CTG AAT CGC TGT ATA AAA
GT-3’； 反 向 引 物 ：5’-GGA AAA CAA ATG GTC
GGA AG-3’，扩增产物大小为 285 bp。 PCR 反应体

系为 Buffer（含 Mg2＋）2．5 μl，dNTPs（各 2．5 mmol ／ L）
2．0 μl，rTaq DNA 聚 合 酶 （5 U ／ μl）0．25 μl， 引 物

（10 μmol ／ L） 各 1 μl， 模板 2 μl，ddH2O 补足至 25
μl。 反应条件为 94℃ 预变性 5 min；94℃ 30 s，58℃
30 s，72℃ 30 s，35 个 循 环 ；72℃ 延 伸 10 min，4℃
保存。取 5 μl 扩增产物和 1 μl 上样缓冲液混匀后，
用 2％的琼脂糖凝胶进行电泳并成像观察结果。

2 结 果

2．1 抗体 IgG ELISA 检测结 果 50 例 健 康 人 中 有

4 例对钩体 IgG 呈阳性反 应 （OD 值 分 别 为 0．711，
0．723， 0．860 和 1．044），其余 46 例为阴性。
2．2 抗 体 IgM ELISA 检 测 结 果 50 例 健 康 人 中

11 例呈现钩体 IgM 阳性反应 （OD 值介于 1．167 和

2．547 之间），其余 39 例呈阴性反应。
2．3 PCR 检测结果 经过条件优化，从 13 种 不 同

血 清 群 的 钩 体 标 准 株 中 均 可 以 扩 增 得 到 一 条 特 异

性的 285 bp 目的条带（图 1）。 而在 12 例钩体抗体

（IgG 或 IgM）阳性标本中只出现了非特异性的扩增

（图 2）， 经条件优化后仍然不能得到特异性的 285
bp 条带，表明这些样本中未能检测到钩体核酸。
2．4 方法的比较 研究 上述结果表明， 该 抗 体 检

测试剂 IgG 抗体检测的假阳性率为 8％（4 ／ 50），IgM
抗体检测的假阳性率更高达 22％（11 ／ 50）， 而 PCR
检测则无 1 例出现假阳性结果。

3 讨 论

钩体病广泛分布于全世界，在中国危害也较严

重 ［5－7］。 由于钩体侵犯人体的多种脏器，所以临床表

现复杂，是一种多临床型别的传染病。 临床症状分

为 流 感 伤 寒 型、肺 出 血 及 肺 弥 漫 性 出 血 型、黄 疸 出

血型、肾型及脑膜炎型等多种类型。 其中肺出血型

钩体病多出现在病后的 2～3 d，往 往 由 于 早 期 的 不

正当治疗而导致死亡 ［8］。 因此，钩体病的早期诊断

是降低其病死率的关键。 传统的钩体分离培养由于

培 养 时 间 长， 易 受 污 染 而 影 响 了 钩 体 病 的 早 期 诊

断。 抗体检测和 PCR 检测由于具有快捷、灵敏等优

势，被 引 入 钩 体 病 的 诊 断 领 域，提 高 了 对 钩 体 病 的

诊断能力。
本 研 究 中 钩 体 IgG 抗 体 检 测 选 用 的 是 德 国 维

润赛润（virion-serion）公司生产的试剂盒，采用的是

间接法，检测前按照试剂盒操作说明对样本进行了

高 比 例 的 稀 释（100 倍 稀 释）以 消 除 人 体 接 触 外 界

环境刺激所产生的非特异 IgG 对实验结果的影响，
但是仍然出现 8％的假阳性率， 推测可能同包被抗

原的纯度不够高有关。 目前抗体间接法检测中所使

用的抗原大多为基因工程重组抗原，这些重组抗原

虽然经过了纯化，尽可能地去除了用于蛋白表达的

宿主（大肠杆菌或酵母）的抗原 ［9］，但是可能纯化工

艺尚不够先进，使得重组抗原中仍然存在微量的宿

主抗原，导致由于人体存在对这种宿主抗原的抗体

而引起假阳性反应。
IgM 抗体检测选用的是同 IgG 抗体检测配套的

间接法检测试剂盒，检测时也遵照试剂盒操作说明

对样本进行了内风湿因子吸附处理，摒除了由于其

能与固相抗 人 μ 链 抗 体 结 合 从 而 导 致 假 阳 性 反 应

的 可 能 性 ［10－11］。 但 检 测 结 果 同 样 出 现 了 高 达 22％
的假阳性率。 在使用间接法测 IgM 抗体时，由于样

M：100 bp Marker；1～13：黄 疸 出 血 群、爪 哇 群、犬 群、致 热 群、秋 季

群、澳 洲 群、波 摩 那 群、七 日 热 群、巴 达 维 亚 群、塔 拉 索 夫 群、曼 耗

群、赛 罗 群 和 明 尼 群；14：阴 性 对 照；15：空 白 对 照。

图 1 不 同 血 清 群 的 钩 体 标 准 株 的 PCR 扩 增 结 果

Fig．1 PCR results of Leptospira reference strains from
different serogroups

M：100 bp Marker；1～12：健 康 人 T1483、T1486、T1489、T1490、

T1493、T1497、T1508、T1516、T1518、T1529、M359 和 M362；13：空 白

泳 道，以 防 点 样 渗 漏；14：阳 性 对 照；15：阴 性 对 照；16：空 白 对 照。

图 2 抗 体 阳 性 样 本 的 PCR 扩 增 结 果

Fig．2 PCR results of those samples with positive antibody
responses

1172· ·

C M Y K



热带医学杂志 2015 年 9 月第 15 卷第 9 期 J Trop Med，Sep． 2015，Vol．15，No．9

本 中 含 有 高 浓 度 的 IgG 抗 体 易 与 IgM 抗 体 竞 争 固

相抗原，干扰 IgM 抗体的检测。因此，通常须将样本

用抗人 IgG 抗体或 SPA 进 行 预 处 理，从 而 去 除 IgG
的干扰。 此外，非特异性 IgM 抗体也对检测结果存

在一定的影响。 有研究表明，改用捕获法也有助于

提高 IgM 抗体检测的准确性 ［12－13］。
与抗体检测截 然 不 同 的 是，在 PCR 检 测 中，所

使用的引物和优化过的扩增条件可检测 13 种不同

血 清 群 的 钩 体， 并 且 只 出 现 一 条 特 异 性 的 扩 增 条

带， 说明 PCR 检测技术具有很好 的 广 谱 性 和 特 异

性。 而在对这些临床样本进行 PCR 检测时，虽然反

应条件经过了进一步的优化，包括调整反应体系和

调整扩增循环条件，都只能检测到很弱的非特异性

扩增，未能出现特异性的 285 bp 目的片段条带，因

此应该对这些样本出具阴性检测结果报告。 利用经

典 的 钩 体 分 离 培 养 技 术 对 这 些 抗 体 检 测 阳 性 的 样

本进行的鉴定结果表明， 未能分离得到钩体菌株，
进一步证明 PCR 检测技术是可靠的。

本 研 究 不 足 之 处 在 于 未 能 收 集 得 到 足 够 多 的

钩端螺旋体阳性病人的血清作为阳性对照组，导致

未 能 阐 明 该 抗 体 检 测 试 剂 盒 的 阳 性 预 期 值 和 阴 性

预期值，这一点还有待进一步的研究。
综 上 所 述，在 钩 体 病 的 检 测 当 中，抗 体 检 测 技

术（包括 IgG 和 IgM 检测）容易产生非特异性，出现

假阳性结果； 而 PCR 检测技术则 表 现 出 了 很 好 的

特异性和广谱性，是一种更为可靠的检测方法。 鉴

于 此，PCR 检 测 技 术 应 该 被 进 一 步 的 推 广 应 用，以

指导临床诊断。
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