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人细小病毒Ｂ１９ＩｇＭ抗体间接ＥＬＩＳＡ检测方法的初步建立
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　　【摘要】　目的　利用原核表达并纯化的人细小病毒Ｂ１９（ＨＰＶＢ１９）结构蛋白ＶＰ１初步建立 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ酶

联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）的检测方法。方法　以纯化的重组蛋白包被酶标板，建立ＩｇＭ 间接ＥＬＩＳＡ检测方法，确

定Ｃｕｔｏｆｆ值，并进行初步的应用。结果　建立间接ＥＬＩＳＡ方法Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２５，灵敏度为８４．６０％，特异性为

９９．７０％，与对照试剂盒检测结果符合率为９９．４７％；用自产试剂盒检测１１５份孕妇和１７００份健康献血志愿者血清

中Ｂ１９ＩｇＭ抗体，阳性率分别为１２．１７％和１．５９％。结论　通过包被 ＨＰＶＢ１９ＶＰ１蛋白建立的间接ＥＬＩＳＡ检测

方法可用于 ＨＰＶＢ１９早期感染或急性感染的辅助诊断。
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　　人细小病毒Ｂ１９（ＨＰＶＢ１９）简称Ｂ１９病毒，是１９７５年

Ｃｏｓｓｏｒｔ首次发现的一种单链线状小ＤＮＡ病毒，属于细小病

毒科，是目前细小病毒科中唯一引起人类疾病的病原体。Ｂ１９

病毒能通过胎盘感染胎儿，引起胎儿水肿、自发性流产、死胎和

感染性红斑等多种疾病，对胎儿及婴幼儿有较大的危害［１２］；也

可通过血液制品的输注传染给受血者，成为血液制品的主要污

染源之一［３］。因此，研究分析有关 ＨＰＶＢ１９病毒感染的诊断

方法及防治措施，对促进孕妇健康、优生优育及血液制品的安

全使用都有重要意义。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择珠海市妇幼保健院孕妇血清、血浆标本

１１５份及珠海血站健康献血者血清、血浆样品共１７００份作为

研究材料。ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ阴性血清和阳性血清来自珠海市妇

幼保健院。

１．２　试剂与仪器　ＨＰＶＢ１９ＶＰ１蛋白购自美国Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ

公司，浓度１．３６ｍｇ／ｍＬ；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗

人ＩｇＭ（使用滴度１∶５０００）和ＩｇＧ类风湿因子吸收剂购自深

圳菲鹏生物有限公司；对照试剂Ｂ１９ＩｇＭ 酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自德国维润赛润研发有限公司；其他如包被

液、封闭液以及显色系统均为本公司自产；ＥＬＩＳＡ用９６孔酶

标板（可拆式）购自厦门怡佳美实验器材有限公司。

１．３　方法

１．３．１　Ｂ１９ＩｇＭ 间接 ＥＬＩＳＡ 的建立　棋盘法进行间接

ＥＬＩＳＡ最佳试剂工作条件的确定。（１）包被：以系列浓度的包

被抗原（１∶１０００、１∶２０００、１∶３０００、１∶４０００、１∶５０００、１∶

６０００）包被酶标板，２～８℃孵育过夜，次日，弃去孔内溶液，洗

涤；（２）封闭：每孔封闭液１２０μＬ，３７℃条件下孵育３ｈ，洗涤；

（３）加入待检血清（经ＩｇＧ类风湿因子吸收剂处理），１００微升／

孔，３７℃孵育６０ｍｉｎ；洗涤；（４）加酶标二抗：将酶标二抗分别

稀释至１∶１０００、１∶２０００、１∶３０００、１∶４０００、１∶５０００、

１∶６０００，加入上述反应孔中，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤；（５）底

物显色：于各反应孔中加入底物缓冲液、底物液各５０μＬ，３７℃

孵育１５ｍｉｎ；（６）终止反应：于各反应孔中加入终止液５０μＬ；

（７）Ａ４５０／６３０值测定，由阳性／阴性（Ｐ／Ｎ）值选择最佳抗原包

被浓度和酶标二抗的最佳工作浓度。

１．３．２　重组蛋白 ＨＰＶＢ１９ＶＰ１包被方式的确定　将重组

ＨＰＶＢ１９ＶＰ１蛋白用包被缓冲液稀释至最佳浓度后，分别采

用３７℃孵育６０、１２０、１８０ｍｉｎ和２～８℃过夜包被处理，进行
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试验，根据结果计算Ｐ／Ｎ值，选择最佳包被条件。

１．３．３　ＩｇＧ类风湿因子吸收剂使用量的确定　按上步试验确

定的抗原包被浓度及酶标记物浓度，ＩｇＧ类风湿因子按不同比

例使用，选择合适的ＩｇＧ类风湿因子吸收剂使用量以及ＩｇＧ

类风湿因子吸收剂的最适作用时间和最适反应温度。

１．３．４　酶标二抗最佳工作时间的确定　将酶标二抗稀释至最

佳工作浓度后，每孔加入１００μＬ，于３７℃分别孵育１０、２０、３０、

４０、５０、６０ｍｉｎ，每个反应重复２次。其他条件及操作方法相

同，进行试验。

１．３．５　底物显色时间的确定　按已确定的包被浓度、酶标记

物浓度及酶标记物反应时间；控制底物显色时间分别为３０、

２５、２０、１５、１０、５ｍｉｎ，选择适当的底物显色时间。

１．３．６　临界值的确定　用建立的间接ＥＬＩＳＡ方法检测５００

份 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ阴性血清，对 Ａ４５０／６３０值进行频数分布分

析，确定阴性均值（狓）和标准差（狊），以（狓＋２狊）计算临界值。

１．４　间接ＥＬＩＳＡ检测方法性能评价　（１）敏感性试验：将５

份 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ 阳性血清和１份阴性血清分别作１∶１００、

１∶２００、１∶４００、１∶６００、１∶８００、１∶１０００稀释，用已建立的

ＥＬＩＳＡ方法检测。（２）重复性试验：对包括阴性血清在内的４

份样品进行３批批内和３次批间重复性试验，测定 Ａ４５０／６３０

值，计算每份血清Ａ４５０／６３０值的狓和狊，以确定批内和批间试

验的变异系数（犆犞）。（３）临床样品的检测：应用本试验建立的

间接ＥＬＩＳＡ检测方法检测１７００份健康献血者血清、１１５份孕

妇血清的 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ抗体，以对照试剂盒检测结果为参考

进行比较分析。

２　结　　果

２．１　最佳包被浓度和酶标二抗工作浓度的确定　选定阳性血

清的Ａ４５０／６３０值１．０左右，且Ｐ／Ｎ值最大反应孔的抗原及酶

标二抗的稀释倍数作为二者最佳的稀释倍数。故抗原稀释倍

数为１∶２０００和酶标二抗稀释倍数为１∶２０００时，阳性血清

Ａ４５０／６３０值较大（１．０３１），且Ｐ／Ｎ值最大（１９．４５３），因此抗原

最佳包被滴度为１∶２０００，而最佳酶标二抗工作滴度为

１∶２０００。见表１。

２．２　最佳包被条件的确定　以最佳包被浓度包被后，分别３７

℃包被６０、１２０、１８０ｍｉｎ和２～８℃包被过夜，包被后进行试

验，结果显示当包被条件为２～８℃过夜时Ｐ／Ｎ值最大，因此

确定最佳包被条件为２～８℃包被过夜。

２．３　ＩｇＧ类风湿因子吸收剂最佳使用量的确定　按照操作程

序，样品经ＩｇＧ类风湿因子吸收剂处理时，其阳性质控品的 Ａ

值明显下降，说明特异性ＩｇＧ存在会影响ＩｇＭ的测定，而加入

ＩｇＧ类风湿因子吸收剂可以去除特异性ＩｇＧ的干扰；当ＩｇＧ类

风湿因子吸收剂和样品的比例在１∶１时，其效果最佳。比例

为２∶１时，和比例为１∶１时效果一致。过少的使用量不能完

全去除特异性ＩｇＧ在ＩｇＭ 测定时的干扰，从而影响测定的效

果；相同使用比例下，室温处理３０ｍｉｎ与２～８℃过夜处理效

果一致，均可使用。综合考虑，样品最终稀释比例为１∶１０２，其

模式为：５００μＬ样品稀释液＋１０μＬ样品，取７５μＬ稀释后样

品＋７５μＬＩｇＧ类风湿因子吸收剂（１∶１），室温３０ｍｉｎ或２～８

℃过夜处理。见表２。

２．４　酶标二抗最佳工作时间的确定　从图１可知，酶标二抗

的作用时间为３０ｍｉｎ时，阳性血清Ａ４５０／６３０值较大（０．９９５），

且Ｐ／Ｎ值最大（１９．３２），因此选择３０ｍｉｎ为最佳酶标二抗作

用时间。见图１。

表１　重组蛋白抗原最佳包被浓度与酶标

　　二抗工作浓度的确定

酶标二抗滴度 血清
抗原稀释倍数

１０００ ２０００ ３０００ ４０００ ５０００ ６０００

１∶１０００ － ０．０５７ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５７ ０．０５７ ０．０５６

＋ １．０４１ １．０３５ １．０３５ １．０３２ １．０２２ ０．８９３

Ｐ／Ｎ １８．２６３ １８．４８２ １８．１５８ １８．１０５ １７．９３０ １５．９４６

１∶２０００ － ０．０５３ ０．０５３ ０．０５６ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６

＋ １．０３５ １．０３１ １．０２５ １．０１５ ０．９９５ ０．８２３

Ｐ／Ｎ １９．５２８ １９．４５３ １８．３０４ １８．１２５ １７．４５６ １４．６９６

１∶３０００ － ０．０５７ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６

＋ ０．９３１ ０．９０３ ０．８６３ ０．８０７ ０．７８４ ０．７２６

Ｐ／Ｎ １６．３３３ １６．１２５ １５．１４０ １４．４１１ １３．７５４ １２．９６４

１∶４０００ － ０．０５３ ０．０５３ ０．０５６ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６

＋ ０．８９８ ０．８１５ ０．７６５ ０．６９８ ０．６２１ ０．５６３

Ｐ／Ｎ １６．９４３ １５．３７７ １３．６６１ １２．４６４ １０．８９５ １０．０５４

１∶５０００ － ０．０５６ ０．０５３ ０．０５７ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６

＋ ０．８１７ ０．７８４ ０．７１６ ０．６５１ ０．５９８ ０．４６５

Ｐ／Ｎ １４．５８９ １４．７９２ １２．５６１ １１．６２５ １０．４９１ ８．３０４

１∶６０００ － ０．０５３ ０．０５６ ０．０５６ ０．０５６ ０．０５７ ０．０５６

＋ ０．７０６ ０．６１３ ０．５３２ ０．４５６ ０．３２１ ０．２６１

Ｐ／Ｎ １３．３２１ １０．９４６ ９．５００ ８．１４３ ５．６３２ ４．６６１

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

表２　ＩｇＧ类风湿因子吸收剂最佳使用量的确定

血清 ２∶１ １∶１ １∶２ １∶３ 未加吸附剂

Ｐ１ １．２６４ １．３９５ １．７９６ １．８５８ ２．０２３

Ｐ２ ０．５１７ ０．５２８ ０．８０７ １．０７４ １．１８６

Ｐ３ １．１０９ １．１２５ １．２１９ １．４１２ １．５４０

Ｎ１ ０．００８ ０．００７ ０．００５ ０．０１５ ０．０１６

Ｎ２ ０．０３１ ０．０３２ ０．０７５ ０．０９７ ０．１４６

图１　不同酶标二抗作用时间时样品的Ａ４５０／６３０值

２．５　底物显色时间的确定　酶标二抗作用完成后，加入底物

液、底物缓冲液显色，在３７℃下分别孵育５、１０、１５、２０、２５、３０

ｍｉｎ，加入２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４ 溶液终止反应后测定Ａ４５０／６３０值，

从图２可见显色１５ｍｉｎ时Ｐ／Ｎ值最高，可作为最佳显色时间。

见图２。
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图２　不同底物和底物缓冲液作用时间时样品的

Ａ４５０／６３０值

２．６　临界值的确定　对５００份 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ 阴性血清的

Ａ４５０／６３０值进行频数分布分析，其狓为０．１０８，狊为０．０６７，临

界值为０．２５。

２．７　敏感性试验　检测 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ 阳性血清，当血清

１∶６００稀释时，检测结果仍为阳性，所建立的方法具有较好的

敏感性。

２．８　重复性试验　批内犆犞均值为３．９２％，批间犆犞均值为

４．６２％，显示重复性良好，见表３。

表３　重复性试验结果

血清
批内重复性试验

狓 狊 犆犞（％）

批间重复性试验

狓 狊 犆犞（％）

１ ０．０６５０．００４２ ６．４６ ０．０６７０．００４５ ６．７２

２ ０．３１９０．０１４０ ４．３９ ０．３２７０．０１８０ ５．５０

３ ０．６５８０．０２１０ ３．１９ ０．６６３０．０２４０ ３．６２

４ １．２０６０．０１９６ １．６３ １．２１３０．０３２０ ２．６４

２．９　临床样品检测　用本试验建立的ＥＬＩＳＡ方法对１７００

份健康献血者血清进行 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ抗体检测，检测结果为

阳性的血清２７份，阳性率为１．５９％；与对照试剂检测结果比

较分析，灵敏度为８４．６０％，特异性为９９．７０％；符合率为

９９．４７％。对１１５份孕妇血清ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ抗体检测，检测结

果为阳性的血清１４份，阳性率１２．１７％；与对照试剂检测结果

比较分析，灵敏度为８４．６２％，特异性为９７．０６％；符合率为

９５．６５％，见表４、５。

表４　１７００份健康献血者血清Ｂ１９ＩｇＭ的比较（狀）

丽珠试剂
对照试剂

阳性 阴性
合计

阳性 ２２ ５ ２７

阴性 ４ １６６９ １６７３

合计 ２６ １６７４ １７００

表５　１１５份孕妇血清Ｂ１９ＩｇＭ的比较（狀）

丽珠试剂
对照试剂

阳性 阴性
合计

阳性 １１ ３ １４

阴性 ２ ９９ １０１

合计 １３ １０２ １１５

３　讨　　论

Ｂ１９病毒是一类无包膜的单链线状ＤＮＡ病毒，其基因组

包含５５９６个核苷酸，有两个大的开放阅读框，左侧编码 ＮＳ１

非结构蛋白（７７×１０３），右侧编码 ＶＰ１（８４×１０３）和 ＶＰ２（５８×

１０３）两个主要的衣壳蛋白，ＶＰ１和 ＶＰ２组成衣壳包裹在Ｂ１９

病毒ＤＮＡ表面，构成Ｂ１９病毒的抗原性，其中９６％由ＶＰ２组

成，ＶＰ１仅占４％，Ｂ１９病毒的主要抗原表位位于 ＶＰ１独特区

和ＶＰ１ＶＰ２链接区
［４５］。虽然ＶＰ１的量比ＶＰ２少，但ＶＰ１大

部分片段延伸并暴露在病毒表面，因此更容易与抗体结合，是

主要的抗原。ＶＰ１独特区能刺激机体产生中和性抗体，成为

诊断试剂和疫苗研究的首选区段［６７］。

本文选用纯化的重组Ｂ１９病毒 ＶＰ１蛋白，建立了 ＨＰＶ

Ｂ１９ＩｇＭ间接ＥＬＩＳＡ检测方法，对１７００份健康献血者血清进

行 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ抗体检测，检测结果为阳性的血清２７份，阳

性率为１．５９％。与德国维润赛润研发有限公司生产的 ＨＰＶ

Ｂ１９ＩｇＭ ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 进 行 平 行 比 较 分 析，灵 敏 度 为

８４．６０％，特异性为９９．７０％，符合率为９９．４７％。对１１５份孕

妇血清 ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ抗体检测，检测阳性血清１４份，阳性率

１２．１７％，两种方法有较好的一致性。但其敏感性和特异性稍

低，这可能与所用的原核细胞表达系统表达的 ＶＰ１蛋白空间

构象与实际有差异，影响表达蛋白的生物活性。

国外研究报道，Ｂ１９病毒可通过胎盘垂直传播，可引起孕

妇流产、死胎、胎儿非免疫性水肿等症状。在Ｂ１９病毒感染的

流行期，３％～８％的孕妇存在急性感染，胎盘垂直传播率达

３３％～５１％，在受感染的孕妇中约５％～１６％胎儿发病或死

亡［８］。国内也有研究报道，在对孕早期妇女血清中Ｂ１９病毒

特异性ＩｇＭ抗体的筛查发现，ＨＰＶＢ１９ＩｇＭ 阳性率为８．１％，

明显高于ＴＯＲＣＨ其他几项病原体的感染率
［９］。因此在孕妇

及待孕的妇女中开展Ｂ１９病毒检测，对于提高妊娠质量具有

重要意义。Ｂ１９病毒可通过血液制品传播，且难以灭活，使得

经过分离处理的血浆制品仍可能遭受污染，有５％～１５％的血

浆池不能使用，造成损失，因此在献血者中开展Ｂ１９病毒检

测，对提高血液制品的质量及提高临床输血的安全性意义

重大。
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血活化的间接标志［４］。ＤＤ是交联纤维蛋白的降解产物，ＤＤ

的增加对凝血酶有抑制作用，可导致ＴＴ延长，血浆ＤＤ升高

可见于肿瘤患者。纤维蛋白交联后构成恶性肿瘤细胞的保护

层，可形成肿瘤细胞的内源性防护机制，促进血管再生，肿瘤浸

润和转移［５］。在本研究中，ＭＰＣ患者的ＦＩＢ与ＤＤ水平分别

为（５．０６±１．３０）ｇ／Ｌ、（３．４５±２．７８）μｇ／Ｌ，其结果明显高于其

他两组，提示 ＤＤ与ＦＩＢ水平的增加对 ＭＰＣ有一定的提示

作用。

ＮＬＲ参数反映体内系统性炎症及患者的营养状态
［６］，可

以预测肿瘤患者的生存时间和预后情况［７］。本研究结果显示，

ＭＰＣ患者ＮＬＲ明显增高，说明 ＮＬＲ对ＰＣ癌患者的转移情

况有一定的提示作用。另外，大部分 ＭＰＣ患者的ＣＲＰ增高，

可能提示此部分患者存在肿瘤炎性反应及不良预后，但此结论

尚有待扩大病例观察验证。本研究为横断面研究，进行连续性

纵向研究可能会更好地评价ＮＬＲ对ＰＣ诊断的临床价值。另

外，在其他肿瘤研究的最新报道中（如肝癌、胃癌、肺癌等），

ＮＬＲ被用于肿瘤转移与患者生存质量与预后的判断
［８１０］，佐

证了本研究选用ＮＬＲ用于 ＭＰＣ判断的可行性。

在本研究组中，ＭＰＣ患者较多，选用了 ＡＫＰ指标进行研

究。Ｍｏｓｌｅｈｉ等
［１１］认为使用血浆 ＡＫＰ联合ＰＳＡ可以提高ＰＣ

患者骨转移的诊断率。在本研究中 ＭＰＣ患者的ＡＫＰ与ＰＳＡ

明显高于ＢＰＨ、ＰＣ患者，与以往的报道一致
［１２］。

总之，本研究通过比较ＢＰＨ、ＰＣ、ＭＰＣ患者的凝血参数、

血细胞指标和生化免疫项目的水平差异，认为此３类指标联合

检测对 ＭＰＣ患者的诊断有一定的临床价值。
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