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抗巨细胞病毒ｐｐ６５抗原单克隆抗体的制备及临床

初步比对检测

陈兰兰，崔京涛，倪安平△，闫文娟（中国医学科学院北京协和医院检验科，北京　１００７３０）

　　【摘要】　目的　制备抗巨细胞病毒ｐｐ６５单克隆抗体并建立外周血巨细胞病毒抗原血症免疫荧光检测方法。

方法　ＣＭＶＡＤ１６９感染人胚胎肺成纤维细胞 ＭＲＣ５后２４、４８、７２ｈ，超声波破碎和甲醛灭活制备ＣＭＶ抗原，以及

ＣＭＶｐｐ６５重组抗原免疫ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，标准方法制备抗巨细胞病毒ｐｐ６５单克隆抗体。利用所得单克隆抗体建立

检测外周血巨细胞病毒抗原血症检测的实验方法，并与进口试剂盒ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ进行比对。结果　共有两株

杂交瘤细胞产生特异性抗体，克隆名称为１３Ｄ１３和２９Ｆ１１，免疫球蛋白亚型分别是ＩｇＧ１型和ＩｇＧ２ａ型，制备的腹

水抗体纯化后仍具有良好的免疫学特性。单克隆抗体１３Ｄ１３与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ试剂盒比对，阳性符合率为

８８．８％，阴性符合率为９８．９％，总符合率为９７．３％，Ｋａｐｐａ值为０．８９５，吻合度较高。结论　成功制备抗巨细胞病毒

ｐｐ６５单克隆抗体，建立以１３Ｄ１３单克隆抗体为基础的检测外周血巨细胞病毒抗原血症方法，与ＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭ Ｋｉｔ

试剂盒比对具有良好的符合性。

【关键词】　巨细胞病毒；　单克隆抗体；　抗原血症

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１４．２３．０１５ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１４）２３３２６９０３

犜犺犲狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅犳犿狅狀狅犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱犻犲狊犪犵犪犻狀狊狋狋犺犲犆犕犞狆狆６５犪狀狋犻犵犲狀犪狀犱狆狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔犮犾犻狀犻犮犪犾犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狋犲狊狋　

犆犎犈犖犔犪狀犾犪狀，犆犝犐犑犻狀犵狋犪狅，犖犐犃狀狆犻狀犵△，犢犃犖 犠犲狀犼狌犪狀 （犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉犻犲狊，犆犺犻狀犲狊犲犃

犮犪犱犲犿狔狅犳犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊犪狀犱犘犲犽犻狀犵犝狀犻狅狀犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犅犲犻犼犻狀犵１００７３０，犆犺犻狀犪）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｐｒｅｐａｒｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（ＭｃＡｂｓ）ａｇａｉｎｓｔｔｈｅＣＭＶｐｐ６５ａｎｔｉｇｅｎ，ａｎｄｅｓｔａｂ

ｌｉｓｈｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＭＶａｎｔｉｇｅｎｅｍｉａｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ．犕犲狋犺狅犱狊　２４，４８，

７２ｈａｆｔｅｒＣＭＶＡＤ１６９ｉｎｆｅｃｔｅｄｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ（ＭＲＣ５），ＣＭＶａｎｔｉｇｅｎｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｔｈｒｏｕｇｈｕｌ

ｔｒａｓｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄｆｏｒｍａｌｉｎｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ＢＡＬＢ／ＣｍｉｃｅｗｅｒｅｉｍｍｕｎｏｎｉｚｅｄｂｙｔｈｅＣＭＶｐｐ６５ａｎｔｉｇｅｎｓ，ａｎｄ

ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｔｈｅＣＭＶｐｐ６５ａｎｔｉｇｅｎ．Ｔｈｅｐｒｅｐａｒｅｄｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＭＶａｎｔｉｇｅｎｅｍｉａｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ

ｂｌｏｏｄｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｔｏＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭｋｉｔ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｒｅｗａｓｔｗｏｈｙｂｒｉｄｏｍａ

ｃｅｌｌｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ａｎｄｎａｍｅｄ１３Ｄ１３ａｎｄ２９Ｆ１１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓｕｂ

ｔｙｐｅｓｗｅｒｅＩｇＧ１ａｎｄＩｇＧ２ａ．Ａｆｔｅｒｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｏｆａｓｃｉｔｅｓｆｌｕｉｄａｌｓｏｈａｄｇｏｏｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ１３Ｄ１３ｗｉｔｈＣＭＶ Ｂｒｉｔｅ
ＴＭ ｋｉｔ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｗａｓ

８８．８％，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｗａｓ９８．９％ａｎｄｔｈｅｔｏｔａｌｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｗａｓ９７．３％（ｋａｐｐａ＝０．８９５），ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｈｉｇｈｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｍｉｇｈｔｈａｖｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｒｏｄｕｃｅｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｔｈｅＣＭＶ

ｐｐ６５ａｎｔｉｇｅｎａｎｄｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｍｍｕｍｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＭＶａｎｔｉｇｅｎｅｍｉａｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｌｅｕ

ｋｏｃｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｉｎｄｉｃａｔｅｈｉｇｈｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭｋｉｔ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｃｙｔｏｍｅｇａｏｖｉｒｕｓ；　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ；　ａｎｔｉｇｅｎｅｍｉａ

　　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ／ＣＭＶ）在患者体内的活动性复制

会影响患者基础疾病的疗效及预后，可能诱导或加重自身免疫

疾病，甚至威胁患者生命［１３］。因此早期诊断、及时治疗可有效

预防ＣＭＶ病的发生，改善基础疾病的预后。Ｖａｎｄｅｒ等在

１９８８年报道采用单克隆抗体检测外周血白细胞核内巨细胞病

毒低基质结构磷蛋白抗原（ＣＭＶｐｐ６５抗原）。ＣＭＶｐｐ６５抗

原血症仍是目前公认的ＣＭＶ活动性感染早期、快速诊断指

标，该指标的诊断敏感性高于病毒培养，且与ＣＭＶＤＮＡ核酸

检测具有相同的敏感性［４］。但目前国内ＣＭＶｐｐ６５抗原检测

试剂几乎均为进口，价格昂贵。本文利用ＣＭＶ抗原免疫小

鼠，制备抗ＣＭＶｐｐ６５的单克隆抗体，建立外周血检测方法，

并与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ比对，结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　ＣＭＶＡＤ１６９毒株来自国家疾病预防控制

中心；人胚肺成纤维细胞（ＭＲＣ５），即ＡＴＣＣＣＣＬ１７１，购自美

国标准生物品收藏中心（ＡＴＣＣ）；小鼠骨髓瘤细胞（ＮＳ１细

胞）来自英国南安普敦大学医学院微生物系；ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／Ｃ

小鼠由北京协和医院动物实验中心外购并寄养；ＤＭＥＭ 培养

基和ＲＰＭＩ１６４０培养基购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；胎牛血清为 Ｈｙ

Ｃｌｏｎｅ公司产品；融合剂ＰＥＧ４０００、ＨＡＴ培养基添加物、ＦＩＴＣ

标记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体、鼠类单克隆抗体免疫球蛋白亚型鉴定

试剂盒、非离子去污剂ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０、Ｌｏｗｒｙ法蛋白浓度检

测酚试剂、完全和不完全福氏佐剂、降植烷均购自Ｓｉｇｍａ公司；

重组ＣＭＶｐｐ６５抗原购自杭州启泰生物技术有限公司；ＣＭＶ

·９６２３·检验医学与临床２０１４年１２月第１１卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．２３



ｐｐ６５抗原血症检测试剂盒ＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭ Ｋｉｔ系荷兰ＩＱ公司产

品；蛋白Ｇ亲和层析柱购自ＧＥｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　巨细胞病毒抗原　（１）巨细胞病毒包涵体抗原片：

ＣＭＶＡＤ１６９感染 ＭＲＣ５单层细胞，２４、４８、７２ｈ后０．０５％ 胰

酶消化，０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤再悬浮，约１０μＬ

每孔滴于２８孔载玻片，自然晾干后冷丙酮固定１０ｍｉｎ，然后经

０．５％ 非离子型去污剂ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０透化处理１０ｍｉｎ
［５］；

０．５％牛血清清蛋白（ＢＳＡ）、０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ封闭５ｍｉｎ，用

ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ接免疫荧光法染色，确定再悬浮细胞中含有

ＣＭＶｐｐ６５抗原。此法制作的抗原片经铝箔纸封口，保存

于－２０℃，作为ＩＦＡ法筛选单抗的检测抗原。（２）巨细胞病毒

可溶性抗原：将ＣＭＶＡＤ１６９感染 ＭＲＣ５２４、４８、７２ｈ包涵体

细胞经０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤、再悬浮后，超声波破碎，制备含

有ＣＭＶｐｐ６５的可溶性抗原溶液，Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白含量测

定，甲醛固定后保存于２～８℃，作为单抗制备小鼠免疫抗原或

酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法单抗筛查的包被抗原。（３）重组

ＣＭＶｐｐ６５抗原：５ｍｇ／ｍＬ，作为小鼠免疫抗原或ＥＬＩＳＡ单抗

筛查的包被抗原。

１．２．２　单克隆抗体制备　采用经典单克隆抗体制备技术进行

抗巨细胞病毒ｐｐ６５抗原单克隆抗体的制备
［６］，主要步骤包括：

动物免疫，ＣＭＶ可溶性抗原以及ＣＭＶｐｐ６５重组抗原分别免

疫６～７周龄的ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，初次免疫剂量每只６０～８０μｇ，

与等量完全福氏佐剂混合；加强免疫剂量每只５０μｇ，与等量

不完全福氏佐剂混合；细胞融合，小鼠脾细胞与小鼠骨髓瘤细

胞ＮＳ１以１∶１的比例在ＰＥＧ４０００条件下融合，于含有ＨＡＴ

的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养；杂交瘤细胞筛选，ＥＬＩＳＡ、间接免

疫荧光法（ＩＦＡ）进行特异性抗体检测，阳性杂交瘤细胞经单细

胞分离培养后，反复检测均为阳性的杂交瘤细胞，进行有限稀

释法克隆化培养并及时冻存于－１９６℃液氮中。

１．２．３　单克隆抗体腹水制备及纯化　杂交瘤细胞注射前２周

将降植烷注射于ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠腹腔，每只０．４ｍＬ，杂交瘤细

胞注入小鼠腹腔，剂量约１０７ 杂交瘤细胞／只，３～４周后抽取

小鼠腹水，蛋白Ｇ亲和层析进行纯化，测定抗体滴度。

１．２．４　外周血白细胞ＣＭＶｐｐ６５抗原血症检测及临床比对

试验　以自制ＣＭＶｐｐ６５单克隆抗体与ＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭ Ｋｉｔ平

行检测外周血白细胞ＣＭＶｐｐ６５抗原血症。ＣＭＶＢｒｉｔｅ
ＴＭ Ｋｉｔ

操作见文献［７］。即外周乙二胺四乙酸三钾（ＥＤＴＡＫ３）抗凝

血标本白细胞分离使用６％右旋糖酐富集和０．８３％ ＮＨ４Ｃｌ溶

血素溶血。Ｔｈｅｒｍｏ公司ｃｙｔｏｓｐｉｎ４型离心涂片机制备白细胞

涂片。在经固定、透化处理后，试剂盒内抗 ＣＭＶｐｐ６５单抗

Ｃ１０／Ｃ１１（一抗）和兔抗鼠荧光抗体（二抗）以间接荧光法检测

ＣＭＶｐｐ６５抗原血症。本实验制备的抗ＣＭＶｐｐ６５单抗同样

使用间接荧光法检测。即３％ 甲醛固定１０ｍｉｎ后的白细胞涂

片，０．５％ ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０透化处理１０ｍｉｎ，０．５％ ＢＳＡ、

０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ封闭５ｍｉｎ，一抗为杂交瘤细胞培养上清液／

腹水，二抗为ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ抗体。ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１

型荧光显微镜下观察结果。阳性染色位于白细胞细胞核，呈苹

果绿色荧光，形态呈分叶核状或单个核。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计学软件进行统计学分

析；计数资料采用百分率表示，组间配对比较采用 ＭｃＮｅｍａｒ

检验；不同方法学检测结果一致性分析采用 Ｋａｐｐａ检验；以

α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　单克隆抗体筛选　ＣＭＶ感染 ＭＲＣ５单层细胞后２４、

４８、７２ｈ甲醛灭活的可溶性抗原以及ＣＭＶｐｐ６５重组抗原分

别免疫多批次ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠，并进行多次融合，经ＥＬＩＳＡ和

ＩＦＡ筛选检测，最终获得２株抗ＣＭＶｐｐ６５抗原的杂交瘤细胞

株，克隆株分别为２９Ｆ１１和１３Ｄ１３，这２株单克隆抗体均来自

ＣＭＶ感染２４ｈ后可溶性抗原免疫的小鼠。与ＣＭＶＡＤ１６９

的反应见图１。

　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ为感染ＣＭＶＡＤ１６９２４ｈ的 ＭＲＣ５细胞抗原片，Ｄ为

正常 ＭＲＣ５细胞。Ａ为ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭＫｉｔ试剂盒染色结果，Ｂ的一抗

为２９Ｆ１１杂交瘤细胞培养液，Ｃ和Ｄ的一抗为１３Ｄ１３杂交瘤细胞培

养液，Ｂ、Ｃ、Ｄ的二抗均为ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ。

图１　间接免疫荧光检测结果（×４００）

２．２　单克隆抗体免疫球蛋白亚型确定　按照小鼠免疫球蛋白

亚型鉴定试剂盒说明书进行亚型鉴定，１３Ｄ１３克隆株分泌的

单抗为ＩｇＧ１型，２９Ｆ１１单抗为ＩｇＧ２ａ型。

２．３　抗体交叉反应鉴定　ＥＬＩＳＡ和ＩＦＡ法检测，１３Ｄ１３和

２９Ｆ１１两株单克隆抗体与单纯疱疹病毒Ⅰ型（ＨＳＶ１）、Ⅱ型

（ＨＳＶ２）、水痘－带状疱疹病毒（ＶＺＶ），正常 ＭＲＣ５、绿猴肾

细胞（ＢＧＭＫ）均无交叉反应。

２．４　单克隆抗体滴度测定　ＩＦＡ法测定杂交瘤细胞诱导的小

鼠腹水抗体滴度，１３Ｄ１３抗体滴度１∶２５００，２９Ｆ１１抗体滴度

达１∶１０００，镜下结果见图２。

２．５　检测外周血ＣＭＶｐｐ６５抗原血症实验方法建立　间接

荧光法检测外周血ＣＭＶｐｐ６５抗原血症，经反复多次试验，确

定外周血白细胞涂片后甲醛固定浓度为３％，固定时间１０

ｍｉｎ；透化处理ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０浓度０．５％，处理时间１０ｍｉｎ；

封闭剂ＢＳＡ浓度０．５％，封闭时间５ｍｉｎ。上述条件下本实验

制备的单抗与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭＫｉｔ进口试剂盒检测结果没有差

异，见图３。

２．６　制备单克隆抗体与进口试剂的比对结果　在小样本的比

对预试验中，克隆２９Ｆ１１抗体荧光染色较弱，与克隆１３Ｄ１３

抗体混合后未增加荧光染色的强度，故最终选择１３Ｄ１３抗体

与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭＫｉｔ进口试剂盒中的Ｃ１０／Ｃ１１混合抗体进行

平行检测。共１０３９份临床标本，两种方法同时阳性１４３份，

同时阴性８６８份，１３Ｄ１３单独阳性１０份，Ｃ１０／Ｃ１１单独阳性

１８份。与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ进口试剂盒中的Ｃ１０／Ｃ１１混合抗

体比较，１３Ｄ１３抗体的阳性符合率为８８．８％，阴性符合率为

９８．９％，总符合率为９７．３％。ＭｃＮｅｍａｒ检验结果犘＝０．１８５，
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两种方法诊断结果差异无统计学意义；Ｋａｐｐａ＝０．８９５，两种方

法的吻合度较强。

　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ所用一抗为纯化１３Ｄ１３单克隆抗体，稀释度分别为

１∶１０、１∶２５００、１∶５０００；Ｄ、Ｅ、Ｆ所用一抗为纯化２９Ｆ１１，稀释度分

别为１∶１０、１∶１０００、１∶２０００。２Ａ～Ｆ所用二抗均为ＦＩＴＣ标记的

羊抗鼠ＩｇＧ。

图２　感染ＣＭＶＡＤ１６９２４ｈ的 ＭＲＣ５细胞抗原片（×４００）

　　注：Ａ、Ｂ所用抗原片为ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭＫｉｔ自带的阳性对照片，Ｃ、Ｄ

为同一患者外周血白细胞，Ａ、Ｃ所用一抗和二抗均来自ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ

Ｋｉｔ，Ｂ、Ｄ所用一抗均为１３Ｄ１３单抗，二抗为ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ。

图３　自建方法与进口试剂的ＩＦＡ比对结果（×４００）

３　讨　　论

ＣＭＶ属于疱疹病毒科β亚科，正式名称为人类疱疹病毒

５型。正 常 成 人 ＣＭＶ 自 然 感 染 率 高，约 为 ９１．４％ ～

９７．８％
［８９］；多以无症状的潜伏感染为主，当机体免疫力降低

时，ＣＭＶ活动性激活复制，引起临床不良后果
［１］。以往以检测

ＣＭＶＩｇＭ诊断ＣＭＶ活动性感染，但由于阳性率低，不适合作

为早期诊断的指标［１０］。以荧光定量ＰＣＲ为基础的ＣＭＶ核酸

定量检测，灵敏度高，重复性好，但对仪器设备及人员技术要求

较高，广泛应用受到限制。

ＣＭＶｐｐ６５是由ＣＭＶＵＬ８３基因编码的早期即刻蛋白

（ｉｍｍｅｄｉａｔｅｅａｒｌｙａｎｔｉｇｅｎ），位于衣壳和包膜之间，由５６１个氨

基酸构成，相对分子质量约６５×１０３；是病毒在受感染细胞（如

内皮细胞）内活动性复制时合成量最多的病毒蛋白，并通过细

胞的短暂微融合将ＣＭＶｐｐ６５传递给外周血白细胞（ＰＢＬ）并

输入核内，出现巨细胞病毒ｐｐ６５抗原血症。作为体内ＣＭＶ

活动性病毒复制的早期标志，检出ＣＭＶｐｐ６５抗原可有助于

早期诊断ＣＭＶ活动性感染
［１１］。与ＣＭＶＤＮＡ血症检测相

比，在诊断ＣＭＶ活动性感染的发生发展方面，ＣＭＶｐｐ６５抗

原血症更具有特异性［１２］；而且定期监测ＣＭＶｐｐ６５抗原血症

可有效指导先驱治疗（ｐｒｅｅｍｐｔｉｖｅｔｈｅｒａｐｙ）方案中抗病毒药物

使用［１３］。利用流式细胞术对外周血有核细胞ＣＭＶｐｐ６５抗原

的检测还能对ＣＭＶ感染的细胞群进行分析，有助于了解疾病

病程及判断预后［１４］。虽然ＣＭＶｐｐ６５抗原检测由原来的酶标

记二抗发展到现在的荧光素标记二抗，但仍然是以单克隆抗体

检测为前提。

本实验所得１３Ｄ１３和２９Ｆ１１两种单克隆抗体与 ＨＳＶ１

型、ＨＳＶ２型以及ＶＺＶ等其他临床常见的疱疹病毒科病毒均

无交叉反应，特异性好。１３Ｄ１３抗体与ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ进口

试剂盒中的Ｃ１０／Ｃ１１混合抗体平行检测临床外周血标本，初

步比对结果显示，阳性符合率达 ８８．８％，阴性符合率达

９８．９％，总符合率达９７．３％，敏感性较理想。

在ＣＭＶＢｒｉｔｅＴＭ Ｋｉｔ中的Ｃ１０／Ｃ１１混合抗体检测阳性而

自制１３Ｄ１３单克隆抗体检测阴性的１８份标本，有５份标本

ＣＭＶｐｐ６５抗原阳性细胞分别为（１５、８、３０、１１、２３／２）×１０
５

ＷＢＣ。由于患者的送检外周血血量少，因此在保证进口试剂

盒检测用ＰＢＬ足量前提下，用于１３Ｄ１３单克隆抗体检测的

ＰＢＬ较少，可能是自制抗体出现假阴性结果的原因；其余１３份

标本的ＣＭＶｐｐ６５抗原阳性细胞数均值是１．７／２×１０
５ ＷＢＣ。

而Ｃ１０／Ｃ１１混合抗体检测阴性而自制１３Ｄ１３单克隆抗体检

测阳性的１０份标本，ＣＭＶｐｐ６５抗原阳性细胞数均值是

３．３／２×１０５ ＷＢＣ。在未知原因的这２３份结果不符标本中，阳

性细胞数量均较少，与ＰＢＬ离心甩片、固定、透化处理等操作

过程未能完全同时同步进行或荧光镜下读片者的主观原因等

造成假阴性或假阳性结果相关。

因此，本实验成功以自制抗抗体和自选试剂建立了检测外

周血白细胞ＣＭＶｐｐ６５抗原血症的实验方法，主要检测流程

如下：提取外周血白细胞后，以３％甲醛浓度固定细胞１０ｍｉｎ，

以０．５％ＩＧＥＰＡＬＣＡ６３０透化处理１０ｍｉｎ，０．５％ ＢＳＡ、０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ封闭５ｍｉｎ，以１３Ｄ１３杂交瘤细胞所产抗体为一

抗，３７℃湿盒孵育３０ｍｉｎ，以ＦＩＴＣ标记的羊抗鼠ＩｇＧ为二抗，

３７℃湿盒再次孵育３０ｍｉｎ。所自制的单克隆抗体与进口试剂

盒检测的一致性较高（Ｋａｐｐａ值为０．８９５），值得进一步研究。
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种菌以上的混合感染可以很好的辨别、不易漏检。并且ＣＰＳ４

显色培养基能抑制变形杆菌的迁徙生长，有利于混合菌的分

离。实验中发现用ＣＰＳ４显色培养基分离混合感染菌３３株，

传统分离方法有４株漏检。

与传统的分离鉴定方法相比，ＣＰＳ４显色培养基仍存在不

足之处。本研究发现，用ＣＰＳ４显色培养基检测，其中有５株

大肠埃希菌、１株肠球菌未被检出；可能是这些菌株产生的β

葡萄醛酸糖苷酶和（或）β半乳糖苷酶含量较少或活性较弱，不

足以游离出足够的产色基团而使菌落显色，亦可能是这些菌株

在此次ＣＰＳ４显色培养基中产生影响β葡萄醛酸糖苷酶活性

的物质，从而干扰显色效果［９］。此外，弧菌属细菌由于对盐的

特别需求在此培养基上几乎不生长；实验中发现有２株棒状杆

菌、１株丹毒丝菌不生长；某些真菌生长慢。上述现象可能与

细菌所需营养和生长速度不同，或培养基中加入的抑菌剂成分

及浓度有关［１０］。

综上所述，用ＣＰＳ４显色培养基做尿道病原菌的分离和鉴

定，省去了对菌株进行纯培养的步骤，直接根据菌落颜色就可

以做出初步判断，可简化鉴定程序，提高检测效率，有助于泌尿

道感染的快速诊断，值得临床推广。
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