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目的
!

建立脑心肌炎病毒"

(!)*

$免疫球蛋白
!

"

+

,

!

$捕获酶联免疫吸附试验"

(-+./

$检测方法!

用于感染
(!)*

血清学早期诊断%方法
!

用抗人
+

,

!

"

!

链$单抗进行包被!辣根过氧化物酶"

012

$标记的
(!)*

为酶标抗原!初步建立
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

#对建立的方法进行条件优化及特异性&精密性&稳定性等验证%

结果
!

建立的
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

检测方法抗体包被浓度为
"

!

,

'

3-

!

(!)*4012

工作浓度和反应时间分别

为
"56''

和
67389

!封闭液为
"':

马血清时该法检测效果可达最佳!

&

批试剂批内及批间变异系数均小于
7:

!且

特异性&精密性及稳定性较好%结论
!

建立的
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

法特异&精密且稳定!可用于人感染
(!)*

的早期检查!为
(!)*

的诊断奠定基础%
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脑心肌炎病毒$

(!)*

&是微
1S/

病毒科#心病毒属的唯

一成员#根据分离来源的不同#有时也称哥伦比亚
4.T

$

)>DL34

C8B4.T

&)小鼠脑脊髓炎病毒$

!(*

&)门哥$

!?9

,

>

&病毒*

"4#

+

,

"<67

年在美国佛罗里达州#从一只患急性致死性心肌炎的黑

猩猩体内#首次分离到
(!)*

#

"<7U

年在巴拿马首次证明导致

猪死亡的病原体是
(!)*

*

&4%

+

,随后陆续有报道#

(!)*

在世

界上很多国家爆发和流行*

U4<

+

,

(!)*

和其他部分小
1S/

病

毒有着类似的组装结构和抗逆的理化特性#病毒粒子呈圆形

状#直径为
#'

"

&'93

#无囊膜裸露的核衣壳#病毒粒子的衣壳

为对称结构的二十面体#衣壳内含一单股正链
1S/

#

&V

端有

G

>D

H

$

/

&尾#

7V

端没有帽子结构#该衣壳在
)@)D

中的浮密度为

"$&&

"

"$&6

,

"

F3

&

,本病毒在
7;W"E

能灭活#但对氯仿)乙

醚)乙醇等脂溶剂有很强的抵抗力,哺乳动物中以猪对
(!4

)*

的敏感性最强#感染后多出现致死性心肌炎和心肌周围炎

等#处于妊娠期的母猪大多出现死胎)弱胎)流产)木乃伊胎等

繁殖性障碍#其他的表象中#健康猪多呈隐性感染*

"'4"&

+

,据有

关报道#猪脑心肌炎发病高的地区#人感染
(!)*

也较高*

"6

+

,

灵长类动物中主要以人类为主#人类被
(!)*

感染后#大多出

现头痛)发热)精神萎靡)身体僵硬)呕吐等主要症状#有学者从

患者和其他正常人群血清中检测到
(!)*

抗体#并从患脑膜

炎和脑炎的儿童体内分离到
(!)*

#说明
(!)*

可感染人类

并可造成较为严重的损伤#这就要求在临床中务必做到早诊

断)早预防*

"7

+

,然而#现有针对
(!)*+

,

!

的检测只有中和

试验等一些传统方法#不仅耗时)费用高#而且结果准确度不

高#难以满足现代快速)准确)成本低的诊断要求,因此#建立

一种快速准确检测
(!)*+

,

!

抗体的方法在
(!)*

早期诊

断中尤为重要,利用抗人
!

链抗体捕获
(!)*+

,

!

#可以达

到早期血清学检测)免疫分析)抗原抗体相互作用检测等各种

-

<&"#

-

检验医学与临床
#'"7

年
U

月第
"#

卷第
"7

期
!

-BC!?J)D89

!

/L

,

L@A#'"7

!

*>D$"#

!

S>$"7

"

基金项目!国家自然科学基金项目$

&"";''&&

)

&"6;';;7

&%教育部.长江学者和创新团队发展计划/项目$

+1="&'<"

&,

!!

作者简介!张海霞#女#助教#硕士#主要从事分子病毒学方面的研究,

!

#

!

通讯作者#

(43B8D

!

3BME>9

,

I?9

#

QC3L$?JL$F9

,



试验目的#为
(!)*

的早期诊断和流行病学调查奠定基础,

$

!

材料与方法

$$$

!

材料来源
!

(!)*

$

*14"#<

株#

/=))

&抗原由西北民族

大学生物工程与技术国家民委重点实验室提供,

$$/

!

试剂
!

抗人
+

,

!

$

!

链&单抗购自美国
.8

,

3B

公司%辣根

过氧化物酶$

012

&购自华美生物工程公司%

$$'

!

(!)*

标酶
!

通过改良过碘酸法#将
012

标记于灭活

的
(!)*

#之后将标记混合物经硫酸铵盐析#

SB/)40/)

中

透析#柱层析$

.?

G

EBI>@?46XX

&#收集峰
"

#即为酶标记抗原

$

(!)*4012

&#经间接
(-+./

测定效价后#加入
7':

的丙三

醇#分装置于
Y#'W

冻存*

";4"%

+

,

$$1

!

人
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

的建立及条件优化

$$1$$

!

方法的建立
!

用
'$'73>D

"

-

的碳酸盐缓冲液$

)Z

&

$

G

0<$;

&

"5#''''

稀释抗人
+

,

!

$

!

链&单抗至
#$7'

!

,

"

3-

#

"''

微升"孔包被聚苯乙烯微量滴定板#

6W

过夜%

2Z.=

*

'$'"

3>D

"

-2Z.

$

G

0%$6

&#

'$'7:

$

K

"

K

&吐温
4#'

+洗涤
"

次#

"''

微

升"孔封闭液室温封闭过夜%甩尽)拍干后真空密封#

6W

保存

备用,检测时#加入
"''

微升"孔待检血清#

&%W

温育
"E

%磷

酸盐吐温缓冲液$

2Z.=

&洗涤
7

次#拍干后每孔加入
"''

!

-

"5U''

稀释的
(!)*4012

#

&%W

温育
"E

%

2Z.=

洗涤
7

次并

拍干#每孔加入
7'

!

-

显色液
/

*磷酸
4

柠檬酸缓冲液$

G

0

7$'

&#

'$":

$

K

"

K

&

0

#

[

#

$

&':

&+和
7'

!

-

显色液
Z

*柠檬酸
4

乙

酸钠缓冲液$

G

0#$'

&#

'$#7

,

"

-

四甲基联苯胺$

=!Z

&

40)D

#

"':

$

K

"

K

&丙三醇+#

&%W

温育
"7389

#终止#读取
67'

和
;&'

93

波长处样本吸光度$

/

&,计算每块板上阴性对照检测孔的

平均值及标准差#并以此结果进行
)LA4>OO

值计算,具体为

)LA4>OO

"

\)]#?

#

)LA4>OO

#

\)^#$"

%阳性!

/

$

)LA4>OO

#

%阴性!

/

%

)LA4>OO

"

%可疑!

)LA4>OO

"

%

/

%

)LA4>OO

#

,

$$1$/

!

阴阳性对照的确定
!

参考上述初步建立的
(!)*

+

,

!

捕获
(-+./

操作步骤#筛选出
(!)*+

,

!

阳性血清#阴

性血清%选取
/

值最高的阳性
&

份混合#选取
/

值最低阴性的

&

份混合#并
7;W

灭活
&'389

后分别用
'$##

!

3

的膜过滤#无

菌分装#置
YU'W

保存备用,

$$1$'

!

条件优化
!

$

"

&最佳包被浓度的确定,将抗人
+

,

!

$

!

链&单抗分别稀释至
U

)

6

)

#

)

"

)

'$7

)

'$#7

)

'$"#7

)

'$';#7

!

,

"

3-

进行包被#其余步骤参照
"$6$"

#根据结果确定最佳的包被

浓度,$

#

&最佳
(!)*4012

浓度的确定,

(!)*4012

的工

作浓度分别为
"57'

)

"5"''

)

"5#''

)

"56''

)

"5U''

)

"5";''

#其余步骤参照
"$6$"

#根据结果确定最佳的
(!)*4

012

浓度,$

&

&最佳酶标抗原反应时间的确定,加入的酶标

抗原反应时间分别为
"7

)

&'

)

67

)

;'

)

%7389

#其余步骤参照

"$6$"

#根据结果确定最佳酶标抗原反应时间,$

6

&最佳底物显

色的时间,加入底物显色时间分别为
"'

)

"7

)

#'

)

#7

)

&'

)

&7

389

#其余步骤参照
"$6$"

#根据结果确定最佳底物显色时间,

$

7

&最佳封闭液的选择,封闭液分别选用
2Z.=

)

"':

马血清)

"':

牛血清)

":

卵清蛋白)

#:

蛋白胨)

7:

脱脂奶粉#其余步骤

参照
"$6$"

#根据结果确定最佳封闭液,

$$2

!

精密性试验
!

选择
"

份
/

67'93

"

/

;&'93

值在
"$"

左右的阳

性对照血清进行精密性验证,抽取同一批试剂的
7

块包被板#

每板抽取
"

条#每条抽取
#

孔共
"'

孔#进行批内精密性试验%

抽取连续
&

批试剂按批内精密性试验抽样#共
&'

孔#进行批间

精密性试验#计算变异系数$

AM

&#分析批内和批间精密性,

$$)

!

特异性试验
!

用上述方法分别检测乙型肝炎病毒

$

0Z*

&)戊型肝炎病毒$

0(*

&抗体)乙型脑炎病毒$

_(*

&

+

,

!

抗体及阴阳性对照#其余步骤参照
"$6$"

#确定该方法的特

异性,

$$.

!

稳定性试验
!

将上述包被板及试剂随机分成两部分#分

别置
6

)

&%W

各保存
;J

#分别检测
%

个弱阳性样本$

/

值在
'$#

左右样本&#其余步骤参照
"$6$"

#验证试剂的稳定性,

/

!

结
!!

果

/$$

!

(!)*+

,

!

捕获
(-+./

方法的最佳条件
!

最佳条件确

定均以阳性血清
/

值作为
2

值#阴性对照
/

值作为
S

值#分

别计算
2

"

S

,然后以考察条件作横坐标#

2

"

S

作纵坐标绘制

折线图,

/$$$$

!

最佳包被浓度
!

随着包被浓度增加#

2

"

S

先升高后下

降#在
'$7

"

"

!

,

达到峰值#一般选择最优条件为峰值左右#且

稀释度不宜过大#所以最佳的抗人
+

,

!

包被浓度为
"

!

,

"

3-

,

见图
"

,

图
"

!

抗人
+

,

!

包被浓度的确定结果%

2

&

S

'

/$$$/

!

最佳
(!)*4012

工作浓度
!

每个
+

,

!

阳性血清稀

释度条件下#

2

"

S

值都随着
(!)*4012

稀释的增加而先升高

后下降#而在
"56''

浓度时的
2

"

S

均最大#所以
(!)*4012

的最佳工作浓度为
"56''

,见图
#

,

图
#

!

酶标
(!)*

工作浓度%

2

&

S

'

/$$$'

!

最佳
(!)*4012

反应时间
!

随着
(!)*4012

反应

时间的增加#

2

"

S

先升高后下降#而在反应时间为
67389

时#

2

"

S

最高#所以
(!)*4012

的最佳反应时间为
67389

,见

图
&

,

图
&

!

酶标抗原反应时间确定结果%

2

&

S

'

/$$$1

!

最佳底物显色时间
!

随着显色液反应时间的增加#

2

"

S

先升高后下降#在显色时间为
#7389

时#

2

"

S

最高#所以显

色液的最佳反应时间为
#7389

,见图
6

,

-

'6"#

-
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图
6

!

最佳显色反应时间确定结果%

2

&

S

'

/$$$2

!

最佳封闭液的确定
!

在不同封闭液下#

"':

马血清封

闭时#

2

"

S

最大#因此
"':

马血清封闭液为最适,见图
7

,

图
7

!

封闭液确定%

2

&

S

'

/$/

!

精密性试验
!

&

批试剂的批内及批间
AM

均小于
7:

#表

明建立的方法精密性较好,见表
"

,

表
"

!

方法的精密性验证

批次
)

$

/

67'93

"

/

;&'93

&

?

$

/

67'93

"

/

;&'93

&

AM

$

:

&

'"

批
"$'U7 '$'7& 6$<"

'#

批
"$''% '$'6' &$<%

'&

批
"$'"" '$'## #$"U

批间
"$'&6 '$'&; &$6U

/$'

!

特异性试验
!

本方法只能检出
(!)*+

,

!

抗体#其他均

为阴性#表明该法特异性较好,见图
;

,

图
;

!

特异性验证

图
%

!

热加速稳定性

/$1

!

稳定性试验
!

热加速降解实验试剂与
6W

存放
;J

的试

剂相比#检测的
%

个弱阳性样本#存放于
&%W

的检测值略低于

6W

#但变化相差不大#表明稳定性良好,见图
%

,

'

!

讨
!!

论

本研究成功建立了
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

方法!将抗人

+

,

!

$

!

链&单抗稀释至
"

!

,

"

3-

#以
"''

微升"孔加入
<;

孔聚

苯乙烯微量滴定板#

6W

过夜%

2Z.=

洗涤
"

次#并轻轻拍干#用

"':

马血清封闭液室温封闭过夜%甩干后#加入
"''

微升"孔待

检样本#

&%W

反应
"E

%

2Z.=

洗涤
7

次拍干后#加入
"''

微升"

孔
"56''

的
(!)*4012

#

&%W

反应
67389

#洗涤
7

次后拍

干#加入底物显色
#7389

#终止#读取
67'

和
;&'93

波长处样

本
/

值,

对上述优化的
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

方法进行验证#结

果显示!批内及批间
AM

均小于
7:

#精密性良好%只能特异性

地检出
(!)*+

,

!

抗体%包被板和试剂具有良好的热稳定性,

说明该
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

方法的精密性)特异性及稳定

性均较好,

+

,

!

是人的免疫球蛋白之一#在感染过程中
+

,

!

首先出

现#但持续时间不长#是近期感染的标志,本研究首次成功建

立的
(!)*+

,

!

捕获
(-+./

法#较其他
(-+./

而言#检测样

本时不需要稀释#且不受类风湿因子的影响#有很高的特异性#

不产生假阳性#其准确性较高,且较间接
(-+./

及双抗原夹

心
(-+./

#该法更能准确地应用于
(!)*

感染早期的快速诊

断#从而确定
(!)*

早期感染情况,总之#该法为
(!)*

早

期感染的检测提供了新的手段#也为
(!)*

抗体监测)流行病

学调查提供了更有效的工具,
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生免疫反应#产生炎性介质#如肿瘤坏死因子$

=SX4

%

&)白细胞

介素$

+-

&

4"

&

)

+-4-

)干扰素$

+XS

&

4

%

"

&

)形成细胞$

T)

&)单核细

胞趋化蛋白
4"

$

!)24"

&等#进而刺激核转录因子
'

Z

抵御病原

菌的侵袭*

U4<

+

,

本研究结果显示#与同年龄健康儿童相比#肺炎链球菌感

染患者出现了较高水平的白细胞计数)中性粒细胞比值)单核

细胞比值及
)12

水平#众所周知#中性粒细胞是宿主抵御细菌

感染时重要的一线免疫细胞效应因子#在病原菌侵袭患者早期

发挥重要作用#而单核"巨噬细胞系统对病原菌的清除也起重

要作用#提示婴幼儿患者受到肺炎链球菌侵袭后也可在一定程

度上激发天然免疫反应#抵御病原菌的侵袭%而
)12

作为急性

时相反应蛋白#在炎性反应中具有积极作用#提示患者对病原

菌具有非特异性抵抗力,

尽管肺炎链球菌感染在儿童患者中普遍存在#抗生素耐药

乃至交叉耐药现象的不断加重使得肺炎链球菌感染的治疗面

临越来越严峻的问题#利用有效的疫苗进行预防成为解决肺炎

链球菌感染刻不容缓的手段,虽然目前已经有商品化的多糖

疫苗及结合疫苗#然而其保护效果均不理想,因此#保护效果

更好#针对人群更广的肺炎链球菌疫苗研发可能成为降低人群

中肺炎链球菌携带率及其在人群中传播的最终措施*
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