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应用捕获 EL ISA法检测人巨细胞病素特异性 IgM 抗体的研究
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摘要  应用捕获ELISA法检测人巨细胞病毒感染者血清特异性 IgM 抗体。通过与间接 ELISA法

对 47例临床标体的检测比较, 该法灵敏度及特异性均高于间接法,且不受 RF 的影响。试验表明,

CMV IgM 捕获法特异敏感、简便、快速、重复性好。CMV IgM 捕获法试剂的研制成功,将为血清

学的检测、流行病学的调查及临床诊断等提供可靠的科学诊断依据,有助于优生及优育。
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  巨细胞病毒( CMV)属疱疹病毒科[ 1] , CMV种类

很多, 分布广泛, 婴儿先天性 CMV 感染发生率为

0�5�2�0% [ 2]
,妇女怀孕早期巨细胞感染是引起先天

性感染和先天性缺陷的重要原因[ 3] ,而判断巨细胞感

染的一个重要依据是巨细胞病毒特异性 IgM 抗体的

被检出。因为 IgM为抗原刺激机体后最早出现的抗

体,且半衰期较短,血清内若出现特异性 IgM 抗体,

表示有近期感染
[ 4]
,病毒在体内复制。而目前临床使

用的检测试剂盒基本是间接法,由于间接法易受 RF

因子影响,且灵敏度、特异性不理想, 因此我们根据

!抗人 IgM 链包被固相载体+ 被检血清+ 特异性抗

原+ 酶标记特异性单克隆抗体+ 底物液显色∀捕获

ELISA法的原理研究检测 CMV 感染患者血清中特

异性 IgM抗体,以达到建立一种灵敏度高、特异性强

且不受 RF 因子干扰的检测方法, 通过与间接 ELISA

法的比较,得到了满意的结果,现报道如下

材料与方法

1� 抗人 IgM �链抗体、巨细胞病毒特异性抗原和巨

细胞病毒单克隆抗体。北京美迪科生物技术有

限公司应用物生技术室提供:

2� 参照标本: 阳性血清 20份,弱阳性血清 12份,阴

性血清 20份(用进口试剂筛选)

3� 间接 ELISA法试剂均由北京美迪科生物技术有

限公司提供,做法参照试剂盒中说明书:

4� 被检血清: 来自安医大附院(用意大利进口试剂

捕获法试剂初筛)

5� 酶标抗体的制备:采用改良过碘酸钠法标记( 5)

6� 包被板的制备:按常规包被法进行。

7� 血清样品检测:

取出预包被板,按检测顺序编号(设空白对照 1

孔) ,各孔加入相应血清 50ul, 37 # 温育 30min, 弃去

孔内液体,用 PBST 洗板 36遍,然后拍干; 除空白对

照外,每孔滴加结合物 1滴(或 50ul) (为特异性抗原

和特异性抗体的混合物) 37 # 温育 30min; 弃去孔内

液体,用 PBST 洗板 5遍,然后折干,各孔加入 TMB

底物 A、B 各 1 滴, 置 37 # 温育 10min 加入 2N

H 2SO450ul终止反应,于450nm 波长下,用空白孔调

零, 读取各孔 OD值。以> 2�1阴性平均值为阳性。
( Cottof f= 0�084)
8�特异性抗原及酶标记单克隆抗体浓度的确定:

用特异性抗原按递度 1∃200, 1∃400, 1∃800, 1∃

1000, 1∃1500用 0�05M PH9�6Cb 稀释后 100/孔包

被 PS 板。4 # 过 夜, 次日甩 去液体, 用 10%

BSA0�01M PBB 液封闭, 37 # 2h; 甩去液体, 用 PB�
ST 洗板一次,拍干设空白对照 1 孔, 将酶标记的单

克隆抗体按 1∃200、1∃400、1∃800、1∃1000、1∃1500稀

释, 按棋盘滴定,以 OD值为 1�0左右为最佳工作浓
度,经确定, 抗原浓度为 1∃800, 酶标记浓度为 1;

1000,两者按工作浓度用 0�01M PH7�4PBS稀释在
一起即为结合物。

结果

1� 抗人 IgM �链包被浓度的确定:

抗人 IgM�链按递度稀释后 100ul/孔包被 PS

微孔板,用以确定的结合物对阳性, 弱阳性, 阴性参
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照标本进行检测, 实验结果表明抗人 IgM�链的包

被浓度为 1∃1000合适。

2� 特异性:

2�1  用本试剂检出的阳性, 用马抗人 IgM 进行阻

断实验,阻断率大于 50%,可知本法特异。

2�2  交叉实验:试验室拟用以知阳性标本混在美迪

科公司肝炎参比试验室(中澳合作) , TORCH 试验

室提供的乙肝、甲肝、RV、HSV IgM 阳性血清中,经

检测, 除混入标本为阳性外, 其余标本均为阴性,与

预期结果符合率为 100%。(见表 1)

表 1  CMV�IgM捕获法检测的特异性(均为 2孔平

均值)

混入血清
乙肝 IgM
血清
( 5份)

甲肝 IgM
血清
( 5份)

RV IgM
血清
( 5份)

HSV IgM
血清
( 5份)

巨细胞
病毒 IgM
检测

1�012 均< 0�084均< 0�084均< 0�084均< 0�084

与预期
符合率

100% 100% 100% 100% 100%

3� 灵敏度
把已确定的阳性参照标本用 0�01M PH7�4PBS

进行倍比稀释后检测,其结果见表 2:

表 2  CMV�IgM捕获法检测的灵敏度

血清
滴度

原液 1/ 64 1/ 128 1/ 256 1/ 512 1/ 10241/ 20481/ 40961/ 8192

OD值1�1211�014 0�745 0�632 0�487 0�31 0�212 0�186 0�062

  由表 3可知,当稀释度为 1∃4096 时, 仍可判断

为阳性,而间接法只能检测到 1∃512的稀释度,可见

捕着法灵敏较高。

4� 稳定性:

按卫生部的考察要求, 将整套试剂置 37 # 三

天,经平衡后与 4 # 试剂对照实验, 其结果阳性 CV

= 7�6%,弱阳性 CV= 13�1% , CV 均在 15%以内,

故本试剂盒稳定性好,且从阳性参照标本来看,几次

结果相近,可知试剂重复性也很好。

5� RF 因子的影响:

任何检测 IgM 的试剂盒都应考虑类风湿因子

( RF)的影响。本试剂盒对 10份类风湿血清(用乳

胶法测出)进行检测, 其结果均为阴性, 可见本度剂

盒几乎不受 RF 的影响。

6� 捕区法 ELISA、间接 ELISA 对临床标本检测的

的比较

  由表 6可知捕获法准确,间接法中多出一

例阳性,经证实为非特异性造成的假阳性。且同一

份阳性,间接法测定的 OD值远远小于捕获法的测

定值。可知灵敏度不如捕获法。

表 6  CMV- IgM检测的二种方法的比较

标本数
捕获法 间接法

阳性 阴性 阳性 阴性

47例 2例 45例 3例 44例

OD值
0. 843
0. 679

均< 0. 084 0. 213
0. 186
0. 144

均< 0. 084

 ( 2种方法阳性编号为: 24、33、间接法中另一例阳性编号为: 45)

讨论

捕获法最早是 1977年Price用来测定抗肺炎支

原菌 IgM, 随后 Flehning 和 duermeyer 等用其测定

甲型肝炎的特异性 IgM, 并与传统的密度离心法比

较, 符合率 100% ,近年应用捕获法检测其他病毒屡

见报道
[ 6] [ 7] [ 8] [ 9]

, 是因其优点是间接法无法替代

的。间接法易受类风湿因子及特异性 IgM 的影响;

RF 是一种抗变性 IgG的抗体,无种属特性,它能和

变性、聚合或与抗原结合的 IgG 发生凝集, 不与正

常的 IgG发生反应, 间接法中, 血清中特异的 IgG

与包被的特异性抗原结合, 而后与 RF 反应造成假

阳性
[ 10]

,同时, 特异性的 IgG与 IgM 竞争结合特异

性抗原[ 11] ,以及易受人体象疫球蛋白影响而必须稀

释标本[ 12] , 故造成间接法的灵敏度不高, 而捕获法

是利用抗人 IgM�链直接从被检血清中捕获 IgM,

然后才进行特异性的鉴定, 这样避免了上述间接法

中影响因素的影响,在捕获法中, 笔者认为主要决定

因素在单克隆抗体,单克隆抗体的特异决定与它相

连抗原的特异,从而决定了检出的 IgM 的特异。这

样即使原纯度差一些,也不会太大影响结果而, 间接

法中则是直接的影响因素。

PCR法是最根本、直接、准确的方法,但由于其

成本较高,对实验室及实验员的要求比较高而不易

普及,随着全民素质的提高, 优生优育以尤为重要,

巨细胞 IgM 捕获法的建立,将为临床巨细胞病毒的

检测提供一个科学的、可靠的诊断依据。
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