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一起!"#!爆发的血清流行病学调查

谢淑云 曾光 陈江婷 刘瑜 李淑芬 尹卫东

【摘要】 目的 探讨!"#!密切接触者的隐性感染和!"#!患者血清中特异性抗体的消长情

况。方法 采用中和试验法、间接酶联免疫吸附试验（$%&!"）和免疫粘连法对北京一起!"#!爆发案

例中与重症!"#!患者无防护密切接触的未发病者和续发!"#!病例进行血清!"#!特异性&’(抗

体检测，采血时间为发病后或接触后)*周左右。结果 共采集到+)份血清，其中未发病密切接触者

的血清,-份，!"#!康复期患者血清,+份。三种方法检测结果：./份次未发病密切接触者的血清标

本!"#!0123抗体检测，结果均为阴性；+-份次!"#!康复期患者血清标本!"#!0123抗体检测，+4
份次结果为阳性，,份次（用免疫粘连法检测）结果为阴性。病后)*周左右的中和抗体效价为,5*+

（,5,6!,5)7+）。结论 研究中未发现!"#!密切接触者存在隐性感染；!"#!患者病后)*周左右血

清&’(抗体仍维持在较高水平。
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)77+年+月下旬至*月中旬，北京市S医院发

生一起!"#!爆发性流行，首例患者于+月).日因

脑卒中伴发热收入神经内科病房，)4日出现呼吸困

难，经抢救无效于+月+7日死亡。+月+,日起在

其密切接触者中陆续出现一批!"#!临床诊断病

例。由中国现场流行病学培训项目学员对该起爆发

进行传播链调查，为!"#!防治提供了较有价值的

依据［,］。为了探索!"#!的隐性感染和!"#!患者

病后特异性抗体的消长情况，选择了在该!"#!爆

发初期未采取防护措施情况下，与首例患者和,例
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+月+,日发病的二代重症!"#!患者密切接触人

员进行血清学检测。现将本起爆发案例的血清学研

究结果报告如下。

对象与方法

,K研究对象：)77+年+!*月份在北京市S医

院发生的一起!"#!爆发案例中的+)例与最初)
例重症!"#!患者密切接触的医护人员和陪护家

属，均未进行!"#!标准防护。并按其接触后是否

发展为!"#!，分别定义为!"#!续发病例和未发

病密切接触者。

（,）!"#!续发病例：所有!"#!续发病例均为

临床诊断病例，符合卫生部)77+年.月+日颁布的

“传染性非典型肺炎临床诊断标准（试行）”。其中符
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合重症!"#!病例诊断标准的为重症!"#!病例。

（$）未发病密切接触者：是指与!"#!患者密切

接触后%$天内未出现任何症状或曾出现过发热、咽

痛、腹泻等症状，但很快痊愈未发展成!"#!者［$］。

$&流行病学调查：设计统一调查表，用查阅病

历、面对面调查或电话调查的方式，对各代病例、密

切接触者或知情者进行追踪和个案调查，逐一确定

接触者的接触情况和发病情况。根据调查结果判定

密切接触史、!"#!续发病例和未发病密切接触者。

’&血清学检测：根据自愿接受检测的原则，于本

起!"#!爆 发 后$$!$(周 采 集 研 究 对 象 静 脉 血

%)*+，同时用三种方法进行血清!"#!,-./抗体检

测。在采血和检测过程中均对操作者实施盲法。

（%）中和试验：采用微量滴定法测定病毒滴度和

012342法计算病毒滴度，以56--789)／*+表示。血

清经9:;灭活’)*<=后，过滤除菌。根据测定的病

毒滴度，用稀释液将病毒稀释成%))--789)／%))"+
病毒悬液与%>?!%>9%$四倍比稀释的灭活血清等体

积充分混匀后，置’@;培养箱中作用%A。再将病

毒血清混合物接种敏感细胞，放入’@;9B-C$孵

箱内培养(天，观察细胞病变，采用#44D,EF4=GA
法计算血清抗体的中和效价。血清抗体滴度!%>?
为阳性。

（$）H57!"法：检测试剂由北京华大吉比爱生

物技术有限公司生产，!"#!冠状病毒抗体诊断试

剂批号$))’):)’。采用间接H57!"法定性检测，

设空白对照%孔、阴性对照$孔、阳性对照%孔，其

余加入样品稀释液，置’@;温育’)*<=，洗板后加

入抗76I抗体’@;温育$)*<=，洗板后再加入底物

液"和J，显色后加入终止液，测定吸光度（!）值。

求出临界值，被检样本血清的!值大于临界值为抗

体阳性，小于临界值为抗体阴性。

（’）免疫粘连法：检测试剂由北京科兴生物制品

有限公司研制，批号$))’)K$%。根据!"#!病毒经

灭活、提纯并标化病毒抗原和豚鼠新鲜补体，抗原与

被检血清抗体结合后，在补体的存在下使人的“C”

型红细胞发生粘连凝集反应的原理。取“/”型孔微

量血凝板，每孔加入%I/J"稀释液，取待检血清，

从第%孔起作倍比稀释。每孔加入!"#!抗原，充

分混合密封，’@;温育%A后加入补体，充分混匀后，

再次’@;温育(9*<=。加入8LL液混匀后加入红

细胞，放室温%A后判定结果。根据红细胞凝集程度

用“#、$、"、M、N”表示，以“"”为判定终点。

(&统 计 学 分 析：数 据 统 计 学 处 理 采 用!O!!
%%&)统计分析软件，两组中和抗体效价的比较采用

对数转换后的"检验。

结 果

%&流行病学调查：共对%K名未发病密切接触

者和%’例!"#!续发病例进行调查和采血。其中

与首例患者密切接触的未发病者:名，续发病例(
例，与二代病例密切接触的未发病者%’名，续发病

例K例。%’名!"#!续发病例中重症病例9例，其

他病例?例。

$&血清!"#!,-./抗体检测：’$份血清标本

中，%K份未发病密切接触者（其中%:名未出现任何

症状，%名在接触后的%$天内出现过咽痛，$名出现

过咽痛和腹泻，均自愈，未发展为!"#!诊断病例）

血清标本用三种方法检测结果均阴性，%’份!"#!
续发病例血清标本用三种方法检测，除%份的免疫

粘连法检测结果阴性，其余均阳性。

’&不同代次!"#!病例中和抗体效价：第二代

!"#!续发病例中和抗体平均效价为%>:(（%>%:!
%>$)’），第三代为%>’:（%>%:!%>:(），两者差异无统

计学意义（"P%&’:，#P)&$)%），见表%。

表! 不同代次!"#!病例中和抗体效价

病例代次 检测人数 IEL（%>）

第二代 ( :(（%:!$)’）

第三代 K ’:（%:!:(）

合计 %’ (’（%:!$)’）

(&不 同 临 床 表 现 病 例 中 和 抗 体 效 价：%’例

!"#!续发病例中重症病例9例，病后$$!$(周的

中和抗体效价为%>9)（%>%:!%>$)’），与非重症病例

的中和抗体效价%>’K（%>%:!%>?)）的差异无统计学

意义（"P%&%’，#P)&$K$），见表$。

表" 不同病情!"#!病例中和抗体效价

病例类型 检测人数 IEL（%>）

重症 9 9)（%:!$)’）

非重症 ? ’K（%:!?)）

合计 %’ (’（%:!$)’）

讨 论

自世界卫生组织（QRC）宣布，!"#!病原体为

一种新型冠状病毒后［’］，参与全球合作的一些实验

室，开始研制各类可用于!"#!病毒感染诊断的方

法，主要有免疫测定法、分子诊断法和病毒培养法
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等。我国 临 床 上 多 使 用!"#$%或 免 疫 荧 光 试 验

（#&%）作为血清$%’$()*+抗体检测方法［,］，还较

少应用中和试验法及免疫粘连法检测抗$%’$()*+
抗体。

!"#$%法的灵敏性高，实验条件不需要-.实

验室，但据报道存在假阳性可能［/］，为了排除本研

究的假阳性，我们同时又采用了中和实验和免疫粘

连法。免疫粘连定性和定量检测方法，特异性强、灵

敏度偏低，实验材料需要大量灭活、提纯并标准化病

毒抗原和豚鼠新鲜补体，虽然不需要-.实验室，但

一般实验室很难具备这样条件，适用于其他诊断方

法的特异性验证；中和试验定性和定量检测方法，特

异性强、灵敏度高，但实验条件严格，需要有-.实

验室和标准化$%’$病毒毒种，建立标准操作方法，

一般实验室很难达到要求，该方法能够用于流行病

学调查、科研开发和疫苗评价等。

本次研究选择的对象是一起$%’$爆发案例中

未采取防护措施情况下与重症$%’$患者有密切接

触史的人员，其流行病学暴露史明确。同时采用中

和试验法、!"#$%法和免疫粘连法对研究对象的血

清进行$%’$()*+抗体检测，三种方法进行相互验

证，保证了检测的高灵敏度和高特异性。研究结果

显示：所有未发病密切接触者，包括个别接触后曾有

咽痛或／和腹泻症状，但很快痊愈者的血清$%’$(
)*+抗体均为阴性，未发现隐性感染，这与石玉玲

等［0］、北京大学附属第一医院和北京大学基础医学

院联合进行的研究结果相一致：$%’$()*+主要引

起显性感染，可能不具有隐性感染性。而姜庆五课

题组对百余份$%’$病例密切接触者血清样本进行

测试，结果表明有/1的样本有感染$%’$病毒的

证据，血液中带有$%’$病毒抗体［2］。不同的研究

获得不同的结果，是否与样本数、采样时间、检测方

法或检测试剂质量等因素有关，有待进一步研究。

$%’$()*+抗体在感染后的不同时期，抗体阳

性率和抗体水平有所不同。中山大学附属第三医院

传染科李刚教授等专家经过对34例$%’$患者不

同时期血清的调查，发现#56抗体可在病后78天时

仍维持在高水平。本研究中4.例$%’$患者在病

后（408948）天时血清#56抗体仍维持在较高水

平，但与病情的严重程度相关性不大，至于该抗体能

持续时间多长有待进一步观察。
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