
中华流行病学杂志2006年3月第27卷第3期 Chin J Epidemiol,March 2006, Vol. 27,No.3

·实 验 研 究 ·

鼠疫菌免疫胶体金快速检测方法的建立

朱虹 张春华 檀华 何君 赵斌 端青

    【摘要】 目的 利用免疫胶体金技术建立一种简便、快速并适用于基层人员使用的鼠疫菌抗原

检测方法。方法 将抗鼠疫菌F1抗原的抗体致敏硝酸纤维素膜，用于捕获鼠疫抗原，然后用免疫胶

体金颗粒逃行标记。结果 应用鼠疫菌免疫胶体金快速检测法最低可检出不同鼠疫菌(EV和Evp

株)1. 56 X 10v CFU/ml，检测鼠疫菌F1抗原最低可检出1 ng/ml，与鼠疫反向间接血凝法的检测结果

一致;并且不与假结核小肠结肠炎等耶尔森菌以及其他相关细菌发生交叉反应。结论 鼠疫菌免疫

胶体金快速检测法具有较好的特异性、敏感性和简便快速的特点。
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    [Abstract  Objective  To develop a method of immunochromatography assay( ICA) with sensitive,

specific, rapid, simple and suitable for the detection of Yersinia pestis antigen at the local laboratories.
Methods   Colloidal gold labeled with the anti-Fl antibody of Yersinia pestis，was connnected with the
anti-Fl antibody of Yersinia pestis to pyroxylin membrane and assembled them to the dipstick of ICA.
Results  Results showed that the rates of sensitivity for Fl antigen and Yersinia pestis were 1 ng/ml and

I.56 X 105 CFU/ml respectively. However,  Yersinia pseudotuberculosis et a1 could not be detected by
dipstick of ICA. Conclusion  The method of ICA appeared to be consistent to those of r-IHA with better
specificity and sensitivity but was simple and rapid for the detection of Yersinia pestis and F1 antigen.
    [    Key words   Yersinia pestis;Fl antigen; Colloidal gold; Immunochromatography assay

    鼠疫菌的检测是鼠疫防治工作的重要内容之

一。但突发现场的鼠疫病原体检测仍然存在不少困

难，适合基层快速筛查的方法也不多。用免疫胶体

金法快速检测鼠疫菌抗原，是近年来发展起来的新

方法。本文报道军事医学科学院微生物流行病研究

所应用免疫胶体金技术检测鼠疫菌抗原的快速检测

方法。

材料与方法

    1.菌株来源:鼠疫菌种(EV和Evp株)由中国

疾病预防控制中心(CDC)鼠疫布鲁氏菌病预防控制

基地(鼠布基地)提供。其他菌株包括假结核耶尔森

菌、小肠结肠炎耶尔森菌、土拉弗朗西斯菌、布鲁氏

菌、嗜肺军团菌、大肠埃希菌、痢疾志贺菌、沙门菌、
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绿脓杆菌和霍乱弧菌10种菌株，均由军事医学科学

院全军微生物检验研究中心提供。

    2.主要试剂:氯化金(HAuCl4)购自成都化学试

剂厂;样品垫和吸水滤纸等购自Milipore公司;硝酸

纤维素膜为美国Millipore公司产品;玻璃纤维膜为

上海良信公司产品;塑料背板购自北京燕华公司;鼠

疫菌 F1抗原购于长春生物制品研究所，由中国

CDC鼠布基地保存;反向间接血凝鼠疫测定药盒由

鼠布基地提供(Lot No.200306)0

    3.鼠疫菌免疫胶体金法快速检测试剂的制备:

采用柠檬酸盐还原法制备胶体金颗粒，用28阔ml抗
鼠疫菌F1抗原抗体与胶体金颗粒偶联，制备免疫胶

体金探针溶液。用PBS (0.01 mol/L,pH值7.2)稀释
抗鼠疫菌Fl抗原的抗体，用点样仪喷膜包被硝酸纤

维素膜，室温晾干备用。将包被抗鼠疫菌Fl抗原抗

体的硝酸纤维素膜与浸有免疫胶体金探针的玻璃纤

维膜和吸水纸垫按所需大小切割，装入塑料层析盒

中，即为鼠疫菌胶体金法快速检测试剂。

    4.鼠疫菌、鼠疫菌Fl抗原的检测及与其他细
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菌的交叉试验:鼠疫菌种(EV和Evp株)和对照菌

划板挑取单菌落，于小试管中用生理盐水制成菌悬

液，比浊后用生理盐水从1 X 107 CFU/ml做2倍比

稀释作为样品检测液备用;鼠疫菌F1抗原用生理

盐水从1000 fig/ml做10倍比稀释后作为样品检测
液备用。取鼠疫菌胶体金法快速检测盒1个，分别

于圆形的样品孔中加人上述样品检测液3滴(约

150川)，5 min后开始观察结果，15 min观察终止，于
层析观测窗“C"(对照)处出现1条红色沉淀线，报

告为检测结果阴性，即无鼠疫菌(或鼠疫菌 F1抗

原)检出;于层析观测窗“C"(对照)处和“T"(检测)

处出现2条红色沉淀线，报告为检测结果阳性，即有

鼠疫菌(或鼠疫菌F1抗原)检出。反向间接血凝试

验检测鼠疫菌及其F1抗原按常规法进行。

    2.鼠疫菌免疫胶体金法快速检测试剂交叉试验

结果:该试剂不与假结核耶尔森菌、小肠结肠炎耶尔

森菌、土拉弗朗西斯菌、布鲁氏菌、嗜肺军团菌、大肠

埃希菌、痢疾志贺菌、沙门菌、绿脓杆菌和霍乱弧菌

等相关细菌发生交叉反应，显示了较好的特异性。

讨 论

结 果

    1.鼠疫菌免疫胶体金法快速检测试剂对鼠疫菌

及鼠疫菌F1抗原的检测结果:三批(批号200401,

200402,200403)鼠疫菌免疫胶体金法快速检测试剂

对不同浓度鼠疫菌的EV株和Evp株的检测结果见

表1;应用鼠疫菌胶体金法快速检测盒检测不同菌

株鼠疫菌，最低可检出1.56x 1护CFU/ml。对鼠疫

菌F1抗原的检测结果见表2，最低可检出1 ng/mlo

表1  3批鼠疫菌胶体金法快速检测试剂

    对鼠疫EV和Evp株试验结果

EV株检测试剂批号 Evp株检测试剂批号

200401 200402 200403               200401  200402  200403

+

+

+

+

+

-

5.0x 10'

2.5 x 10'

1.25 x 106

6.25x 105

3.125 x 105

1.56 x 10'

7.8 x.10'

表2  3批鼠疫菌胶体金法快速检测盒对鼠疫菌

              F1抗原试验结果

稀释浓度
(Kg/ml)

检测试剂批号

200401 200402 200403

10一
10

    鼠疫菌检测技术主要有核酸检测法(如PCR)

和免疫学方法。PCR方法特异性高，但敏感性较细

菌培养和F1抗原检测低，不能作为鼠疫的常规诊

断方法〔‘〕。免疫学方法的基础仍然是鼠疫菌Fl抗

原。法国巴斯德研究所和马达加斯加卫生部研究人
员用免疫胶体金法快速诊断鼠疫，用鼠疫 Fl抗原

包被NC膜捕获标本中Fl抗体，然后用SPA标记

的免疫胶体金探针检测人和鼠IgG抗体。该试验

参比人血清(35份阳性和37份阴性)的敏感性为

94.3%，特异性为89.2%;参比黑鼠血清(22份阳性

和 24份 阴性)的敏感性为 100%，特异性为

91.7 %121 0 2004年德国报道已研制出Fl抗原捕获

ELISA商业化试剂盒，最小检测浓度为4 ng/ml鼠疫

Fl抗原，检测血清和淋巴液的敏感性分别为90.1%

和100 ，特异性为98.4%-"100%l31。有作者比较

了Fl抗原捕获ELISA和免疫胶体金试纸条用于检

测疑似鼠疫患者的淋巴液、血清和尿液标本中Fl

抗原的结果。两种检测方法的特异性均为 100%,

F1抗原捕获ELISA法在淋巴液、血清和尿液中的

敏感性分别为100%,52%和58 ，试纸条在淋巴液

中的敏感性为98 。试纸条检测与ELISA检测的

一致性为97.5%(相关系数r=0.90,P<0.001).

F1抗原捕获ELISA和免疫胶体金试纸条是监测鼠

疫流行及早期诊断的有效方法〔‘〕。

    胶体金免疫层析技术用于临床疾病诊断近年来

发展较快，其原理是将待检物的配对物(抗体)包被

在硝酸纤维素膜上用于捕捉，然后用免疫胶体金探

针检测，阳性样品2 min后出现肉眼可见的沉淀线，

该技术的优势在于处理样品简单，不需要专门仪器

和人员培训，非专业人员按照说明书即可操作，并可

迅速观察结果，很适合现场和基层使用我们研制的

免疫胶体金法快速检测鼠疫菌抗原试剂，实验室考

核的结果显示，可检测标本中鼠疫菌 15万个/ml

20万个/ml，检测鼠疫F1抗原1 ng/ml，敏感性高于

国外同类产品并具有较好的特异性。
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·疾 病 控 制 ·

宫颈糜烂危险因素的病例对照研究
徐又先 渡德敏 施侣元

    宫颈糜烂是妇女常见病、多发病。近年来，随着经济发展和

人们生活水平不断提高，生活模式的改变，宫颈糜烂发生的危险

因素是否发生了变化?其风险因素具体有哪些?为此我们开展

了关于目前妇女宫颈糜烂危险因素的病例对照研究。

    1.资料与方法:随机选取2005年4-7月同济医院妇科

门诊病例，宫颈糜烂组 141例，年龄23--55岁，对照组 137

例，年龄22-53岁。所有对象无盆腔炎症及肿物，并经宫颈

细胞学检查除外宫颈癌及癌前病变。各组年龄、月经及是否

绝经等情况相似，具有可比性。问卷内容包括个人基本资

料、婚孕状况、性生活及生育史等，对于因教育程度较低而无

法独立完成问卷的研究对象，在经过培训的调查员协助下完

成问卷。妇科检查观察阴道分泌物颜色及性状，宫颈糜烂程

度及类型，并取分泌物作相应的检查。病原微生物检测包括

i;虫和细菌性阴道病，同时行金黄色葡萄球菌、放线菌、念珠

菌、淋球菌培养和衣原体检测，宫颈脱落细胞行人乳头瘤状

病毒(HPV)DNA检测。

    2.结果:①宫颈糜烂与年龄关系:各年龄组间宫颈糜烂

发生率以26-30岁组最高;31--35岁组宫颈中、重度糜烂比

例明显高于其他年龄组，差异有统计学意义(P<0.05)0②

宫颈糜烂与生殖道感染的关系:宫颈糜烂组与对照组比较发

现，两组HPV感染阳性率差异有统计学意义(P<0.05),宫

颈糜烂组且随着宫颈糜烂程度加重，HPV感染率升高。而

其他病原微生物感染率两组间差异无统计学意义(尸>

0.05)0③婚育因素对宫颈糜烂影响的趋势分析:对宫颈糜

烂发生的婚育危险因素分析发现，家庭经济状况差，文化程

度低，不注意个人卫生，有妇科疾病史及手术史为该病发生

的危险因素，而绝经为保护因素。与宫颈糜烂发生关系密切

的因素有结婚年龄、首次发生性行为和孕育年龄、孕次、产

次。④宫颈糜烂发生危险因素的多元logistic回归分析:最终

引人回归方程的变量为年龄、首次性交发生年龄、分娩方式、

产次和HPV感染(表1)o

    3.讨论:宫颈糜烂是妇科常见病，在15--66岁妇女中发病

率为49.1%"'。在本研究中，26-30岁病例组发病率最高

(70.0%)，其次为31-35岁，为56.8%，随着年龄增加，发病率

逐渐下降。中、重度糜烂以31--35岁发生率最高(35.1%)，明

显高于其他年龄组(P<0.05)0 26--35岁组发病率高，可能是

由于该年龄组妊娠、分娩比例高，性活动旺盛有关。

    宫颈糜烂的发生是多种因素综合作用的结果[[21。本研究

显示，首次性交年龄、结婚年龄和首次怀孕年龄越小，孕、产次

越多，宫颈糜烂发生的危险性越大，而首次性交年龄和产次均

被引人了回归模型，可能是因为宫颈发育尚未成熟及对宫颈

的机械性损伤，导致宫颈上皮组织抵抗力低，容易受病原微生

物的侵袭。因此提示在宫颈糜烂的防治中，应加大对育龄女

J性生殖健康教育的力度，特别要注意对青少年的性健康教育。

本研究还发现，宫颈糜烂患者HPV感染率较宫颈光滑者感染

率明显增高，且随着糜烂的严重程度而上升。已有大量研究

表明[[31 : HPV感染是宫颈癌发生的主要危险因素之一。由此

推测可能是HPV感染导致宫颈糜烂癌变的最终结果。因此，

防治宫颈糜烂，特别是防治和检测宫颈糜烂患者HPV感染，

并治疗HPV感染是阻止其癌变的关键之一。但两组病例中

宫颈其他病原微生物的感染差异无统计学意义(P>0.05)，这

与王建捷囚报道结果一致，说明生殖道病原微生物的感染不

是导致官颈糜烂的主要因素。但还有待进一步研究。

    表1 宫颈糜烂发生因素的多元logistic回归分析

因素 P    s=   OR值(95 % CI) Wald才值P值
年龄 一0.673

首次胜交年龄一0.695

分娩方式 一1.150

产次 0.830

HFV感染 1.080

0.249 0.510(0.313-0.832)  7.275

0.252 0.499(0.305-0.818)  7.603
0.363 0.317(0.155--0.645) 10.026
0.285 2.293(1.312--4.008) 7.603
0.444 2.8870.209一6.895)  5.696

0.007

0.(洲16

0.002

0.006

0.017
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