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基因和抗原检测技术在鼠疫监测中的

应用与评价

·现场调查·
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【摘要l 目的对鼠疫特异性基因和抗原检测新技术进行鼠疫监测现场的应用及评价。方法

检测来自鼠疫自然疫源地的各类标本中鼠疫菌DNA和F1抗原，采用多重PCR、胶体金免疫技术和

酶联免疫吸附试验，与鼠疫菌培养和反向间接血凝试验迸行平行对照。结果 使用5种方法平行检

测鼠类、蚤类标本1798份，共判定鼠疫标本132份，总阳性率为7．34％；与单纯鼠疫菌培养阳性相比

(113份，阳性率为6．28％)，其中鼠疫菌培养与基因、抗原检测的总阳性率为7．34％，与单纯检菌阳性

率比较检出率提高16．81％，符合率达到97．13％。结论在鼠疫监测中增加基因与抗原联合检测，可

以提高鼠疫的确诊率。
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【Abstract】 ObjectiVe To apply and eValuate new methods regarding specific gene and antigen

detection in plague survemance program．Methods 1798 sampleS from natural foci of plague were tested，

using internal quality contml multiple—p01ymerase chain reaction， F1 antigen marked by jmmuno

chromatographic assay and enzyme linked immunoSorbent assay． Culture of 10掰扬如p舀￡曲and reverse

indirect hemagglutination assay were used as reference diagnostic methods．ResuIts The overalI positive

rate of culture on y已r“竹io p已stis together with gene and antigen detection was 7．34％， showing an

16．8 1％increase when compa“ng to 6．28％ using y8"i挖缸声酷f曲culture method alone． The rate of

coincidence was 97．13％．Conclusion The new standard being used fof specific gene and antigen detection

coukl increase the positive rate of diagnosis on plague．
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目前鼠疫疫情形势发生了新的变化，传统的鼠
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疫检测技术已不再适应疾病控制的要求H‘4o，亟需发

展新型快速诊断方法，以解决鼠疫监测、早期诊断和

疫情控制中的突出问题¨’6|。为此本研究建立了鼠

疫内部质量控制多重PCR检测、胶体金免疫色谱

Fl抗原检测(GICA)、ELISA，并与鼠疫菌培养、反

向间接血凝(RIHA)试验做平行对比；通过对鼠疫监

测中实际数据的分析，建立了与鼠疫菌培养同等意

义的新标准。

材料与方法

1．标本来源：项目起始时间为2004年12月至

2006年12月。全国17个鼠疫现场监测点参加了
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此项工作。按照全国鼠疫监测的标准，分别采集新

疆、青海、甘肃、宁夏、内蒙古、河北、辽宁、吉林、浙

江、贵州、四川、广东、广西、云南等地区各类鼠疫自

然疫源地中60多种啮齿动物的肝脏、脾脏及蚤类标

本3827份，其中阴性对照标本351份，来自于辽宁

和吉林省的非鼠疫地区。

2．试剂与设备：①试剂：赫氏消化液培养基各实

验室自行制备，RIHA试剂(鼠布基地产品，批号：

200501、200601)，PCR引物合成赛百盛基因技术有

限公司，胶体金抗原检测试剂(北京庄笛浩禾生物技

术有限公司产品，批号：20050402、20060605)，

ELISA检测试剂(新疆维吾尔自治区疾病预防控制

中心，批号：0403，0503，0506，0605)，其他常规试剂

购自鼎国、华美和生工生物工程公司。②设备：基因

扩增仪为杭州博日科技有限公司产品，水平电泳仪

为北京六一厂产品。

3．检测方法：①鼠疫菌培养按常规方法进

行n’3，7|。②PCR检测按照张志凯等陋1建立的方法

进行，以鼠疫菌声如和c以厂1作为目标基因，同时设

内部质量控制对照；引物：∞厂1 F57一GGA ACC ACT

AGC ACA TCT GTT一3 7，c口厂1 R5 7一ACC TGC TGC

AAG TTT ACC GCC一3 7，设计扩增长度249 bp；引

物：夕如F5 7一ACT ACG ACT GGA TGA ATG AAA

ATC一3 7，p如R5 7一GTG ACA TAA TAT CCA GCG

TTA ATT一3 7，设计扩增长度456 bp。内部质量控

制对照使用c玎1引物序列，设计扩增长度为
645 bp。③RIHA按常规方法旧1。④GICA检测方

法：将待检测样品200”l加入试剂的加样孑L内，从滴

加样品开始计时，15 min内观察结果；阳性结果为：

可见2条紫红色条带，并检测线与质控线显色一致；

阴性结果为：仅见1条紫红色条带，即只有质控线显

色；无效结果为：无条带出现或仅有检测线出现，说

明试剂失效，应重新检测。⑤ELISA检测方法：采

用双单抗体夹心检测鼠疫F1抗原阻0I，微量板使用

鼠疫F1单克隆抗体(IgG)包被，加入待检测标本，

再加入用辣根过氧化物酶(HRP)标记的鼠疫F1单

克隆抗体(IgM)进行检测；结果判定：标本A／阴性

对照，A>2．1为阳性。

4．评价：参照文献[11]规定的方法，对所有的实

验结果进行评价。在评价中暂以分离获得的鼠疫菌

以及基因检测与任意一种方法(RIHA、GICA和

ELISA)抗原检测结果同时阳性作为“扩大的鼠疫判

定标准”。每一单项检验结果只有在与该标准相符

时，才判定为真阳性(a)或真阴性(d)；相反，单项检

验阳性而扩大标准阴性为假阳性(b)，单项检验阴性

而扩大标准阳性则为假阴性(c)；并据此计算每一种

检验的灵敏度a／(a+c)、假阳性率b／(a+b)和符合率

(a+d)／(a+b+c+d)。

结 果

1．使用多重PCR、GICA、ELISA、鼠疫菌培养和

RIHA方法平行检测1798份标本，共判定鼠疫标本

为132份，总阳性率为7．34％，与单纯鼠疫菌培养阳

性相比(113份，阳性率为6．28％)，检出率提高

16．81％。但在检菌阳性的113份标本中，有2份标

本为鼠疫菌培养阳性，而F1抗原和核酸检测阴性，

这个结果意味着如果只根据采抗原或核酸检测，还

将会有1．77％的阳性标本被漏检。在完成5项检测

的1798份标本中，各单项检测与扩大的鼠疫判定标

准比较，其灵敏度、假阳性率和符合率见表l¨1I。此

外，来自辽宁和吉林省非鼠疫流行地区的35l份标

本作为阴性对照，使用上述5种方法平行检验，所有

结果均为阴性，符合率为100％。

表l 1798份标本鼠疫菌培养检验结果

注：括号内a、b、c、d为计算灵敏度和符合率公式中符号

2．鼠疫菌培养结果：按照扩大的鼠疫判定标准

的规定，分离获得鼠疫菌者为真阳性，但有19份标

本为鼠疫菌培养阴性，F1抗原及核酸检测阳性，因

此，鼠疫菌分离的灵敏度为85．61％，假阳性率为0，
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符合率为98．94％。也就是说如果增加这2种方法

的联合检测，可增加16．81％的阳性标本发现机会。

3．PCR检测结果：与扩大的鼠疫判定标准相

比，PCR检验的灵敏度为86．36％，假阳性率

50．22％，符合率为92．60％。但在229份PCR阳性

标本中，其他检验均阴性115份，占PCR总阳性数

的50．22％，这个结果除显示PCR较高的灵敏性之

外，还提示在试验过程中可能发生过PCR产物的

污染。

4．GICA检测结果：与扩大的鼠疫判定标准相

比，GICA检验的灵敏度为96．97％，假阳性率

22．89％，符合率为97．66％。其中仅GICA一项阳

性的标本数为38，其原因可能是由于非特异性吸附

造成的隐约可见的条带所致(表1)。

5．RIHA检测结果：与扩大的鼠疫判定标准相

比，RIHV检验的灵敏度为85．60％，假阳性率

5．36％，符合率为98．44％。

6．ELISA检测结果：与扩大的鼠疫判定标准相

比，ELISA检验的灵敏度为85．61％，假阳性率

10．32％，符合率为98．22％。试验结果显示，ELISA

与RIHA具有同等的敏感程度，说明在实际的鼠疫

监测中，如果能够同时使用不同的抗原检测方法，可

以提高检出率。

7．本次研究中有些地区只完成了5项检测中的

部分检测项目，因此总检测标本为2404份，其中鼠

疫菌培养阳性率为6．20％(149／2404)，与均完成5

项检测的1798份标本的阳性率接近。将每一种检

测方法与鼠疫菌培养结果相比，其灵敏度、特异性和

符合率与完成5项检测的1798份标本比较也基本

相符。

讨 论

在传染病的诊断过程中，快速诊断方法除了具

有使用方便、快捷的特点之外，还显示了可以与传统

方法进行直接互补的优势，增加了阳性结果发现的

概率。尤其是对不明原因疾病或突发疫情的筛查，

更显示了其早期诊断的重要性和准确性。然而，任

何新方法的建立，除了应获得研究和部分现场验证

的数据之外，还需要在鼠疫监测的大批量标本中进

行推广使用，验证实际应用的情况，并对其可靠性和

准确性进行评价¨1’141。

尽管有资料报道越南曾经发现在健康人的咽部

携带鼠疫菌¨5|，一些疫源地的静息期间也曾偶尔检

获过弱毒的鼠疫菌H 6’”J，但是我国其他的鼠疫菌株

均来自典型的鼠疫病例和动物宿主。近年来，由于

盲目使用抗生素、标本陈旧、污染或者延误了最佳采

样时机等多种原因，现场工作中有相当一部分确为

鼠疫的病例无法分离到鼠疫菌。在本研究中，判定

为鼠疫的标本中鼠疫菌的分离率仅为83．33％，按照

现行的鼠疫诊断标准将造成漏诊，或只能停留在疑

似诊断阶段。这种情况说明，在鼠疫诊断方法中加

入基因和抗原的检测确实非常必要。2006年4月，

世界卫生组织在非洲的马达加斯加召开了世界鼠疫

防治工作会议，并重点介绍了鼠疫快速诊断方法在

非洲鼠疫地区的应用情况，肯定了这些方法在鼠疫

疫情的早期诊断、处理和追溯诊断中所发挥的决定

性作用‘1 8|。

为确定在实验室中建立的鼠疫菌基因与抗原检

测方法的可靠性，全国共有14个鼠疫监测省的17

个监测点参加了本项工作。共采集各类鼠疫抗原标

本3827份，标本来源覆盖了我国所有类型的鼠疫自

然疫源地。其中来自非鼠疫疫源地区的标本35l

份，经5项试验指标检测均为阴性，实际验证了上述

新方法的可靠性和特异性。本项研究证实，鼠疫快

速诊断方法的联合使用，克服了由于任何单项检测

方法可能出现的假阳性或误判的不足之处，准确识

别人类、动物和环境微生物的标本；它与传统方法相

比较，可在获得标本数小时之内确诊85％以上的鼠

疫菌，提高了检出率和确诊率，这对于提高我国的鼠

疫监测和控制水平具有重要的现实意义。

在研究中PcR检验假阳性率较高，在229份阳

性标本中，共有115份不能为细菌分离或抗原检验

所证实，占PCR总阳性数的50．22％。其原因可能

是在个别批次的试验中发生了扩增产物的污染，这

也说明，单纯以基因检验诊断鼠疫存在着误诊的风

险，必须加以其他试验方法核实其检验结果。另一

方面，PCR检验的缺点还在于其灵敏度不够高

(86．36％)，在能够分离获得鼠疫菌的标本中仍有

18份标本无法用PCR方法检出，类似这样的情况

在非洲马达加斯加也曾有报道u9|。检测也发现在

鼠疫的急性期病例和新近死于鼠疫的动物、蚤类标

本中，因含有大量的鼠疫菌，PCR方法可以准确地

检出。然而，如果标本中含菌量少、较为陈旧或者发

生污染，在培养分离还能够检出鼠疫菌的情况下，

PCR也可能显示阴性，说明单纯的快速检验方法还

不能取代传统的细菌分离。
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在既往的研究中，通常认为胶体金抗原检测方

法的敏感程度较低，只能检出105／m1水平的鼠疫

菌，作为一种初筛方法，可能会漏掉一部分阳性结

果∽0|。然而，在本次研究中，却显示胶体金抗原检

测的敏感程度最高，在使用扩大标准判定的阳性标

本中，只有l份不能用胶体金抗原检测方法检出。

在本研究中观察到多份不能用该方法检出的标本，

在4℃将标本放置24 h后，就可以得出阳性结果。

分析其原因，可能是在放置过程中鼠疫菌裂解，原来

为颗粒性质的抗原释放出来成为可溶性抗原，就可

以结合更多的带有标记的抗体。当然，这个新的鼠

疫判定系统仍需要进一步的完善，PCR检测方法是

其关键性的环节；虽然采取了抗原检测作为旁证其

假阳性已不足虑，但其敏感性较低已成为新的鼠疫

判定系统中的限制性因素。影响鼠疫菌培养阳性率

的各种因素，对PCR检测体系多数都有抑制作用，

而没有PCR检测的旁证，抗原检测的结果也不能得

到承认。因此，提高PCR方法的检出率，将是今后

一个时期的主要目标。
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本刊近期连载“流行病学与计算机应用"系列讲座

·阅读信，息·

近年来知识和信息已经达到每4—5年更新一次的速度。流行病学虽然隶属自然科学，但许多内容介于自然科学与社会

科学、信息科学与生物科学、电子与分子之间。流行病学学科的进步依赖于边缘学科的发展，同理，相辅相成，流行病学的发

展也促进其他学科的进步。我国政府提出“以信息化带动工业化，以信息化推动现代化”的决策，使信息化的步伐大大加速。

我国各地的信息化，电子政务、商务，远程教育、医疗，家庭网络等都在蓬勃兴起。在流行病学方面，急性传染病网络直报已经

形成，生命统计系列软件也在编制。上海地区已在应用健康档案的贮存和分析及恶性肿瘤、糖尿病的报告、管理软件。浙江

省已开发出细菌学检索和致癌剂结构分析的软件。随着硬、软件的不断开发，计算机在流行病学上的应用将会愈来愈广泛和

深入。为了适应时代的发展，复旦大学预防医学研究所组织了海内外流行病学专家编写了《流行病学与计算机应用》一书。

为了便于更多的读者阅读，本刊为先睹为快，从中有目的选择了部分内容，由复旦大学预防医学研究所俞顺章教授编写，本刊

将在2007年第7期起以“系列讲座”形式逢单月刊出。敬请读者关注。
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