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·实验室研究·

应用膜抗原荧光抗体试验检测人群水痘一
带状疱疹病毒血清抗体阳性率

刘静静王明丽甘霖廖伟娇陈敬贤

【摘要】 目的应用膜抗原荧光抗体试验(FAMA)方法调查广州地区正常人群水痘一带状疱疹病

毒(VzV)的流行现状。方法采用以VZV感染细胞作为抗原、异硫氰酸荧光素(FITC)标记的羊抗人

IgG作为二抗的FAMA试验，对随机抽取的592份正常人血清标本进行特异性VZV抗体检测。结果

FAMA试验检测VZV抗体与其他的疱疹类病毒的相应抗体不产生交叉反应。应用此法检测592份血

清标本中，VZV抗体总体阳性率为76．52％；1一、4一、7一、14一、20一、30．、40一及I>50岁年龄组If}L清

抗体阳性率分别是14．67％、51．56％、73．9l％、91．26％、92．78％、95．65％、98．11％和100％。1—3岁年龄组

血清抗体阳性率最低，血清抗体阳性率随年龄的增大而升高；不同性别间阳性率差异无统计学意义

(P>O．005)，不同年龄组间阳性率差异有统计学意义(P<O．001)。结论采用FAMA法检测人群中

ⅥⅣ抗体与其他疱疹类病毒的相应抗体不产生交叉反应，是vzv抗体检测的可靠方法。应以1～3岁

儿童为VZV疫苗免疫的首选对象。

【关键词】水痘一带状疱疹病毒；膜抗原荧光抗体试验；血清抗体阳性率

Seroepidemiology of varicelia．zoster virus infection measured by the fluorescent antibody to

membrane antigen testⅡ(，Jing-jing*，黝ⅣG Ming-li，GAJ7、r Lin，埘0耽ii洳，CHEN Jason．

*Department ofMicrobioLogy，Anhui Medical University。Hefei 230032，China

Corresponding author：CHEN Jason，Emai、：1c28@columbia．edu

【Abstract】 Obiective Adopting serology assay-fluorescent antibody t0 membmne antigen

(FAMA)as“gold smndard”，SCTO—prevalence status of varicella-zoster virus(vzv)infection Was

investigated．in Guangzhou．Methods FAMA test was established with VZV infected human embryo

fibroblasts as antigens and fluorescein isothiocyanate(FITC)labeled goat anti—human IgG as the secondary

antibody．Sensitivity and specificity of the assay were evaluated．The sero-prevalence of anti．VZV IgG in

592 serum specimens randomly collected from a clinical laboratory．Was analyzed with FAMA．Results

Data from FAMA test showed no cross—reaction with othcr Herpesviruses when it Was used to detect vzv

antibodies．The overall prevalence of VZV antibody Was 76．52％．Age．specific prevalence rates of VZV

antibody in different age groups as：l一3，4—6，7—13，14—19，20一29，30—39，40—49，≥50，were

found to be 14．67％，51．56％，73．9l％，91．26％。92．78％，95．65％，98．11％and 100％，respectively．

The sero-prevalence of 1-3 age group appeared the lowest but rose sharply with the increase of age but

showing no association with gender．Conclusion Our data indicated that VZVinfection occurred in early

childhood，in Guangzhou，suggesting that the primary recipients ofVZVvaccine should be under the 1-3

age group．Additional subjects for vaccination would be children above 3 years Old with no history ofVZV

infecfion．and serology test negative for VZV The assay was validated by its excellent specificity and

∞uld be used as the first choice in the detection ofprotective antibodies against VZV infection．
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水痘一带状疱疹病毒(vzv)为双链DNA病毒，

属疱疹病毒a亚科。人类对VzV普遍易感，原发感

染可引起水痘，病死率在7％～28％之间n1。成年人
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罹患水痘并不常见，孕妇若在分娩前5天或产后48

小时内罹患水痘，可能引起围产期水痘，婴儿的病死

率高达30％【2】。目前认为VZV只有一个血清型，病

后可以产生持久的免疫力。用血清学方法检测

Ⅵ乙V抗体对于易感人群的确定和鉴别、水痘疫苗免

疫策略的研究以及疫苗免疫效果的评价具有重要意

义。膜抗原荧光抗体试验(FAMA)检测法是目前被

公认为能够反映VZV免疫状态的最为可靠的试验
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方法，它不仅具有很好的反应敏感性和特异性，与其

他疱疹类病毒不存在交叉反应⋯，而且能够较好地

反映体内的保护性抗体水平H1。本研究应用FAMA

技术对广州市部分人群的vzV抗体水平进行检测，

以了解当地VzV感染的流行状况。

材料与方法

1．细胞与病毒：人胚成纤维细胞(Human

embryo fibroblast，HF)为本实验室制备与保存；VZV

疫苗亲本毒株(p．Oka)由美国哥伦比亚大学附属儿

童医院的Anne Gershon教授惠赠。

2．试剂与仪器：异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

山羊抗人IgG(H+L)购自Beyotime公司，人抗

VZV-lgG标准品(5 IU)购自NIBSC，荧光显微镜为

OLMPUS公司产品。

3．血清标本：2008年5月从广州医学院第一附

属医院检验科所保存的3557份体检血清标本中采

取编号随机数字的方法随机抽取592份血清，一75℃

保存待检。阴性对照flⅡ清由本室从自然人群巾筛选

与保存。交叉反应对照为本实验室用HSV、HCMV

全病毒免疫家兔制备的抗血清。

4．病毒感染细胞的制备：用P．Oka病毒株感染

长成单层的HF细胞，5％CO：孵箱中37℃培养2。

3 d，待细胞病变达80％一90％时，用0．01 tool PBS

(pH值7．2)洗1次，然后用无菌细胞刮刮取细胞。将

刮下的VZV感染HF细胞连同培养液一起转移至

50 ml离心管中，室温下1000×g离心10 min。弃上

清，用PBS重悬细胞沉淀并计数。调整细胞浓度至

1×105／ml备用。

5．FAMA试验：操作步骤和结果判断按照哥伦

比亚大学Anne Gershon教授实验室的具体方法

(Gershon AA：Personal communication，2007)。将待

检血清和对照血清用0．01 mol PBS(pH值7．2)进行2

倍系列稀释(1：2～l：64)，用PBS作空白对照，以本

室保存的阴性血清作阴性对照，以人抗VZV-IgG标

准品作为阳性对照，以HSV或HCMV全病毒免疫的

兔血清作为交叉反应对照。取25肛l不同稀释度的

血清样品加至96孔u型底PVC板中，然后每孑L加入

25 Ixl VZV感染的HF细胞(1×105细胞／m1)，置湿盒

中室温孵育30 min。取出后每孔加入1 50 1．tl PBS并

混匀，40C 1000×譬离心10min，轻甩96孔板弃去上

清。每孔加125 lal PBS洗涤细胞，4℃1000Xg离心
10 min，轻甩96孔板弃去上清，重复洗板1次。然

后每孔加入25山用含有0．01％伊文斯蓝的PBS以

1：500稀释的FITC标记山羊抗人IgG(H+L)(交叉

反应对照孑L巾加入l：500稀释的FITC标记山羊抗

兔IgG)，轻轻振动96孑L板使得沉淀细胞与二抗混

匀，置湿盒中于室温孵育30min。40C 1000×g离心

10 min以后，轻甩96孑L板弃去上清，如上述用PBS

洗板2次，弃去孑L中液体。每孔加入25 m 90％的甘

油PBS溶液重悬细胞，取10¨l重悬细胞滴加在载玻

片上，覆盖盖玻片以后在荧光显微镜下观察结果。

6．统计学分析：所有资料经SAS系统建立数据

库并进行统计分析，采用校正x2检验、Fisher’S精确

概率法、CMH法对不同性别和年龄组间VzV抗体

阳性率进行统计学分析。

结 果

1．FAMA试验结果观察与判定：由于与ⅥⅣ致

病陛和免疫原性相关并具有中和抗原表位的病毒糖

蛋白充分表达于病毒囊膜和受感染细胞的细胞膜

上，因此FAMA试验中所形成的抗原抗体复合物主

要位于感染细胞表面，形成完整的黄绿色荧光环。

本实验中采用0．01％伊文斯蓝衬染以便于观察结

果。感染细胞边缘出现完整的黄绿色荧光环且背景

为红色者判为阳性(图1a)；细胞边缘未m现完整的

黄绿色荧光环，仅见红色背景者判为阴性(图lb)。

待检血清1：2稀释为抗体阳性判断的临界值。值得

注意的是，由于VzV感染的普遍性，如图1b中所见

完全没有荧光的现象十分少见。更常见的是在细胞

的中间或胞核、或者在细胞碎片上见到荧光，这些都

不能判为阳性。

实验结果显示，阳性对照组(人抗VZV-IgG标

准品)在感染细胞边缘出现完整的黄绿色荧光环且

背景为红色判定为阳性(图la)；阴性对照和空白对

照仅见暗红色的细胞，未见细胞边缘完整的黄绿色

荧光环。交叉反应对照(兔抗HSV或HCMV免疫血

清)组亦呈阴性结果，仅见暗红色的细胞，说明

FAMA试验与HSV、HCMV无交叉反应。

2．不同年龄组人群血清中VZV抗体阳性率：

592份血清巾VZV抗体总阳性率为76．52％。按年

龄分组统计，可见阳性率随年龄的增长呈上升趋

势。1～、4一、7．、14～、20一、30～、40一、≥50岁组

VzV抗体总阳性率分别为14．67％、51．56％、73．91％、

91．26％、92．78％、95．65％、98．1l％、100％(表l，图

2)。经CMH法分析，不同性别间VZV抗体阳性率

差异无统计学意义(P>0．005)，各年龄组间VzV抗

体阳性率差异有统计学意义(P<O．001)；见表2。
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表1广州市人群中不同年龄组VzV f|iL清抗体阿i性率(％)

·373·

注：a：FAMA试验阳性；b：FAMA试验阴性

图l FAMA试验检测人血清标本中ⅥⅣ抗体结果
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图2广州市健康人群中不同年龄组VzV抗体流行趋势

讨 论

用血清学方法检测vzv抗体对于易感人群的

确定和鉴别、水痘疫苗免疫策略的研究以及疫苗免

疫效果的评价具有重要意义。迄今已经用来检测

表2广州f仃人群中不同年龄组VZV血清抗体阳性率比较

注：括号外数据为VZV抗体的阳性例数，括号内数据为阳性率

(％)；。采用校正x2检验；‘采用Fisher’S精确概率法；‘采用CMH

法；不同年龄段间VZV抗体阳性率比较(R×C法)：男性z2=

147．7671，P<O．001；女性)c 2=101．6348，P<O．001；总人群)【2=

247．5669，P<O．001(CMH法)

VzV抗体的试验包括补体结合试验(CF)、抗补体

免疫荧光抗体试验(CIFA)、中和试验(N)、间接血

凝试验(IHA)、免疫黏附凝集试验(IAHA)、放射免

疫测定(RIA)、乳胶凝集试验(LA)以及用纯化的病

毒糖蛋白作为抗原的gpELISA等B·引，但是它们均

存在一些缺陷，如CF的敏感性不高¨1；ELISA法易

受干扰因而缺乏良好的敏感性和特异性n】。有研

究显示，在ELISA检测为阴性的标本中用FAMA重

新检测仍有15％为阳性哺1；gpELISA、RIA和LA等

虽然具有良好的敏感性和特异性，但是其结果与机

体对VZV感染的免疫状态有时不相吻合b1，这是因

为虽然经过多年的研究，针对VzV感染的保护性

抗体的组成还不十分清楚。国外研究已表明，

FAMA法检测VzV抗体敏感性好、特异性高、结果

易判定、重复性好等优点，且未发现与其他疱疹病

毒感染产生交叉反应。更重要的是，该实验结果能

够最好地反映被检血清中是否含有针对VzV的保

护性抗体，所以该法一直被认为是了解VZV免疫

状态的“金标准”【3J’9】。

FAMA技术为检测人群对水痘的免疫力提供
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了较为准确的血清学方法，它只需要少量的血清

(10“1)就可以进行检测，同时还可以在微孔板上进

行大量标本的高通量操作。本实验中以人抗

VZV-IgG标准品为阳性对照，从自然人群中筛选与

保存的血清为阴性对照，以PBS为空白对照进行了

多次重复试验，均得到相同的结果；并发现阳性和阴

性结果在荧光显微镜下容易确认，因而可以将荧光

观察中冈主观原冈造成的误判降低到最小程度，保

证了试验结果的重复性与准确性。

水痘虽然是一个世界性的传染性疾病，但是它

的流行病学特点会随着地理位置的改变而有所不

同¨引。有研究表明，新加坡vzV抗体年龄别流行率

0～4岁为4．O％，5～14岁为21．O％，15～24岁为

41．O％，≥45岁可达到98．0％【1门；在马来西亚、泰国

和印度15岁以上人群的血清抗体阳性率为

50．0％～57．0％[1引。但是在英国到3岁时超过半数

的儿童已经感染了vzV，15岁时血清阳性率已经

高于90．o％[131；西班牙的研究显示，在10一14岁的人

群中血清阳性率为92．O％【l引。这些数据表明，VzV

抗体年龄别流行率在温带和热带国家是有差另H的。

一般而言，温带地区15岁时90．O％的儿童已经有了

VZV抗体，而在热带地区相同年龄段只有约半数的

儿童感染过vzV。由于不同国家和地区水痘的流

行病学特点可能不同，因此为了科学地制定疫苗免

疫计划，了解本地区VzV的血清流行病学特点是非

常重要的。

在本次研究中运用FAMA技术检测592份不同

年龄组人血清标本，其中阳性标本453份，阳性率为

76．52％。由于新生儿血清中通常带有来自母体的抗

体，这些抗体不能反映VZV自然感染的情况，且大

约在6个月以后逐渐消失，因此本研究没有将1岁以

下的儿童纳入分析。从图2中可以看出1～19岁血

清阳性率从14．89％迅速上升到92．86％，而19～40

岁血清阳性率逐渐达到100％；从感染趋势上看，随

着年龄的增长，人群VzV抗体阳性率呈上升趋势，

且VzV抗体年龄别流行率上升速度是相似的；从性

别上看两者差异无统计学意义。这一结果与我国其

他省市的人群VzV抗体阳性率相一致n¨引。国外温

带地区国家的情况也很类似，例如意大利20—39岁

的人群中VzV血清阳性率达到91．8％【l们；美国0～4

岁组抗体阳性率为18．0％。5。9岁为59．o％，10～14

岁为88．0％，≥15岁为100％L驯；法国8岁以上儿童

抗体阳性率>82％，18岁以上>90．O％⋯1；沙特阿拉

伯<2岁组为46．O％，l。5岁为51．0％，6—9岁为

74．0％，>30岁为91．0％【2¨。

疫苗是预防和控制、，zV流行最有效的手段。

在美国从l995年开始，水痘减毒活疫苗被批准用于

预防水痘感染，10多年间儿童中水痘发病率和死亡

率显著降低∞J。本次调查结果显示，l一3岁组有

85．33％的儿童为VZV易感者，因此应以1～3岁儿

童为疫苗接种的首选对象。4～6岁、7～13岁儿童

已有51．56％和73．91％受到感染，宦选择没有水痘史

的儿童作为免疫对象。l岁以下的儿童常常还含有

来自母体的VZV抗体，因而没有列入本研究。

Eugene[231指出，在接种vzV疫苗后血清阳转率为

97．0％，但在第二年即降低至86．0％，在随后的6年中

VZV抗体便会逐渐降低到不易检出的水平。因此

提出在青春期前再加强免疫一次，可以减少成年人

中易感个体的比例，提高人群免疫力，有效地预防水

痘的流行。另外，也有报道指出，在疫苗接种覆盖率

不完全的地区，儿童中水痘的发病率虽然显著下降

了，但是首次感染VZV的年龄增大了阻】，这使得在

军队、大学校园等年轻人聚集的地方预防水痘变得

更加重要。

本次研究表明，广州虽然地处亚热带，但VZV

感染情况与温带地区大体一致。由于大多数VZV

的感染都发生在学龄前到小学这段时期，因此在

l一3岁时普遍接种疫苗可以减少水痘的发病率，并

大大降低野毒株在人群中的传播。若能在青春期前

加强免疫一次，既能进一步增加疫苗接种覆盖率，又

可以减少成年人中的易感个体比例，将会有助于

VzV感染的预防。
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第十届全军流行病学专业学术会议征文

·征稿通知·

为进一步加强全军流行病学专业学术交流，掌握流行病学国内外最新研究进展，推动全军流行病学科不断发展，全军流行

病专业委员会定于2009年9月在青海省两宁市召开“第十届全军流行病学专业学术会议”，会议由军事医学科学院微牛物流行

病研究所病原微生物生物安全国家重点实验室承办。会议届时将邀请军内外知名流行病学专家作专题报告。为更好开展学

术交流，现公开征集会议论文。会议热忱欢迎流行病学研究领域的专家和从事相关工作的同道踊跃投稿，积极参会交流。

1．征文内容：流行病学研究最新进展；新／突发传染病流行病学；新／突发传染病的监测、实验室诊断、病原检测、鉴定、预防

及防护等；新技术、新方法在流行病学研究中的应用；媒介生物控制及防治研究。2．征文要求：(1)未公开发表的论文或论文摘

要(论文限5000字以内，摘要限400字)；(2)文稿全文采用word文本，来稿以A4纸打印一份，请注明作者和联系地址(含所属

单位、电话、Email)，来稿请注“全军流病会征文”，同时请提交电子版文档；纸质稿件请寄：100071北京市丰台区东大街20号五

所科技处韩晓娜收，电子投稿：harem929@126．corn联系电话，传真：010—63897954；(3)来稿请附单位论文投稿介绍信；(4)征

文截止日期：2009年5月31日。

全军流行病学专业委员会

 


