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血清杀菌试验和酶联免疫吸附试验测定
C群脑膜炎奈瑟菌血清抗体滴度比较

朱兵清徐丽周海健邵祝军
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【摘要】 目的 比较血清杀菌试验(SBA)和酶联免疫吸附试验(ELISA)测定两种C群脑膜

炎奈瑟菌(，vm)疫苗免疫后血清抗体滴度的差异。方法采用SBA钡fJ定75名未免疫健康成年人

(40～70岁)血清、143名3—8月龄婴儿及194名3—5岁儿童NmA和C群结合疫苗或A+C群多

糖疫苗免疫前后血清中Nm杀菌抗体水平，然后用ELISA测定相应血清的Nm特异性lgG含量，并

利用线性相关与回归分析两种测定结果的相关性。结果未免疫健康成年人血清中Nm杀菌抗

体水平和特异性IgG含量之问的相关性较高(r-O．814 33，P<0．001)；3～8月龄婴儿和3—5岁儿

童接种结合／多糖疫苗前，Nm杀菌抗体水平和特异性IgG含量之间相关性较差(3．8月龄：r=

O，140 64，P>0．100／r=O．2899，P<0．05；3—5岁：r=0．54040．P<0．0S／r=0】94 36，P<0．05)，接种l

剂结合疫苗后，杀菌抗体水平和特异性lgG含量之问的相关性较好(r=O，809 38，P<O．001和r=

O．837 23，P<0．001)；接种多糖疫苗后，杀菌抗体水平和特异性IgG含量之间的相关性较差(r<

O．500 00)。结论健康成年人血清和结合疫苗免疫后的婴幼儿血清中特异性C群Nm IgO含量可

以间接反映血清杀菌抗体水平，ELISA方法可以替代SBA。但ELISA检测方法不适用于3—8月

龄婴儿多糖疫苗免疫后的效果评价。
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【Abstract】0bjective To analyze the levels of human serum antibody against Nelsseria
meningitidis serogroup C measured by sernm bactericidal assay(SBA)and ELlSA．Methods SBA

and a modified ELISA were applied to measure the serum bactericidal titer and the specific

concentration of immunoglobulin G(IgG)against meningoeoccal semgroup C in sera samples．

Seventy—five sera were from healthy aduIts without undertaking vaccination while another 429 and 388

pre．and post-vaccinated ggra were from 143 infants and l 94 young children immunized with

conju2ate vaccine or polysacchafide vaccine．respectively．Correlation between SerLlm bactericidal titer

and the concentration of specific lgG against meningococcal serogrouD C W8$analyzed．Resnl拓The

concentration of meningococcal serogronp C specific lgG in healthy adults showed a strong
correlation(r=0．814 33．P<0．001)with scrim bactericidal titer through linear regression analysis．

Weak correlation was observed between SBA titers and lgG concentration in pre vaccinated sera of

infants and children(conjugate／polysaccharide vaccine)(infants：r=0．140 64．P>0．100／r=0．2899，

P<O．05：children：r=0．540 40，P<O．05／r=0．194 36．P<O．05)．Atier immunization with 2．dose

conjugate vaccine in infants and l—dose in children．a s竹ong correlation between the two panels of

resultsWas observed(r=O．809 38，P<O．001 and r=0．837 23，P<O．00l respectively)．However after

immunization with polysaccharide vaccine．the correlation between serum bactericidal liter and

concentration of specific IgG Was weak(r<0．500 00)．Conclusion Amonghealthy adults and post
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vaccinated infants or young children immunized with conjugate vaccine，the concentration of specific

IgG was comparable to the serBm bactericidal titer against meningococcal serogroup C．However，it

was not unfavorable tO Bse ELlSA as the principal means of measuring serBm antibody res[Ionses to

polysaccharide vaccine for infants under 1 year old．

【Key words】 Neisseria meningitidu group C；Serum bactericidal assay；Enzyme—linked
immunosorbent aSSay

流行性脑脊髓膜炎(流脑)是由脑膜炎奈瑟菌

(‰)感染引起的一种细菌性脑膜炎。2007年我国
将A+C群流脑疫苗纳入免疫规划，监测和评价该

疫苗的免疫效果对于制定合适的免疫策略具有重要

指导意义。目前用于人群血清Nm抗体水平检测的

方法主要有血清杀菌试验(SBA)和酶联免疫吸附试

验(ELISA)，后者因受血清中复杂成分影响，不能真

实反映保护抗体水平“·“。SBA检测的是血清中具

有杀菌活性的功能性抗体水平，是疫苗免疫效果血

清学评价的金标准b】，但是该方法操作繁琐且技术

要求高。本研究对多种来源的血清同时用这两种方

法进行测定。

材料与方法

1．菌株和血清：SBA所用Nm来自中国医学菌

种保藏中心，菌种编号为CMCC29026。血清样本主

要来自接种NmA+C群多糖疫苗、A和C群多糖结

合疫苗前后的143名(多糖疫苗50名；结合疫苗93

名)3～8月龄婴儿和194名(多糖疫苗112名；结合疫

苗82名)3。5岁儿童；75名成年人血清样本来自未

接种过流脑疫苗的40—70岁健康体检者。

2．主要试剂和仪器：补体来源于<4周龄的幼

兔血清；脑心浸液、胰酶大豆肉汤(TSB)为美国

Difco公司产品；脱纤维新鲜羊血、琼脂和DPBS缓

冲液(0．5 mmol／L MgCl2，0．9 mmol／L CaCl2；pH 7．4)

为美国Gibco公司产品；2，3，5一氯化三苯四氮唑

(TTC)为分析纯级产品。检测特异性c群Nm多糖

抗体IgG的ELISA试剂盒购自北京绿竹生物技术有

限责任公司，Nm多糖抗体标准血清购自英国国家生

物制品检定所(NIBSC)。紫外分光光度计为

Eppendorf Biophotometer RS一232C(德国Eppendorf

公司)，酶标板震荡器为德国KIB公司产品。

3．SBA：血清中杀菌抗体水平测定参照文献[4]

并进行优化：①补体灭活：将参比血清、待检血清和

少量兔补体于56℃放置30 min，灭活补体。②Ⅳm

悬液制备：将Nm菌株CMCC29026接种于哥伦比亚

血培养基，37℃，5％CO：培养16～18 h，挑选20个

典型菌落转种培养基平板上培养4．6 h。刮取菌苔

至缓冲液中混匀，600 nrll波长下测量A值为0．345

(0．35±0．005)，用缓冲液进行4×104倍稀释。③样

本检测：每份待检血清均设置抗体对照(灭活兔补

体+菌液+待检血清+稀释液各12．5 u1)。每块96

孑L板均设置参比血清对照。每批次试验设置补体对

照和体系对照。④结果判定：如待检血清孔内菌落

的数量<补体对照孔的50％，即判为“杀菌”，否则判

为“不杀菌”b3。能够杀死≥50％菌体的最大血清稀

释度即为杀菌抗体滴度。以抗体滴度≥1：8作为判

定具有抵御Nm感染能力(保护性)的标准。

4．ELISA：血清中特异性IgG含量检测按照试剂

盒说明书操作。待检血清的起始稀释度为1：100，

倍比稀释至l：800，NIBSC标准品用稀释液稀释成

0、5、lO、20、40、80、100、160 ng／ml，与待检血清样本

同时测定，直线回归分析的线性相关系数r不低于

0．95。待检血清中特异性C群Nm多糖抗体的含量

首次测定低于标准曲线的范围时，减少其起始稀释

度至1：20后再行测定；抗体含量首次测定高于标准

曲线的范围上限者，进行更高稀释度的测定。以抗

体含量≥2．0 gg／ml作为判定具有抵御Nm感染能力

(保护性)的标准。

5．统计学分析：将数据录入Excel 2003数据库，

采用Origin 7．5软件对“经对数转换”的杀菌抗体滴

度和特异性IgG含量进行直线回归及相关性分析。

结 果

1．成年人血清中Nm杀菌抗体滴度与特异性

IgG含量的相关性：75份健康成年人血清样本的杀

菌抗体滴度与特异’IgG含量之间相关性较好(r_
O．814 33，P<O．001)，见图1，其中72份血清经两种

方法检测的保护性相符，符合率达96％以上。

特异性lgG含量

图l成年人血清C群Nm杀菌抗体滴度

与特异性IgG含量的相关性
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2．3—8月龄婴儿及3～5岁儿童经结合疫苗免

疫前后血清中Nm杀菌抗体滴度与特异性IgG含量

的相关性：

(1)3．8月龄婴儿：疫苗接种前，杀菌抗体滴度

和特异性IgG含量之间无相关性(r=0．140 64．P>

0．100)；经2剂疫苗免疫后，二者相关性显著增高

·523·

(r=O．809 38，P<O．001)；经3剂疫苗免疫后，二者相

关性有所下降(r_O．550 61，P<O．001)(图2)。接种

疫苗前，91．4％(85／93)的血清样本经两种方法检测

的保护性相符；接种2剂和3剂结合疫苗后，93份样

本中分别有92份和91份血清样本经两种方法检测

的保护性相符，二者符合率达97％以上。

图2 3—8月龄婴儿结合疫苗免疫前后血清C群Nm杀菌抗体滴度与特异性IgG含量之间的相关性

(2)3—5岁儿童：疫苗接种前，杀菌抗体滴度与

特异性IgG含量之间相关性较差(r_O，540 40，尹<

O．05)；疫苗(10肛g)免疫后1个月，二者相关性较好

(r=0．837 23，P<O．001)(图3)。接种疫苗前后，分

别有81．7％(67／82)和100％(82／82)的血清样本经两

种方法检测的保护性相符。

图3 3～5岁儿童结合疫苗免疫前后血清C群Nm杀菌

抗体滴度与特异性IgG含量之间的关系

3．3。8月龄婴儿及3～5岁儿童经多糖疫苗免

疫前后血清Nm杀菌抗体滴度与特异性lgG含量的

相关性：

(1)3—8月龄婴儿：疫苗接种前，血清杀菌抗体

滴度和特异性IgG含量之间相关性较差(r=0．2899，

P<0．05)；经2剂疫苗免疫后，二者相关性仍较差

(r=0．431 04，P<O．005)；经3剂疫苗免疫后，二者之

间无相关性(r=O．127 29，P>O．100)(图4)。疫苗接

种前98．0％(49／50)的血清样本经两种方法检测的保

护性相符；接种2剂和3剂多糖疫苗后，50份样本中

分别有3l份和28份血清样本经两种方法检测的保

护性相符，二者符合率为62．0％和56．O％。

(2)3。5岁儿童：疫苗接种前，杀菌抗体滴度与

特异性IgO含量之间相关性较差(r=0．194 36，P<

0．05)；疫苗(50嵋)免疫后1个月，二者相关性提高

(r=0．536 34，P<O．001)(图5)。接种疫苗前后，分

别有61．6％(69／112)和87．5％(98／112)的血清样本经

两种方法检测的保护性相符。

讨 论

本研究结果显示，SBA与ELISA方法在测定健

康成年人血清中的C群Nm抗体时结果相关性较

好，保护性的一致度也较好，说明既往自然感染Nm

的健康人群血清中存在的杀菌抗体多为IgG类型的

多糖抗体。这些血清均来源于>40岁的健康人，未

接种过Nm疫苗，因此基本代表Nm自然感染入群的

抗体水平。

但是，在检测3～8月龄婴儿和3～5岁儿童疫苗

免疫前后的血清抗体时，两种方法的检测结果有一

定的差别，其中，接种多糖疫苗和结合疫苗后的结果

又有差别。接种疫苗前，各人群血清抗体经两种方

法检测的结果相关性均不好，但是保护性的一致度

尚可(除1组为61．6％，余3组均>80．O％)，其中3．8

月龄婴儿保护性的一致度明显高于3～5岁儿童，这
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特异性IgG含量

图4 3—8月龄婴儿多糖疫苗免疫前后血清C群Nm杀菌抗体滴度与特异性IgG含量的相关性

特异性IgG霄量

图5 3。5岁儿童多糖疫苗免疫前后血清C群Nm杀菌

抗体滴度与特异性lgG含量的相关性

可能因为前者体内更多的是功能稳定的胎传抗体，而

后者体内主要为自身产生的功能不够稳定的抗体。

接种多糖疫苗后二者的相关性未见明显变化，这是因

为婴幼儿的免疫系统正处于发育成熟阶段，对细菌多

糖T细胞非依赖性抗原的反应不稳定，所产生的抗体

也多属于无功能的低亲和力抗体【6。，因此采用ELISA

测定的IgG抗体中包含大量的无功能性抗体，这种

亲和力未成熟的抗体不具备杀菌能力。然而，接种

多糖疫苗后，保护性的一致度明显变化，但是不同年

龄段表现出不同的趋势(3～5岁儿童一致度升高，

3～8月龄婴儿一致度降低)，这可能还是因为不同年

龄婴幼儿对多糖免疫应答能力不同的缘故，相对来

说，年龄越小，产生功能性抗体能力越弱。相比接种

结合疫苗后产生的特异性IgG含量与血清杀菌抗体

的相关性较高，国外已有研究也得到类似结果’5-7J】，

另外，两种方法检测出的保护性一致度良好，可能是

因为结合疫苗可以更有效地刺激婴幼儿产生功能性

的抗体。

总之，对于不同年龄段人群，根据ELISA判定

个体是否具有抵御Nm感染的能力(保护性)与SBA

判定的结论基本一致，因此可以替代后者用于保护

性检测。成年人、婴幼JLNm结合疫苗免疫前后血

清中Nm特异性IgG含量的测定可间接反映血清杀

菌抗体水平，因此ELISA可以替代SBA。但ELISA

不适用于3～8月龄婴儿接受Nm多糖疫苗免疫后的

效果评价。
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