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免疫印迹法带型作为判定HIV-1
新发感染的研究

王继宝 张娜 于海英李艳玲段星颜浩杨锦段松蒋岩

·实验室研究·

【摘要】 目的从HIV确证的免疫印迹法(wB)带型中获得新发感染相关信息。方法收

集云南省德宏州2011年经WB确证为HIV抗体阳性样本1466份，分别用BED捕获酶免疫法

(BED．CEIA)和限制性抗原亲和力酶联法(LAg．Avidity EIA)检测新发感染者，分析比较WB检测

中不同条带特征对新发感染判定的意义。结果BED．CEIA或LAg．Avidity EIA检出的新发感染

者，其WBI拘p17、p24、p31、gp41、p51、p55、p66、gpl20和Igpl60条带反应强度与长期感染的差异有

统计学意义(P<0．05)，均低于长期感染者相应的条带反应强度。结论WB条带中的p31呈阴性

反应、WB条带反应强度总分不高于13分、eny区条带反应强度不高于5分或pol区条带反应强度

不高于4分时应高度怀疑其为新发感染。
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【Abstract】0bjective To obtain information on HIV disease progression through western

blot(WB)band profile．Methods 1466 available serum samples of newly reported HIV，AIDS

cases，confirmed by WB from Dehong prefecture of Yunnan province in 20 1 l，were tested，using the

BED HIV Incidence Capture Enzyme Immunoassay(BED．CEIA)and Limiting Antigen Avidity

Enzyme Immunoassay(LAg·Avidity EIA)，respectively．Differences of WB band profiled between

recent infections and established infections were then compared．Results Infections defined as

‘recent’showed lower mean antibody intensities to p17，p24，p31，gp41，p51，p55，p66，gpl20 and

gpl60 in WB when compared to those established infections with statistical difference(P<0．05)．
Conclusion These WB band profiles which were considered as‘recent’infections would include

factors as：lack of antibody reactivity to gp41 antigen，with intensity scores of all bands lower than 1 3，

and those intensity scores of antibody to env protein lower than 5 or to pol protein lower than 4．

【Key words】 Recent HIV infections；Westem blot band
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亲和力低于晚期的特性区分新发感染者和长期感染

者n“。两种检测方法的步骤均为首先检测HIV抗

体，阳性者再用特定的HIV新发感染检测方法，即一

份样本必须经过至少两次实验室检测才能得到可靠

的HIV新发感染检测结果。但Schiipbach等b，副研究

发现确证检测的免疫印迹法(WB)带型中蕴含新发

感染信息，可在抗体确证检测的同时不需额外增加

检测成本获得新发感染信息。为此本研究将

BED．CEIA和LAg．Avidity EIA判定的新发感染者

和长期感染者的WB带型进行比较和分析，探索其
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中蕴含的新发感染信息。

材料与方法

1．检测样本：云南省德宏州2011年新诊断的

HIV抗体阳性样本1466份(包括常规检测策略和替

代检测策略)，样本人群年龄2。8l岁，平均(34．77±

11．60)岁，男女性别比为2．2：1(1008／458)。其中

497份样本仅有WB条带阴阳性信息，另969份样本

在分别进行BED—CEIA和LAg—Avidity EIA检测后

补做了WB确证检测，且有WB确证条带反应强度

的得分数据。所有样本在进行HIV抗体检测后均置

于一80℃冻存，进行新发感染检测前将样本置4℃

冻融，待平衡到室温后再检测，检测后剩余样本仍

放一80℃长期冻存。

2．检测方法：

(1)WB：采用HIVl+2型抗体检测试剂盒(新

加坡MP生物医学亚太有限公司，批号：AE9015)，按

试剂盒说明书进行HIV抗体确证检测，以试剂盒中

自带的强阳性和弱阳性对照作为WB条带反应强度

的判定标准[分别代表3分(强阳性)和1分(弱阳

性)]，据此将样本的WB条带反应强度得分由低到

高依次分为0分(阴性)、1分(弱阳性)、2分(强于弱

阳性，但弱于强阳性)、3分(强阳性)，由2名以上检

测人员肉眼观察每个样本WB各条带的反应强度，

当反应强度位于2个等级之间时优先满足低得分

(如条带反应强度>1分但<2分时判为1分，依次类

推)，并以观察结果的平均值计算得分；组合条带得

分是所属区内各条带反应强度得分之和。

(2)BED—CEIA：采用美国Calypte生物医药公

司的BED—CEIA，并严格按照说明书操作。固相载

体微孑L板用羊抗人IgG包被，以捕获血浆或血清中

的抗HIV-1特异性IgG抗体和总IgG抗体，计算受

检样品中抗HIV二l特异性IgG抗体占总lgG抗体的

比例。将检测所得吸光度(A)值通过标准品吸光

度(An)值换算为An值，An值>0．8为感染时间>

168 d，≤0．8为在采样前168 d内感染，从而判断新

发感染者和长期感染者。

(3)LAg—Avidity EIA：采用HIV-1新发感染

LAg—Avidity EIA检测试剂盒(北京金豪制药股份有

限公司，科研试用装，批号为20120711，有效期为

2013年7月10日)。每个试剂盒配置一套质控品，

包括阴性质控品(NC)、校准品(CAL)、弱阳性质控

品(LPC)和强阳性质控品(HPC)各1份。实验分为

初筛试验和确认试验，每次试验必须加2孔NC及

CAL、LPC和HPC各3孔。将每次实验得到的LPC

和HPC控品A值的中位数、NC质控品A值的平均数

和样品A值(确认试验中为A值的中位数)除以CAL

A值的中位数，得NAn值。实验中质控品的A值和

4n值必须在试剂盒规定的范围内，否则为无效实

验，需重复检测。试验操作严格按照试剂盒说明书

进行，实验流程如图1所示。美国Sedia公司生产的

LAg—Avidity EIA商品化试剂盒的窗口期为130 d。

An值的临界值为1．5，其操作流程与北京金豪公司

生产的LAg—Avidity EIA科研用试剂盒相同。

确认为H1v抗体阳性标本

(单孔初筛检测)

An值<2．0，用3孔进行确认试验I An值92．0，判为长期感染

An值≤1．5，判为近期感染I An值>1．5，判为长期感染

图1 LAg-Avidity EIA实验流程

3．判定标准：本研究依据BED—CEIA和LAg．

Avidity EIA检测结果(新发感染、长期感染)作为判

定标准。在计算不同条带新发感染判定规则的敏感

性和特异性时，排除BED．CEIA和LAg—Avidity EIA

检测结果不一致样本。

4．统计学分析：采用独立样本t检验，比较新发

感染方法检出的新发感染与长期感染样本的WB条

带得分，并以本研究中新发感染判定标准计算不同

条带新发感染判定规则的敏感性和特异性。以

SPSS 1 7．0软件完成统计分析。

结 果

1．新发感染检测：采用BED—CEIA从1466份

HIV抗体阳性样本中检出177份新发感染和1289份

长期感染，新发感染者平均年龄(32．03±11．28)岁，

长期感染者平均年龄(35．14±11．59)岁。采用LAg．

Avidity EIA从1466份HIV抗体阳性样本中检出80

份新发感染和1 386份长期感染，新发感染者平均年

龄(30±11．46)岁，长期感染者的平均年龄(35±

11．60)岁。

2．新发感染者和长期感染者WB检测得分：969

份样本无论是BED．CEIA还是LAg．Avidity EIA，其

检出的新发感染者p17、p24、p3l、gp41、p5l、p55、

p66、gpl20和gpl60条带反应强度与长期感染的差

异有统计学意义(P<0．05)(表l和图2、3)，均低于

长期感染者WB条带的反应强度。将这些WB条带

按照其基因编码所属的区域分为env区(包括gp41、
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gpl20和gpl60)、poZ区(包括p31、p51和p66)和gag

区(包括p17、p24和p55)n’8|，比较不同基因编码区

WB条带反应强度。结果显示，新发感染者e聊区、

poZ区和gag区条带反应强度与长期感染者的差异有

统计学意义(P<O．05)(表I和图2、3)，且均低于长

期感染者。

3．不同条带判定规则的敏感性和特异性：在

969份具有WB条带反应强度的样本中，将BED—

CEIA和LAg．Avidity EIA检测结果均为新发感染的

样本判定为新发感染(n=35)，检测结果均为长期感

染的判定为长期感染(n=871)，以此为金标准，比较

不同条带判定规则的敏感性(敏感性=具有某特定

条带特征的新发感染者数／两种新发感染均判为新

发感染者数)和特异性(特异性=不具有某特定条带

特征的长期感染者数／两种新发感染检测方法均判

为长期感染者数)。由表2可见，单条条带判定规则

中p31的敏感性和特异性均较好(敏感性和特异性

均约为80％)，即WB确证检测结果中，p31呈阴性反

表1 BED．CEIA和Lag．Avidity EIA检出新发感染者和长期感染者
WB条带反应强度的t检验

应时应高度怀疑其为新发感染。

组合条带判定规则中，WB条带反

应强度总分≤13、env区条带反应强

度得分≤5和pol区≤4等判定规则

的敏感性和特异性均较高(敏感性

和特异性均约为80％)，即WB条带

反应强度总分不高于13分、env区

条带反应强度不高于5分或p02区

条带反应强度不高于4分时应高度

怀疑其为新发感染，这与Duri等阳1

对HIV血清阳转的急性期感染者

的研究结果一致，即新发感染者pol

区p31、p51、p66条带出现的频率明

显低于长期感染者。Sudha等n们对

不同阶段HIV感染者WB结果进行

7．19
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表2 WB不同条带判定规则的敏感性和特异性(％)

条带判定规则墨婺(特异n=8性71) 条制定删篙(n槲=8性71) 条带判定删墨瑟(特异n=8—71)
p17 p55 gag区(p17+p24+p551

≤0 43．3 75．5 ≤0 83．3 43．5 ≤0 10．0 97．4

≤1 70．0 53．2 ≤1 93．3 19．6 ≤1 20．0 94．5

≤2 93．3 26．5 ≤2 100．0 5．1 ≤2 36．7 85．6

p24 p66 ≤3 56．7 72．1

≤O 13．3 96．9 ≤0 16．7 99．1 ≤4 66．7 56．3

≤1 23．3 90．8 ≤1 66．7 90．4 ≤5 86．7 39．7

≤2 46．7 76．6 ≤2 100．0 71．O ≤6 90．0 24．3

p3l gpl20 pol区(p31+p5l+p66)

≤0 85．7 81．9 ≤O 23．3 99．3 ≤0 16．7 99．3

≤l 93．3 54．9 ≤1 73．3 88．4 ≤1 36．7 97．7

≤2 100．0 14．8 ≤2 100．0 40．6 ≤2 70．0 93．6

p41 gpl60 ≤3 73_3 89．8

≤0 73．3 95．3 ≤l 10．O 100．0 ≤4 83．3 82．2

≤1 90．0 72．7 ≤2 66．7 95．4 总分

≤2 100．0 27．4 e／'w区(gp41+gpl20+gpl60、 ≤2 10．O 99．9

p5l ≤l 6．7 100．O ≤5 23．3 99．7

≤0 40．0 95．3 ≤2 23．3 99．8 ≤6 33．3 99．4

≤1 76．7 80．5 ≤3 53．3 99．0 ≤7 46．7 98．9

≤2 93．3 54．3 ≤4 80．0 95．8 ≤10 60．0 94．7

≤5 88．3 89．6 ≤11 73．3 92．8

≤6 90．O 72．3 ≤12 76．7 90．2

≤13 80．0 85．6

≤15 83．3 76．3

注：总分包括gp41、gpl20、gpl60、p31、p51、p66、p17、p24、p55

的研究结果显示，虽然早期感染者和晚期感染者

WB反应条带数都比较少，但早期感染者的el"tv区

(gpl60、gpl20和gp41)WB反应条带部分缺失或较

弱且伴有p31条带缺失，这与本研究结论一致；晚期

感染者env区(gpl60、gpl20和gp41)WB反应条带全

出现且伴有p24条带同时出现。

讨 论

2011年云南省德宏州新诊断的1466份HIV抗

体阳性样本中，BED—CEIA和LAg．Avidity EIA检测

均为新发感染者76份，均为长期感染者1285份，检

测结果不一致105份。两种新发感染检测方法结果

不一致的105份样本中有101份是BED—CEIA判定

为新发感染，而LAg—Avidity EIA判定为长期感染

(其中有10份为艾滋病患者样本)；仅4份样本

BED—CEIA)EI]定为长期感染，但LAg—Avidity EIA判

定为新发感染，均为HIV感染者。因此，与BED．

CEIA相比，LAg—Avidity EIA的特异性更好，与

Duong等H1的研究结果相似。

本研究采用WB条带反应强度判定新发感染。

随着条带反应强度的增强其特异性逐渐降低，但敏

感性逐渐增加，说明用WB条带进行新发感染判定

的窗I：3期可能比BED—CEIA和LAg—Avidity EIA的

窗口期短(本研究的“窗口期”是指自抗体出现至新

发感染检测方法依据其判定标准判定为近期感染所

间隔的平均时间n¨)。江华洲随1用标准血清盘得到

的p31的窗I：3期约为38．9 d，有待于更多研究证实。

BED—CEIA和LAg—Avidity EIA均判定为新发感染

样本中，有30份p31为阴性，有研究表明WB的p31

条带的窗口期为38．9 d№1，即这30份新发感染样本

的感染时间约为38．9 d内。30份p31阴性的新发感

染样本中有26份p24呈阳性反应，即p31抗体阳转

时间迟于p24抗体，这与Fiebig[121和Lindback[1引等的

研究结果一致。4份p31和p24均为阴性的新发感

染样本其WB条带仅有gpl60和gpl20，依据《全国

艾滋病检测技术规范》n1中的相关规定应判为不确

定样本，但是替代策略检测结果为阳性，且在6个月

后的随访中WB带型有进展并达到阳性判定标准

(表3)。由此可见我国HIV抗体替代策略检测敏感

性较好，同时提示WB检测结果仅有gpl60和gpl20

时应高度怀疑其为新发感染的早期(即急性感染

期)，并做好检测后咨询和随访工作。Et常HIV抗体
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检测工作中，若WB反应条带数较少或反应强度较

弱(如euv区条带反应强度不高于2分)，且无艾滋病

临床症状，应高度怀疑其为新发感染；若WB条带不

满足阳性判定标准，尤其是gpl60和p24同时出现，

在排除自身免疫性疾病n41或恶性肿瘤等有可能造

成非特异性抗体反应的情况后，应怀疑其为感染早

期n 5|，并定期随访，防止二代传播。

表3 4名HIV感染者随访6个月后WB检测带型

感染者编号 WB带型

1

2

3

4

gpl60、gpl20，p66、p55，gp41，p31，p24

gpl60、gpl20、p66、p55、gp41，p31，p24、p17

gpl60、gpl20、p66，p55，p51，gp41、p31、p24，p17

gpl60，gpl20，p66、p55，p51、gp41，p24

WB条带中除蕴含新发感染的信息外，还蕴含

多种信息，如Garland等n副在队列研究中发现HIV血

清阳转后WB检测结果中p55条带的缺失与疾病进

展的速度有关，即缺少p55条带者疾病进展速度

快。WB确证检测是判定HIV感染的重要实验方

法，除HIV感染信息外，检测人员还可以利用专业知

识从条带信息中发现与HIV疾病进程相关的信息。
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