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　　【摘要】　目的　为人畜布鲁氏菌病(布病)血清学诊断 、监测及流行病学调查提供实用和简便

的方法。方法　在首次制备布鲁氏菌(布氏菌)抗原-辣根过氧化物酶结合物的基础上 , 建立了检

测人畜布氏菌抗体的双抗原夹心酶免疫试验(DAgS-EIA , 包括 DAgS-ELISA 及 DAgS-DIEA)。

用本法及间接 ELISA(I-ELISA)、试管凝集试验(SAT)及虎红平板凝集试验(RBPT)等常规血清

学方法对从河南省及河北省收集的部分布病患者 、可疑患者 ,布氏菌感染羊只以及布氏菌感染的

实验动物血清标本进行了检测。结果　对布病患者及可疑者的检查结果表明 , 阳性率以 DAgS-

ELISA 最高(60.0%～ 62.9%), 余依次为 RBPT(48.6%～ 58.1%)、I-ELISA(55.6%)、DAgS -

DIEA(53.7%)及 SAT(44.2%);对布氏菌感染羊的阳性率均为81.8%。结论　上述结果表明 , 双

抗原夹心酶免疫试验检测人畜布氏菌抗体 ,不仅特异 、简便而且仅制备一种布氏菌抗原-酶结合

物就可对人及多种动物进行检测。

【关键词】　布鲁氏菌病　　酶免疫试验　　抗原　　抗体

Study on double antigens sandwich Enzyme Immunoassay for detection of brucella specific antibodies in

human and animals　 LU Qi fa＊, ZHANG Wei , HAO Zongyu .＊Institute of Epidemiology and

Microbiology , Chinese Academy of Preventive Medicine , Beijing 102206

【Abstract】　Objective　I n order to develop practicable methods for serodiagnosis , surveillance and

epidemiological surveys in human and animals Brucellosis.Methods　A double antigens sandwich

Enzyme Immunoassay(DAgS-EIA include DAgS-ELISA and DAgS -DIEA)have been developed

under the basis of first production conjugate of Brucella antigen with horseradish perox idase.Serum

samples from diagnosed patients , suspected patients of Brucellosis and sheep infected w ith Brucella in

Henan and Hebei pro vinces as well as from experimental animals of infected w ith Brucella in labora tory

detected through DAgS -EIA , I -ELISA , RBPT and SAT tests.Results　Of the diagnosed and

suspected Brucellosis patients , positive rates of DAgS-ELISA , RBPT , I-ELISA , DAgS -DIEA and

SAT were 60.0%-62.9%, 48.6%-58.1%, 55.6%, 53.7% and 44.2% respectively;as fo r sheep

w ith Brucella infection , positive ra te of the above mentioned 5 tests w ere 81.8%.Conclusion　Results

show ed that DAgS -EIA were not only specific and practicable but may use for Brucella specific

antibodies detection in humans and various animals with only one conjugate o f Brucella antigen w ith

horseradish peroxidase.
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　　自70年代酶免疫试验问世以来[ 1] ,已建
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立了多种新的方法[ 2 ,3] ,但在布鲁氏菌病(布

病)血清学方法中广泛采用的是间接酶联免

疫吸附试验(I -ELISA)。这种方法虽有多

种优点 ,但存在的问题是特异性欠佳 ,尤其是
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检测人及不同种动物 ,需制备抗相应种的免

疫球蛋白 -酶结合物 。近些年来虽应用

SpA-酶结合物情况有所改善 ,但这只能检

测 IgG 类抗体 ,而且在检测如牛 、鹿 、羊等动

物时其效果很差 。为此 ,我们在首次制备布

鲁氏菌(布氏菌)抗原-酶结合物基础上 ,建

立了双抗原夹心酶免疫试验 ,用于人畜血清

中布氏菌抗体的检测 ,现将主要结果分述如

下。

材料与方法

一 、待检血清:

1.布病患者及疑似布病患者血清:分别

来源于河南省及河北省布病疫区。

2.布氏菌感染羊血清:来源于河南省布

病爆发点羊群。

3.实验动物血清:用布氏菌 16M 、544A 、

104M 及 1330S 感染家兔 、小鼠后的血清;另

外尚包括一定数量健康的家兔 、豚鼠及小白

鼠的血清 。

二 、布氏菌抗原:

1.用于 ELISA 包被及酶标记的抗原制

备:48小时布氏菌培养物用灭菌的 5%NaCl

液洗下 ,并将菌悬液制成约1 000亿/ml ,置

80℃水浴 2 ～ 3小时 ,冷却后放 4℃冰箱中 5

天以上 ,以6 000r/min离心 30分钟 ,所得上

清再用 50%饱和硫酸铵液处理 ,透析 ,浓缩

即可 ,置 4℃冰箱中备用。

2.其他试验用抗原:按本室常规方法制

备。

三 、布氏菌抗原-酶结合物的制备:采用

过碘酸钠法 ,其主要程序为:将 5mg 辣根过

氧化物酶(HRP)(纯度 RZ>3 ,活性在 250U/

mg 以上)溶于1.25ml 蒸馏水中 , 加入0.1

mol/L NaIO4 液0.25ml ,室温条件下作用 30

分钟后 ,用 pH 4.4 1μmol/L 醋酸盐缓冲液 ,

在4℃条件下透析一昼夜 ,其中至少换液 3

次。经透析后的 HRP 液加 pH 9.5 0.2mol/

L 碳酸盐缓冲液 25μl ,加上述制备的布氏菌

抗原(蛋白含量 40mg/ml)1ml ,置电磁搅拌

上搅拌 1小时后放 4℃冰箱中 3天 ,然后加

NaBH4 液(4mg/ml)0.125ml , 4℃冰箱中 2

小时后即可用 50%饱和硫酸铵液进行纯化 、

透析 ,加入 40%灭菌甘油后滴定出工作浓

度 ,置 4℃冰箱中备用 。

试验中所用SpA-酶结合物为我室按常

规法制备。羊抗人 IgG 酶结合物及羊抗兔

IgG 酶结合物均购自卫生部北京生物制品研

究所 。

四 、试验方法及其结果判定:

1.双抗原夹心 ELISA(DAgS-ELISA):

用工作浓度的布氏菌抗原包板 , 0.1ml/孔 ,

置 4℃冰箱中过夜 ,取出洗涤后加不同稀释

度待检血清0.1ml/孔 , 置 37℃温箱中 2 小

时 ,取出洗涤后 ,加工作浓度的布氏菌抗原-

酶结合物0.1ml/孔 ,放 37℃温箱 2小时后按

常规洗涤 ,加底物液 ,肉眼观察反应及用酶标

检测仪测 OD值 。凡出现明显颜色或 OD值

≥0.3(阴性对照血清基本无色或 OD 值≤

0.15)可判为阳性。

2.双抗 原夹心酶斑 点法(DAgS -

DIEA):操作程序基本同于 DAgS-ELISA 。

不同的是本试验是在室温条件下 ,在孔径为

0.2μm 的硝酸纤维膜上进行 ,所用底物为硒

试剂(3.3' -二氨基联苯胺四盐酸盐),以出

现棕黄色斑点为阳性。

3.间接 ELISA(I -ELISA):按常规操

作 ,但要依据检测人及不同种动物的血清 ,用

相应的抗人及同种动物免疫球蛋白的酶结合

物或用 SpA-酶结合物 ,以≥1∶400为阳性 。

4.试管凝集试验(SAT):按常规操作 ,以

≥1∶100为阳性。

5.虎红平板凝集试验(RBPT):以出现

明显凝集为阳性。

结　　果

一 、对实验动物血清检测结果:为了解所

建立的 DAgS -ELISA 的特异性及敏感性 ,

特用本试验及 3种常规血清学试验 ,分别对

布氏菌感染的及正常的 3种实验动物血清进
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行了检测(表 1)。从检测的结果不难看出 ,4

种血清学试验对布氏菌感染的动物均为阳

性;对所有正常动物的血清均为阴性。在除

RBPT 外的 3 种血清学试验中 , DAgS -

ELISA所测血清滴度接近于 SAT 而低于I-

ELISA 。
表 1　4 种血清学试验对不同种实验动物

血清检查结果

检测动物
血清来源

RBPT
SAT
(1∶)

DAgS-ELISA
(1∶)

I-ELISA
(1∶)

布氏菌感染兔

　16M(2只) + 　 800 　　800 　 1600

　1330S(2只) + 1600 800 3200

　544A(2只) + 1600 1600 3200

　104M(2只) + 1600 400 800

布氏菌 104M + 200 40 400
感染小鼠(5只)
正常家兔(5只) - 　 - 　　- 　　-

正常豚鼠(30只) - 　 - 　　- 　　-

正常小鼠(5只) - 　 - 　　- 　　-

　　二 、对河北 、河南两省布病疫区部分人畜

血清的检测结果:采用 5种血清学试验 ,对从

两省疫区收集的部分布病患者 、疑似布病患

者的血清以及部分布氏菌感染羊血清进行了

对比观察(表 2)。从表 2可知 ,检测的阳性

率以 DAgS -ELISA 为最高(60.0% ～

62.9%), 余下 依次为 RBPT (48.6% ～

58.1%)、I -ELISA(55.6%)、DAgS-DIEA

(53.7%)及 SAT(44.2%)。而对布氏菌感

染羊血清 ,其阳性率均为81.8%。

三 、关于 DAgS -ELISA 与 4 种血清学

试验相关性比较:从表 3 很明显看出 ,

DAgS-ELISA与 4 种试验的阳性符合率以

与I-ELISA 为最高(94.4%),余下依次是与

RBPT(85.7%)、DAgS -DIEA(83.3%)及

SAT(77.1%);阴 性符合 率按 从高 至低

顺序则是与 I -ELISA (100.0%)、 SAT

(100.0%)、RBPT(97.9%)及 DAgS-DIEA

(86.7%);总符合率按高低顺序则是与 I-

ELISA (96.3%)、 RBPT (90.3%)、 SAT

(85.2%)及 DAgS-DIEA(84.4%)。

表 2　对河北 、河南省部分人畜血清检查结果

省份 血清来源

DAgS-ELISA

检查

数

阳性

数
%

DAgS-DI EA

检查

数

阳性

数
%

I-ELISA

检查

数

阳性

数
%

SAT

检查

数

阳性

数
%

RBPT

检查

数

阳性

数
%

河北　　布病患者及疑似 45 27 60.0 - 45 25 55.6 43 19 44.2 43 25 58.1
　　布病患者

河南　　布病患者及疑似 70 44 62.9 54 29 53.7 - - 70 34 48.6
　　布病患者
　　布氏菌感染羊 11 9 81.8 - 11 9 81.8 11 9 81.8 11 9 81.8

　　注:-表示未进行检查

表 3　DAgS-ELISA与 4种血清学试验相关性比较

DAgS-DIEA

+ -

I-ELISA

+ -

SAT

+ -

RBPT

+ -

DAgS-ELISA
+ 25 5 34 2 27 8 66 11

- 2 13 0 18 0 19 1 46

阳性符合率(%) 83.3 94.4 77.1 85.7

阴性符合率(%) 86.7 100.0 100.0 97.9

总符合率(%) 84.4 96.3 85.2 90.3

讨　　论

一 、关于建立 DAgS -EIA 的意义:自

EIA引入布病血清学试验后 ,广泛采用的一

直是 I-EIA[ 4 , 5] ,但 I-ELISA 存在的主要

问题是特异性欠佳 ,尤其是在对人及不同种

动物检测时 ,必须制备抗人及抗相应种动物

的免疫球蛋白 -酶结合物 , 近些年来 ,采用

SpA-酶结合物 ,虽能对人及多种动物进行

检测 ,但这只能检测 IgG 类抗体 , 而且在对

鹿 、牛 、羊等动物的检测其效果甚差(内部刊

物)。采用建立的 DAgS-EIA ,从本质上说 ,

完全是特异性抗原与抗体间的反应 ,能够对

布氏菌感染的人及各种动物进行检测。本次

应用 DAgS-EIA 对各种实验动物及现场人

畜血清进行了检查 ,获得了较好的效果 ,可以

说正好是对I-ELISA 的补充和改进。虽然
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本法 , 尤其 DAgS -DIEA 的敏感性尚不及

I-ELISA ,但操作简便 ,特异性较好 ,适宜于

人畜布病诊断 、监测及流行病学调查。

二 、关于 DAgS-EIA 的应用前景:建立

DAgS-EIA的前提 ,关键在于制备特异性抗

原的酶结合物 。对此 ,我们进行了较长时间

的摸索。我们体会重要的是制备较纯的高滴

度的布氏菌抗原 ,在标记中需延长酶与抗原

间作用的时间 。但即便如此 ,现制备的布氏

菌抗原-酶结合物其工作浓度尚较低 ,有待

进一步改进 、提高。另外 ,虽仅制备布氏菌抗

原-酶结合物可用于人及各种动物体液中布

氏菌抗体的检测 ,但仅用本法尚难明确检测

出的抗体属于何种免疫球蛋白或亚型抗体。

因此 ,有必要在制备特异性抗原-酶结合物

的基础上 ,建立捕获抗体酶免疫试验及竞争

酶免疫试验 ,以用于检测人畜体液中各种免

疫球蛋白及其亚型抗体和布氏菌抗原。无

疑 ,这对于完善酶免疫试验及其丰富检测内

容是十分重要的。
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大连市353名 7月龄～ 15岁健康儿童流行性腮腺炎流行率调查

李德钧　王　稳　刘　丹　王秀萍

　　为了解儿童对腮腺炎病毒的自然感染状况 , 为

推广使用腮腺炎疫苗提供科学依据 ,现将大连市 353

名 7 月龄～ 15 岁健康儿童流行性腮腺炎流行率调查

结果报告如下。

一 、材料与方法:1997 年 5 ～ 6 月采自市内 7 月

龄～ 15 岁未接种过腮腺炎疫苗的健康儿童血清 353

份 ,试剂采用美国 CLI 生产的腮腺炎 IgG ELISA 试

剂盒 ,严格按说明书操作。

二 、结果:将 353 名健康儿童 , 按年龄分 7 月龄

～ 3 、～ 6 、～ 12、～ 15 岁 4 组 ,其腮腺炎 IgG 阳性率分

别为 21.84%(19/ 87)、36.17%(34/ 94)、69.41%

(59/85)、77.01%(67/ 87), 各年龄组阳性率差异有

非常显著性(χ2=72.72 , P<0.01), 且有随年龄增长

而明显升高的趋势。各年龄组总阳性率为 50.71%。

按性别计算 ,男性阳性率为 56.48%(109/ 193),

女性阳性率为43.75%(70/160), 男女总阳性率差异

作者单位:大连市卫生防疫站　116021

有显著性(χ2=5.68 , P<0.05)。各年龄组按性别比

较 , 7 月龄～ 3 岁组男女阳性率分别为 31.71%(13/

41)、13.04%(6/46), 男性高于女性 , 有显著意义

(χ2=4.42 , P <0.05), 而其他年龄组差异均无显著

性。

三 、讨论:本文用 ELISA 方法调查了 7 月龄～ 15

岁儿童腮腺炎 IgG 抗体的阳性率 , 即儿童时期腮腺

炎的流行率 , 这在国内很少见报道。由于选择了未

接种腮腺炎疫苗的 7 月龄以上儿童 , 所以排除了从

母体被动获得 IgG 抗体的可能。在 7 月龄～ 15 岁人

群中 , 其腮腺炎抗体阳性率随年龄增加而升高 ,这是

腮腺炎病毒自然感染累加的结果 , 符合腮腺炎 2 ～ 3

年流行一次的规律。本调查结果表明 , 7 月龄～ 3 岁

组自然感染率最低 , 是腮腺炎病毒的易感年龄。 因

此 , 可选择 1～ 3 岁为儿童接种腮腺炎疫苗的最佳年

龄。本次结果还显示 , 大连地区腮腺炎自然感染率

在 7 月龄～ 3 岁时 , 男性高于女性 , 其原因有待于进

一步探讨。

(收稿:1998-10-15　修回:1998-11-21)

·121·中华流行病学杂志 1999年 4月第 20卷第 2期　Chin J Epidemiol , April 1999 , Vol.20 , No.2


