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实验研究·

间接酶联免疫吸附试验检测北京市昌平地区

体检人群中汉赛巴尔通体抗体

杨小冉 刘起勇 崔步云 王连秀 彭智会 任东升

【摘要】 目的调查北京市昌平地区健康体检人群血清汉赛巴尔通体抗体阳性情况。方法用

问接酶联免疫吸附试验(EI。ISA)和免疫荧光抗体(IFA)试剂盒检测体检人群血清汉赛巴尔通体抗体

情况。结果 以IFA为参考标准，间接ELIsA方法的灵敏度为70．6％，特异度为91．6％；阳性预测值

为82．2％(60／73)，阴性预测值为84．9％。ELIsA共检测了357份健康体检人群血清，汉赛巴尔通体

抗体阳性率为34．5％，IFA共检测了239份体检血清，其汉赛巴尔通体抗体阳性率为35．6％。

结论间接ELISA方法对于检测汉赛巴尔通体感染是一种快速、敏感、特异的方法，昌平地区健康体

检人群中存在汉赛巴尔通体抗体阳性的情况。

【关键词】 汉赛巴尔通体；间接酶联免疫吸附试验
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【Abstract】 ohjectjve To detect B口rfo卵ezz口 ^P规58z＆P IgG antibody among healthy people in

Changpin舀 Beijing． Methods Using indirect enzyme linked immurlosorbent assay(ELISA) and

immunofluorescence antibody assay(IFA) to detect IgG antibody of B口r加72PZZ＆^已扎seZ盘P among human

beings．Results The sensitivity and specificity of ELISA were 70．6％and 9 1．6％respectively，with the

positive predictive value of serological test as 82．2％，and the negative predictive value as 84．9％，based on

results of IFA．The positive rate was 34．5％among 357 healthy people on indirect ELISA but was 35．6％

among 239 people with IFA．Conclusion The results indicated that the indirect ELISA was a very quick，

sensitive and available method for detecting B“r￡o以8ZZn^P咒seZ口8 in human beings，as weU as a high positive

percent age of。Ekr￡o，2eZZ＆^P舡5已ZnP among the healthy peOple of Changping Be巧ing．

【Key words】Bar￡ongzza矗已咒sPznP；Direct enzyme 1inked immurlosorbent assay

研究已经证实汉赛巴尔通体是导致人类猫抓病

的主要致病菌，猫是其储存宿主uj，主要通过猫的抓

伤和咬伤传播，动物通过媒介节肢动物蚤类、蜱类、

恙螨及白蛉等的叮咬传播心，3I。对于汉赛巴尔通体

的研究，国内大多数局限于实验室，临床上还没有一

个比较完善的诊断手段。本研究主要以超声波粉碎

的汉赛巴尔通体细菌作为抗原，建立了以间接酶联

免疫吸附试验(EI。ISA)为基础的汉赛巴尔通体抗体

检测方法。
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材料与方法

1．材料：

(1)实验菌株：汉赛巴尔通体(B盘rfo咒Pz肠

矗P孢5ezn8)标准菌株(ATCC 49882)，购自美国

ATCC，复苏后接种在含5％羊血的胰酶大豆琼脂培

养基上，放入37℃含5％C@培养箱中培养6—

10 d。本次试验所用的菌株是第四代培养的汉赛巴

尔通体。

(2)血清标本：2005年12月收集的昌平区疾病

预防控制中心健康体检者血清标本357份，主要是

从事食品卫生和环境卫生的从业人员，年龄16～60

岁，男性162份，女性195份，有猫、犬接触或抓伤史

的67例。血清经56℃灭活30 min，加入O．01％硫
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柳汞，一20℃储存备用。

(3)实验器材及试剂：酶标仪(BIO—RAD Model

550)、洗板机(BIo—RAD Model 1575)、96孑L酶标板

(Costar)、超声波粉碎机(KIKA T25)、高速冷冻离

心机(Hitachi)、8通道移液器(Finnpipette)、细胞粉

碎仪(宁波新枝)、ND一1000分光光度计、荧光显微镜

(01ympus)、比浊管、CO：培养箱、生物安全柜。

2．问接ELISA方法：

(1)抗原的制备：用无菌接种环刮取培养6—

10 d的第四代汉赛巴尔通体菌株(约15块平板)，

放入灭菌的o．9％生理盐水中，混均后，65℃水浴

灭活30 min，将菌液放置在冰水混合物上，用超声

波细胞粉碎机进行处理(功率400 W)，粉碎5 s，间

隔6 s，共粉碎30 min。然后用低温离心机3000 g

(4830 r／min)离心10 min，除去较大的细胞碎片，

取上清液即为所需粗提抗原，用ND一1000分光光度

计进行抗原浓度测定，小份分装后一20℃存放

备用。

(2)EI。ISA检测H J：将制备好的抗原(11肛g／m1)

100扯l／孑L加入Costar酶标板中，空白对照包被缓冲

液，用封口膜封口，4℃冰箱过夜包被；用o．01 mol／L

PBST缓冲液洗涤后，每孔加入o．25％牛血清白蛋

白封闭，置于37℃温育3 h，洗涤后加一抗血清

1：400，同时设立阳性和阴性对照，37℃温育1 h。加

碱性磷酸酯酶标记A蛋白(1：2000)，每孔100弘l。

37℃温育2 h。再加入100扯l磷酸对硝基苯酯

(PNPP)底物溶液，室温反应30 min；酶标仪读取吸

光度(A)值(490 nm)。

(3)重复性实验：分别取猫、人和鼠血清阳性和

阴性标本各1份，按照标准的ELISA操作步骤进行

检测，每份标本设8个重复孔。

(4)稳定性试验：用上述同样的血清在不同时间

分4次在4块板上做间接ELISA实验，每份标本设

4个重复孔。

(5)结果判定：根据公式：P／I一(待检样品A

值一空白对照A值)÷(阴性对照A值一空白对照

A值)b1，计算每份标本的P／I值，同时计算IFA检

测阴性的154份标本P／I值的均数±标准差(孟±s)，

用孟±s作为cut—off临界值。本研究j±s值为

2．8，为提高试验的灵敏度，取P／I值2．5为阳性临界

值，>2．5判为阳性，<2．5判为阴性。变异系数

(CV)一s k×100。

3．质量控制：为保证试验的准确性，尽量减少和

避免试验中的操作误差、技术误差和统计误差，必须

进行有效的质量控制，本研究主要从以下几方面进

行质量控制：①采血过程中做到无菌操作，使用高压

灭菌的离心管及必要的设备，防止细菌污染；血清在

采集后送检过程中保证低温储存，以免抗体滴度的

下降。②使用校对过的微量移液器，排除自然误差。

③在试剂使用之前，应该进行阴、阳性对照及样品反

复对照试验，判定试剂符合要求后方可使用。④每

次实验均设立阳性和阴性对照，且保证每次实验的

阳、阴性对照值在误差允许的范围内。

4．免疫荧光抗体检测：使用EMROIMMUN公

司生产的IFT标记的免疫荧光试剂盒，按照说明书

进行操作。

5．统计学分析：采用Excel和sPSS 12．O软件进

行统计分析。

结 果

1．重复性试验：根据公式计算每份标本的CV

值，结果显示，CV一3．5～4．8，均<10，说明批内重

复性较好(表1)。

2．稳定性试验：用同样的血清在不同时间分4

次在4块板上做问接EI。ISA实验，根据公式计算批

间重复试验的CV值。结果显示，CV一3．4～

14．1，说明实验的稳定性较好(实验数据未公布)。

3．ELIsA检测结果：IFA共检测了239份标

本，其中汉赛巴尔通体抗体阳性85份，阳性率为

35．6％(85／239)，以IFA为参考标准，分析间接

ELISA方法的灵敏度和特异度，发现IFA检测抗体

阳性的85份标本中，间接ELISA检测出60份阳

性，而IFA检测的154份阴性标本中，ELISA检测

141份阴性，其灵敏度为70．6％(60／85)，特异度为

91．6％(141／154)。阳性预测值82．2％(60／73)，阴

性预测值为84．9％。ELISA共检测了357份健康

体检人群血清，汉赛巴尔通体抗体阳性率为34．5％

(123／357)，其中男性阳性率为33．3％(54／162)，女

性阳性率为35．4％(69／195)，经检验男女性感染率

差异无统计学意义(Y2一O．16，P—O．68>o．05)。

不同年龄组的阳性率分布见表2；其中>40岁人群

的阳性率最高。表3显示，357份标本中有猫、犬动

物接触史的有63份，占全部调查人数的17．6％，抗

体阳性率为33．3％(21／63)，无动物接触史的抗体阳

性率为34．7％(102／294)，经检验两者差异无统计学

意义。体检人群不同性别和年龄分布见图1。
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表1 重复性实验结果

标本编号
重复次数

CV值

O 389

O 394

O．690

0．159

0，128

O 087

O 386

O．391

O．712

O 159

O 135

O．086

O．402

O．401

O．718

O．161

O．130

O．099

0 402±0，0194

O．385±O．0103

O．706±O．0118

O．157±O 0034

O 130±0．0041

O．088±O．0031

表2 昌平地区体检人群不同年龄组阳性率分布

注：x2—1．29，P—o．73>o，05

表3 昌平地区体检人群中与动物接触者ELISA检测结果

口才寮r．1． I ．图．调．
年龄(岁)

图l 北京市昌平区不同性别和年龄体检人群分布

讨 论

汉赛巴尔通体的感染可导致人类多种疾病，包

括心内膜炎、菌血症、肝紫癜及神经系统疾患等M1，

其临床表现复杂，很容易同其他疾病相混淆。国外

对汉赛巴尔通体流行病学调查显示，人群和动物，如

猫及啮齿类动物中均有很高的抗体阳性率。7’8I。各

国人群中汉赛巴尔通体抗体的血清阳性率不同，但

大多数是在3．6％～11．0％。美国每年平均有因汉

赛巴尔通体感染导致的猫抓病例24 000例∽1，2004

年白瑛等u刮用IFA对我国南方健康人群进行了调

查，发现巴尔通体在健康人群有一定程度的流行。

EI。ISA自1971年建立以来，就以其简便、快

速、特异、敏感、安全、可自动化操作优点而被广泛用

于人类及动物抗原抗体的监测。本研究以德国欧蒙

公司生产的IFA试剂盒为参考标准，同时用IFA和

本研究建立的问接ELISA方法检测昌平地区健康

人群体检血清标本，以IFA检测阴性的154份血清

作为确定cut—off值的阴性血清，经过EI。ISA检测

后，计算其P／I比值，用P／I均值加上2个标准差作

为实验中阳性和阴性的上限，检测结果表明这种判

定方法可以有效的消除个体差异，检测结果具有可

比性。由重复性和稳定性试验结果可以看出，其

CV分别在3．5％～4．8％和3．4％～14．1％之间，说

明试验的稳定性和重复性良好，灵敏度和特异度分

别为70．6％和91．6％，这同Michael等¨“报道相

接近。

本研究结果显示，昌平地区健康体检人群汉赛

巴尔通体IgG抗体阳性率高达35．4％，显著高于国

外健康人群的感染率。男女性感染率无明显差异，

其中有与动物接触史的抗体阳性率为32．8％，无动

物接触史的阳性率为34．8％，两者无明显差异。汉

赛巴尔通体作为一人畜共患性传染病可经过猫或犬

的抓伤和咬伤传播给人类，但本次试验的结果发现

二者间没有明显差异，可能的原因是，一方面本次调

查的人数较少，尤其是有动物接触史的人群较少，具

有一定的偏倚性；另一方面，可能是被调查者对猫或

犬接触史的记忆模糊或者遗忘，而被划为无动物接

触史人群中；再者，巴尔通体感染作为一种媒介传播

疾病，在无猫、犬动物接触史的人群中，也可能存在

着媒介节肢动物传播的可能，从而导致了无动物接

触史的人群阳性率偏高。分析其不同年龄阶段的抗

体阳性率，发现18岁以下的未成年人的阳性率偏

低，因本次调查主要针对就业的成年人，可能是由于

人数太少造成的偏倚。对18～岁和30～岁人群的抗

体阳性进行比较，结果发现两者阳性率无明显差异，

40岁以上人群的阳性率偏高(37．5％)。可能的原
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因是年龄偏大的人群其抵抗力相对较低，易于感染

的缘故。本研究用间接EI。ISA和IFA方法对调查

人群血清汉赛巴尔通体抗体分布及流行情况提供了

良好的技术手段。
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青海省贵德县2004—2006年大骨节病监测

杨萍j李强 赵志军

青海省贵德县东沟乡(新建坪、斜马浪、高红崖)3村是大

骨节病历史重病区。1982年定为大骨节病病区，同年人群投

服亚硒酸钠、维生素C、维生素E、硫代硫酸钠等药物，进行

连续4年的综合防治，于1984年改水，1995年纳入国家监测

点范围。现将该监测点2004—2006年的监测情况报告

如下。

1．对象与方法：监测对象为监测点内7～12岁在校儿童。

监测指标：监测点内不少于100人，均进行右手x线拍片检

查(采用国产30 mAx线机，片距50～60 cm，中心线以右手第

三掌骨头为准)，统计I度以上患病率及x线、干骺端、骨端

检出率。诊断标准按全国大骨节病诊断标准(GB 16003—

1995)执行，x线片由大骨节病专家及专业人员集体读片

确诊。
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2．结果与分析：共调查3个监测点的学龄儿童363人，

临床检出64例，患病率为17．63％。共获得右手正位x线片

363张，检出74例，总检出率20．39％。其中骨端改变者55

例，占15．15％；干骺端改变者23例，占6．34％(表1)。

青海省贵德县大骨节病检出率2006年较2005年上升

了11个百分点(可能与2005年剔除了7～12岁以外的儿童

有关)，说明病情有反复，致病因子活跃。监测结果显示，临

床I度以上大骨节病患病率、x线检出率呈年度波动变化。

同时，通过3年监测数据可看出干骺端病情是监测大骨节病

的灵敏指标。该病区在1984年经改水、补硒等措施进行预

防，但收效甚微，原因是居民的居住环境、生活条件、饮食卫

生状况改变不大，生活饮食习惯依旧，粮食自给自足，而这些

都与大骨节病病情关系密切。

表1 青海省贵德县2004—2006年大骨节病临床、x线检查结果
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