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巨细胞病毒（OQK=LG,<N=V/J@W> ()*）是孕前或

孕早期 T54(; 检测重要指标之一_&`。()* 是引起

全世界先天性和围产期感染的重要病原体。()* 感

染通常是无症状的，但在免疫功能不全的患者以及

通过胎盘传染的胎儿，它的发病率和死亡率会显著

提高。孕妇在怀孕初期前 # 个月内首次感染 ()*

可能导致胎儿流产、死胎、畸形 _!`；新生儿先天性

()* 感染可能导致新生儿黄疸、肝脾肿大、皮肤瘀

点、感音神经性听力损失、宫内发育迟缓，甚至死亡_#̀。

因此，产前筛查 ()* 感染有助于优生优育、发病风

险评估以及后期抗病毒治疗。目前国内 T54(; 的

实验室检测方法主要为血清学检测和病毒核酸检

测，其中血清学检测 +,) 抗体已作为初步诊断早

期感染的重要依据和流行病学的筛查，广泛应用

于临床_9`。

迄今为止，国内外已开展多种检测 ()*$+,)

抗体的实验室方法，包括胶体金免疫层析法、荧光

免疫分析法、酶联免疫检测法、化学发光免疫分析

法等。其中胶体金免疫层析法操作简单、快速，但灵

敏度较低；荧光免疫分析法特异性较高，但试剂所

需费用昂贵，不适合大规模筛查；酶联免疫检测法

是临床最常见的一种方法，灵敏度较高，但操作步

骤繁琐、耗时较长；化学发光免疫分析法发展至今

已逐渐替代其他方法，成为实验室检测 ()*$+,)

抗体的主要方法，具有快速、灵敏度高，易于自动化

等特点，虽日渐成熟，但操作仍繁琐，需多次分离和

洗涤过程，提高了结果出错的概率。光激化学发光
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分析法（!"#$% "&"%"'%() *+,-"!.-"&,/*,&% '//'01 2"34）

是一种新型均相检测技术567，此方法无分离和洗涤

过程，目前尚无 8"34 检测 9#: 抗体的相关报道。本

研究旨在探索一种新的基于 8"34 技术的 3:;<

9=: 抗体检测方法，建立一套完善的检测体系，并进

行方法学评价和临床结果比对。

! !"#$%

>?> !"#$ 实验所用临床标本均取自天津市

中心妇产科医院产前筛查妇女和孕早期妇女。共

@>A 例血清样本，其中 BA 例阳性和 CA 例阴性血清

样本由雅培 4D3E9FG3F 化学发光免疫分析仪两次

检测确定，>AA 例血清来自随机产前筛查妇女。所有

血清样本分装并保存于<HA!。

>I@ %&'( 3:;（JJ>6A1 JJK61 JJ6@）重组抗

原购自厦门万泰沧海生物公司；鼠抗人 9#: 抗体购

自英国 4L*'- 公司；长臂活化生物素（M.!NOPQEMR

83 RL"O%"&） 购自美国 S"(T*, 公 司 ； 发 光 微 球

（*+,-"U,V)W 3L）与链霉亲和素（/%T,J%'X")"&1 M4）包

被的感光微球（/,&/"U,V)1 ML）由北京科美生物公司

提供。

>YZ )* 8"34分析仪器购自上海博阳生物公司。

>YB +,-./01 分别用抗人 9#: 抗体和

3:; 抗原包被发光微球。参考使用说明书，取 @ -#

发光微球于 AY> -O![8 JE KYA 的 @R吗啉乙磺酸

（:GM）缓冲液中离心洗涤，将抗体[抗原与处理过的

发光微球以质量比 @A\> 混合于 AY> -O![8 JE KYA 的

:GM 缓冲液中，所得混合溶液再与 @6 -=[-8 氰基

硼氢化钠（QVLE

Z

3Q）以体积比 @6\>于 ZC!避光 BH $，

之后用 AY> -O![8 JE KYA 的 :GM 缓冲液反复离心洗

涤 Z 次，使抗体[抗原包被于发光微球，并调节其浓

度为 >A -=[-8。

>Y6 234/#5 分别用生物素标记抗人 9=:

抗体和 3:; 抗原。根据参考文献5KRC7，取生物素于

二甲基甲酰胺溶液中进行溶解，将抗体 [抗原于

AY> -O![8 JE HYA 的 QV

@

3]

Z

[QVE3]

Z

缓冲液中充

分透析，然后取处理过的生物素和抗体[抗原以摩尔

比 @A\> 混合于 ZC!搅拌 > $，最后于 B!条件下在

AY> -O![8 JE CYB 的 SLM 缓冲液中透析 @B $，去除

游离生物素，获得生物素化（^"O%"&0!V%"O&，L"O）抗体[

抗原。

>YK 6789 对 3:;R9=: 抗体而言，有两种分

析模式可供选择5HR_7，分别是捕获二抗模式和固相抗

原模式，前者称为捕获法，后者称为间接法，检测原

理见图 >。具体检测步骤如下：捕获法中于微孔依次

加入 >6 !8 稀释血清，@6 !8 3LR抗人 9=: 抗体，

@6 !8 L"OR3:; 抗原（图 >4）；间接法中依次将

>6 !8 稀释血清，@6 !8 3LR3:; 抗原，@6 !8 的

L"OR抗人 9=: 抗体加入微孔（图 >L）；然后将微孔板

ZC!孵育 >C -"&，避光条件下加入 >C6 !8 MLRM4，

ZC!孵育 >6 -"&，孵育完成后，用 8"34 分析仪器读

取 3LRML 偶联后产生的光信号。

>YC :;<= 对反应体系中的缓冲液、抗原浓

度、抗体稀释比例和血清稀释比例进行优化。

>YH !>?@ 检测收集来的 6A 例阳性和 KA 例

阴性血清样本，将检测结果进行 D]3曲线分析。曲线

下面积（4`3）范围为 AY6">YA，一般情况下 4`3#AY_

时表示该方法具有较高的诊断性能5>A7。间接法 8"34

采用定性检测 3:;R9=: 抗体，实验结果以样本信

号值[临界信号值（M[3O）表示。

>Y_ ABCDE

>Y_Y> 精密度 当批内变异系数（3;）$>Aa，批间

3;$@Aa时，表明实验精密度为可接受。准备阴性、

& ! '(%)"*+,-%.#*$%&'()%/0123456&

*+) ! ,-./012+- 3+1)410 56 2./ -17284/)"7193 +93+4/-2)#7654012: 654 3/2/-2+9) $%&'()% 192+;53< 59 =+$"
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注：!"比较 # 种缓冲液的 $%&；'(比较缓冲液 ! 中添加和不添加

)"*+, 吐温-.* 的总 $%&

! ! "#$%&'()*+,

"#$ ! %&&'() *& +#&&','-) ./&&',0 *- )1' )'0)#-$ ,'0/2)0

注：!(捕获法；'(间接法；/(总 $%& 的比较

! 3 -./012/3%()

"#$ 3 4*567,#0*- *& )1' ,'0/2)0 .')8''- (76)/,' 7-+ #-+#,'() &*,57)0

弱阳性、强阳性 0 个水平的混合血清样本，每个血

清在同一天相同条件下重复检测 +) 次，计算反应

批内 /1；每个血清做副孔在相同条件下连续检测

+) 2，计算反应批间 /1。

+(3(. 特异性 为评价其他 456 抗体对 /61-456

抗体检测的影响，利用本实验建立的方法分别对

7份弓形虫、7 份风疹病毒、7 份单纯疱疹病毒和

7份类风湿因子 456 抗体阳性的血清进行检测。

8(3(0 检测结果比对 分别用本实验建立的间接

法 9:/! 与意大利索灵公司 94!4;<& 化学发光免疫

分析仪对 8)) 例临床血清样本进行检测。

8(8) !"#$% 采用 ;$;; ==() 软件进行统计

学分析。对 9:/! 与 94!4;<& 检测结果进行 !"##"

一致性检验，$!)()7 为差异有统计学意义。

3 ()

=(8 &'()*+ 从图 =! 中能明显看出，捕获

法中两组样本的光信号值没有显著差别，不能正确

区分阳性样本和阴性样本；而如图 =' 所示，在间接

法中两组样本的光信号值相差较大，阳性样本和阴

性样本区分明显；并且间接法的总 /61-456 抗体

阳性信号值%阴性信号平均值（$%&）比值高于捕获法

（图 =/）。因此，本实验的最终检测模式为间接法。
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=(= ,-./

=(=(8 缓冲液 准备 #种缓冲液，缓冲液!：)(8 FCBG9

HI A"* JK:D-I/B 缓冲液、*(0 FCBG9 &L/B 溶液、

+* F5GF9牛血清白蛋白（';!）；缓冲液 '：+* FFCBG9

HI M(@ 磷酸盐缓冲液；缓冲液 /：*(+ FCBG9 HI >(*

6N; 缓冲液、+* F5%F9 ';!；缓冲液 O：*(*. FCB%9

HI A(* IEHED 缓 冲 液 、*(+7 FCB%9 &L/B 溶 液 、

*(*0 F5%F9 ';!。利用 @ 种缓冲液分别检测 @ 个不

同浓度的阳性混合血清和 .* 例阴性血清，通过对

$%& 比值的比较选出反应最优缓冲液。如图 0! 所

示，在使用缓冲液 ! 时 @ 个阳性混合血清的 $%& 比

值均最高；进一步优化缓冲液 !，向其中加入了一

种表面活性剂-*(*+, 吐温-.*，结果显示添加了吐

温后的总 $%& 高于不添加的（图 0'）。因此，实验

最终缓冲液为 *(+ FCB%9 HI A(* JK:D-I/B 缓冲液、

*(0 FCB%9 &L/B 溶液、*(*+, 吐温-.* 和 +* F5%F9

';!。

.(.(. 工作浓度 将 /'-/61 抗原稀释至 +(.7、

.(7*、0(M7、7(** !5%F9，如图 @! 所示，保持其他条件

不变，低、中、高 0 个水平的阳性混合血清在 /'-

/61 抗原浓度为 .(7* !5%F9 时 $%& 达到了最大

值，实验开始出现钩状效应。将 ':C-抗人 456 抗体

倍比稀释至 +P7**，+P+ *** 和 +P+ 7**，保持其他条

件不变，0 个水平的阳性血清在 ':C-抗人 456 抗体

稀释比例为 +P7** 时 $%& 最大（图 @'）。因此，本实
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验最终 !"#!$% 抗原浓度为 &'() !*+,-，"./#抗人

0*$ 抗体稀释比例为 12())。

在 !"#!$% 抗原浓度为 &3() !*+,-，"./#抗人

0*$ 抗体稀释比例为 12()) 的条件下，将待检血清

样本倍比稀释至 121))、12&))、124)) 和 125))。结果

（图 4!）显示 6+7 比值随着血清稀释比例的增加而

增加，直至达到 124)) 开始下降。因此，本实验选择

124)) 作为待检血清稀释比例。

注：83不同抗原浓度对检测结果的影响；"3不同抗体稀释比例对检测结果的影响；!3不同血清稀释比例对检测结果的影响

! ! "#$%&'()*+,-./0

"#$ ! %&&'() *& +#&&','-) +#./)#*- ,0)#* *& '0(1 (*23*-'-) *- )1' )'4)#-$ ,'4/.)4

9))

&))

1))

)

6
+
7

9))

&))

1))

)

6
+
7

9))
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)3)) 13&( &3() 93:( (3))

!";!$% 抗原浓度（!*+,-）
1：()) 1：1 ))) 1：1 ())

"./#抗人 0*$ 抗体稀释比例 血清稀释比例

) 1：1)) 1：&)) 1：4)) 1：5))

低值
中值
高值

低值
中值
高值

低值
中值
高值

8 " !

注：83间接法 -.!8 检测 !$%#0*$ 抗体的 <=! 曲线；"3阴性和

阳性血清样本检测结果（>+!/）的分布

! 5 1234567

"#$ 6 7'.'()#*- *& (/)*&& 80./'

&39 !"#$%& 如图 (8 所示，8?! 为 )3@@:

（@(A !"2 )3@@&B13))&），此时临界值为 (51@ CDE，灵

敏度为 @:31A（@(A !"2 )3@)1B)3@@:），特异度为 1))A

（@(A !"2 )3@1&B13)))）。当 0*$（>+!/）为 134( 时，特

异度达到了最大，为 1))A（@(A !"2 )3@F1B13)))），

此时的灵敏度较低，为 @&3(A（@(A !"2 )3:@FB)3@51）。

当 0*$（>+!/）为 1 时，灵敏度达到最大值，为 1))A

（@(A !"2 )3@1&B13)))），此时的特异度也较高，为

@53@A（@(A !"2 )3@41B)3@@@）。故当 0*$（>+!/）!1时，

样本可视为阴性，当 0*$（>+!/）! 1 时，样本可视为

阳性（图 ("）。

&34 '()*+

&3431 精密度 如表 1 所示，本实验的批内 !% 分

别为 (3@A，F31A，(39A；批间 !% 略高，分别为

@35A，@3:A，F3@A。

&343& 特异性 检测结果均为阴性，结果表明弓形

虫、风疹病毒和类风湿因子与本实验 !$%;0*$ 抗

体的检测无交叉反应。

&3439 检测结果比对 如表 & 所示，相对于 -080"

>=7，间接法 -.!8 的总体符合率为 @(A，阳性符合

率为 @&3(A（9:+4)），阴性符合率为 @F3:A（(5+F)），

灵敏度为 @43@A（9:+9@），特异性为 @(31A（(5+F1）。

一致性检验，#$%%$G)35@(，&!)3)1。

9 89

!$%;0*$ 抗体是产前筛查 !$% 感染的常用

血清学指标。本实验探索了一种基于 -.!8 技术定

性检测血清 !$%;0*$ 抗体的新方法。-.!8 是一种

由光激发的均相免疫分析技术，最早起源于 &)世纪

@) 年代的鲁米诺氧通道免疫法H11I。具有免洗涤、免

分离、高通量、灵敏度高、易使用、易于自动化、成本

13)

)35

)3F

)34

)3&

)3)

)3) )3& )34 )3F )35 13)

<=! 曲线

灵
敏

度

9)

&(

&)

1(

1)

(

)

1;特异度 阳性阴性

!
$
%
;
0
*
$
（
>
+
!
/
）

样本
批内变异系数 批间变异系数

$JKL（>+!/）>M（>+!/）!%（A）$JKL（>+!/）>M（>+!/）!%（A）

阴性 )39:( )3)&& (3@ )39@4 )3955 @35

弱阳性 &3&9& )319F F31 13@:9 )31@& @3:

强阳性 9935@1 1351& (39 993F9: &391@ F3@

: : ;#<=*+ <>?@A$>;<.=>?,-

B0C : D,'(#4#*- &*, +')'()#-$ <>?@A$> 0-)#C*+E *- ;#<=

: F @ABC*D,-EF

B0C F <*230,#4*- *& ;#<= 0-+ ;A=A7GH

-.!8

-080>=7

合计
阳性 阴性

阳性 9: 9 4)

阴性 & (5 F)

合计 9@ F1 1))
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低等优势!"#$"%&。其核心在于发光微球和感光微球在

距离 #'( )* 时的化学能量传递，感光微球在 +,(

)* 激发光的作用下，将周围的氧气转化为单线态

氧，单线态氧会将能量传递到相聚 -(( )* 范围内

的发光微球上的化学发光物质，使其在 .#(!+/- )*

处产生光信号；当两者相聚超过 -(( )*，单线态氧

将衰变到基态氧并进入下一个能量循环!/.$/+&。

在本研究中，相较于捕获法分析模式，采用 01"

23 间接法分析模式，待检抗体优先与感光微球表

面的抗原结合，游离于液相中的抗人 456 抗体更能

够抵抗待检血清标本中其他 456 抗体的干扰。本方

法的 372 为 (899:，表明该方法能较好的区分样本

的阴性和阳性，具有较高的诊断性能。批内和批间

2; 均<"(=，表明该方法具有良好的重复性；与弓

形虫、风疹病毒和类风湿因子均无交叉反应，证明

该方法具有较高特异性；与 0434>?@ 相比，总体符

合率为 9.A(=，阳性符合率为 9#A.=，阴性符合率为

9+A:=，灵敏度为 9%A9=，特异性为 9.A/=，经一致性

检验，!"##"B(A,9.，$#(A("，说明该方法与 0434>?@

之间具有较好的一致性，具有潜在的临床应用前

景。此外，在 0123 技术中，" !5 化学微球包含 -$"(

,

微球，在 +,( )* 激发光的作用下，每个感光微球每

秒均可释放 +( ((( 个单线态氧，如此强的信号放大

使得 0123具有较高灵敏度!":&。本研究利用 0123高灵

敏度的特点，将血清进行两次 -( 倍稀释，降低血清

中总 456 抗体浓度的同时有效削弱了非特异性 456

抗体对检测的干扰，而 0123 的高灵敏度，使得 0123

体系仍具有检测低浓度 26;$456抗体的能力。

以上实验结果表明本研究初步建立的 0123 检

测 26;$456 抗体的方法具有良好的分析性能。此

外，该检测体系还具有很多其他优点，如无洗涤和分

离步骤，减少了因分离洗涤过程带来的误差；全程共

需 C- *1)，整个过程操作简单，快速；实验仅需 ". !0

稀释血清，样本用量较少；试剂稳定性高，成本低，易

配制；易实现商业化和自动化D适合大规模筛查等。

本研究成功建立了 0123 间接法分析模式检测

26;E456 抗体，改善了传统方法干扰因素多，时间

长，过程繁琐等缺点，实现了均相、免分离、免洗涤

检测，为临床提供了一种新的微量、便捷、高效的

26;E456 抗体的检测方法。
!"#$!
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