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　　摘　要：目的　建立风疹病毒（ＲＶ）ＩｇＧ抗体时间分辨荧光免疫法（ＴｒＦＩＡ）并研制其试剂盒。方法　采用ＲＶ抗原作为包被

抗原，铕标记羊抗人ＩｇＧ作为示踪物，配制以β萘甲酰三氟丙酮为主要成分的增强液，应用ＴｒＦＩＡ法测定ＲＶＩｇＧ，并对自研试剂

盒的最低检测限、准确度、线性、重复性、阴性参考品符合率、阳性参考品符合率、热稳定性进行评价，与同类试剂盒进行方法学比

对试验，比对试验定量结果的等效性采用线性回归分析。结果　自研试剂盒的最低检测限、重复性、阴性参考品符合率、阳性参考

品符合率均能达到国家检定标准；检测国际参考品（１０ＩＵ／ｍＬ）或企业校准品，其实测值与理论值相对偏差均在正负２０．０％以内；

在２．０～２５６．０ＩＵ／ｍＬ范围内，线性相关系数不低于０．９９００；于３７℃恒温箱放置６ｄ后，检测性能无明显改变；临床研究评价一

致程度百分比可达１００％。结论　自研试剂盒灵敏度高、特异性强、精密度好、准确度高、线性范围宽，与同类产品检测结果相关

性好，能满足临床需要。
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　　风疹病毒（ＲＶ）被称为德国麻疹病毒，具单股正链ＲＮＡ，

是仅限于人类感染的病毒。风疹是一种由ＲＶ引起的通过空

气传播的急性传染病，传染性与麻疹一样强，为我国法定的丙

类传染病之一。研究发现，孕妇风疹发病率比普通人群高５

倍，孕妇患病后可通过胎盘感染胎儿，使细胞的有丝分裂受到

抑制，染色体断裂增多，从而影响ＤＮＡ复制和细胞繁殖。该

病毒在相邻的细胞间传播，不被母体风疹抗体所消灭，而得以

广泛传播，引起多系统、多组织畸形，称为先天性风疹综合征

（ＣＲＳ）。现在认为ＣＲＳ是一个严重的公共卫生问题，在２００２

年９月第２６届泛美卫生组织（ＰＡＨＯ）大会上，ＰＡＨＯ通过一

项决议，要求所有成员国都要开展加速风疹控制和ＣＲＳ预防

的活动，并继续开展风疹和ＣＲＳ的流行病学监测，同时进行实

验室诊断及调查［１］。２５％～５０％的ＲＶ感染患者为隐性感染，

无任何临床症状；而显性感染患者的临床症状又与许多出疹性

疾病（如麻疹、猩红热、幼儿急疹、药物疹等）相似，极易被误

诊［２］。因此，风疹的临床诊断需用实验室检测技术进行确诊。

由于现已分离出ＲＶ且已研制成疫苗，ＲＶＩｇＧ抗体水平的检

测作为易感人群或孕前ＲＶＩｇＧ阴性者进行预防接种的依据

是非常重要的，并可用于注射疫苗后免疫性的评估。ＲＶＩｇＧ

抗体的水平的检测也可以评估孕早期的免疫状态，用来监测围

产期抗体水平的血清学变化情况，检测２份新近感染的样本，

一份取自发病时，一份取自发病后２～３周，ＲＶＩｇＧ抗体的水

平如升高２～４倍，提示新近感染。因此作者利用时间分辨荧

光免疫分析法（ＴｒＦＩＡ）研制了一种高灵敏、高特异的ＲＶＩｇＧ

抗体定量测定试剂盒，并进行了分析性能评价，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集育龄妇女及孕妇、具有ＲＶ感染症状／体

征、相似症状或与传染源有密切接触史等人群的血清标本。均

按照《全国临床检验操作规程》进行血液标本采集与处理，样本

需无严重干扰性，如抗凝剂、溶血、脂血、黄疸等样本其干扰限
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超过试剂盒说明书给定范围或样本污染等样本均应予以剔除。

样本较长时间保存需临床检测后立即放于在至少－２０℃及以

下温度保存，且避免反复冻融。样本中应包含阳性、阴性和接

近临界值的样本，且尽可能均匀分布。样本数量按文献［３］和

《体外诊断试剂临床研究技术指导原则》的方法或要求选择。

血样在中国人民解放军第三○九医院、甘肃省人民医院、湖北

省中山医院３家临床试验研究单位按《体外诊断试剂临床研究

技术指导原则》的要求收集，共１０２０例（用于“已有同品种批

准上市”产品的临床研究实验）。按《麻疹和风疹病毒感染的实

验室诊断手册》［４］诊断无ＲＶ感染的人群血清或血浆样本４０２

例（用于自研试剂盒参考值的建立）及ＲＶＩｇＧ抗体阳性混合

血清（用于校准品的配制）均由南方医科大学第三附属医院

提供。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　主要试剂　ＲＶ天然抗原（含有Ｃｏｒｅ、Ｅ１、Ｅ２等优势表

位的片段）、羊抗人ＩｇＧ （美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ６Ｂ

凝胶（瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；９６孔微孔板（深圳市金灿华实业

有限公司）；铕（Ｅｕ３＋）标记试剂盒（Ｗａｌｌａｃ公司）；截留分子量

为５００００的超滤离心管（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；其余试剂为国

产分析纯试剂；自制以β萘甲酰三氟丙酮为主要成分的增强

液；自制含０．４％（犞／犞）的 Ｔｗｅｅｎ２０为主要成分的ｐＨ７．８、

２００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ溶液为浓缩洗涤液、含１０％（犞／犞）的小

牛血清和０．０１ｇ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠为主要成分的ｐＨ７．８、

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＴｒｉｓＨＣｌ溶液为实验缓冲液；ＷＨＯ 标准品

（ＮＩＢＳＣ编码：６７／１８２，８０ＩＵ／瓶），ＲＶＩｇＧ抗体参考品（中国食

品药品检定研究院）；对照试剂为抗ＲＶ抗体ＩｇＧ检测试剂盒

（德国ＥＵＲＯＩＭＭＵＮ公司）；第三方验证试剂为ＲＶＩｇＧ抗体

测定试剂盒（郑州安图绿科生物工程有限公司）。

１．２．２　主要仪器　泰莱ＴｒＦＩＡ仪、恒温振荡仪、全自动洗板

机（广州市丰华生物工程有限公司）；酶标仪（深圳雷杜生命科

学股份有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　校准品的制备　将收集的ＲＶＩｇＧ抗体阳性混合血清

按２０００版《中国生物制品规程》的要求对血清进行灭活处理。

以８０ＩＵ／瓶的 ＷＨＯ标准品为对照，ＲＶＩｇＧ抗体阳性用含５０

ｇ／ＬＢＳＡ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．８的ＴｒｉｓＨＣｌ稀释液定量稀释

成０、２．０、８．０、３２．０、１２８．０、２５６．０ＩＵ／ｍＬ。

１．３．２　方法学的建立　本方法原理采用间接ＴｒＦＩＡ法。在

固相包被ＲＶ抗原微孔反应板中依次加入１００μＬ的校准品或

预先用稀释液按１∶１００稀释好的样本，在室温条件下振荡反

应４５ｍｉｎ，洗板５次拍干，加入１００μＬ预先准备好的羊抗人

ＩｇＧＥｕ
３＋工作液，在室温条件下振荡反应４５ｍｉｎ，洗板５次拍

干，加入１００μＬ增强液，在室温条件下振荡５ｍｉｎ，将反应板放

入泰莱ＴｒＦＩＡ仪内进行荧光计数。

１．３．３　试剂与仪器操作　严格按照试剂盒说明书操作，仪器

操作按其操作规程进行。

１．３．４　方法学评价　按照试剂盒说明书及国家参考品说明书

的要求，对试剂盒的最低检测限、准确度、线性、重复性、阴性参

考品符合率、阳性参考品符合率、热稳定性进行评价。参照《体

外诊断试剂临床研究技术指导原则》进行临床研究比对试验。

临床研究比对试验中，自研试剂与对照试剂结果不符的样本，

自研试剂与对照试剂均需采用双孔重复检测１次，如结果仍然

不符，需采用第三方验证试剂进行检测。

１．４　统计学处理　采用仪器配套的软件进行数据处理，参考

值的建立结果经统计学分析呈偏态分布，采用百分位数表示。

临床研究比对试验定量结果的等效性采用线性回归分析。

２　结　　果

２．１　方法学反应体系的确定

２．１．１　ＲＶ抗原包被浓度　ＲＶ抗原采用１、２、３、４、５、６、７μｇ／

ｍＬ包被的反应板，检测阴性对照和阳性对照，以３μｇ／ｍＬＲＶ

抗原包被检测校准品２５６．０ＩＵ／ｍＬ的荧光值趋于“饱和”且校

准品２５６．０ＩＵ／ｍＬ检测荧光值与校准品０ＩＵ／ｍＬ检测荧光值

比值趋于最大，因此３μｇ／ｍＬＲＶ抗原为最适包被浓度。

２．１．２　羊抗人ＩｇＧＥｕ
３＋最适工作浓度　标记用缓冲液为ｐＨ

９．０、５０ｍｍｏｌ／Ｌ的碳酸盐缓冲液，羊抗人ＩｇＧ和Ｅｕ
３＋标记试

剂按质量比２∶１混合标记最佳。羊抗人ＩｇＧＥｕ
３＋用实验缓

冲液按体积比 １∶５００，１∶１０００，１∶１５００，１∶２０００，

１∶２５００，１∶３０００稀释，羊抗人ＩｇＧＥｕ
３＋以１∶２０００稀释

时检测校准品０ＩＵ／ｍＬ本底良好（小于２０００），校准品２５６．０

ＩＵ／ｍＬ检测荧光值与校准品０ＩＵ／ｍＬ检测荧光值比值趋于

最大，羊抗人ＩｇＧＥｕ
３＋以１∶２０００稀释为最适工作浓度。

２．１．３　剂量反应曲线　通过最佳曲线拟合优化，采用Ｌｏｇ＿

ＬｏｇＢ双对数数学模式，Ｓｐｌｉｎｅ三样条平滑拟合。试剂盒在泰

莱ＴｒＦＩＡ仪上检测的典型剂量反应曲线见附图１（见《国际检

验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　自研试剂盒参考值的建立　自研试剂检测４０２例 ＲＶ

ＩｇＧ抗体阴性样本的浓度值，进行统计学分析，结果呈正偏态

分布，中位数３．０２ＩＵ／ｍＬ，采用百分位数法计算８０．０％、

９０．０％、９５．０％、９９．０％、９９．９％ 的百分位数分别为 ５．３７，

６．３６，６．５８，１０．４９，１３．２０ＩＵ／ｍＬ。采用９９．０％的百分位数

１０．４９ＩＵ／ｍＬ，自研试剂盒的参考值建议定为１０ＩＵ／ｍＬ。见

表１。

表１　　４０２例ＲＶＩｇＧ抗体阴性样本检测的浓度分布

组距（ＩＵ／ｍＬ） 频数（狀） 频率（％） 累计频数（狀） 累计频率（％）

０．１～＜１．５ ５８ １４．４３ ５８ １４．４３

１．５～＜３．０ １４２ ３５．３２ ２００ ４９．７５

３．０～＜４．５ ７８ １９．４０ ２７８ ６９．１５

４．５～＜６．０ ７５ １８．６６ ３５３ ８７．８１

６．０～＜７．５ ３７ ９．２０ ３９０ ９７．０１

７．５～＜９．０ ６ １．４９ ３９６ ９８．５１

９．０～＜１０．５ ２ ０．５０ ３９８ ９９．００

１０．５～＜１２．０ ２ ０．５０ ４００ ９９．５０

１２．０～１３．５ ２ ０．５０ ４０２ １００．００

２．３　自研试剂盒的性能评价

２．３．１　最低检测限　连续３批自研试剂检测国家最低检测限

参考品，最低检测限均不高于１０．０ＩＵ／ｍＬ。

２．３．２　准确度　连续３批自研试剂检测国际参考品（１０ＩＵ／

ｍＬ）或经标定的企业校准品，其实测值与理论值相对偏差均在

正负２０．０％以内。

２．３．３　线性　连续３批自研试剂在２．０～２５６．０ＩＵ／ｍＬ范围

内，线性相关系数分别为０．９９８９，０．９９７７，０．９９９１。

２．３．４　重复性　平行检测国家精密性参考品１０孔，连续３批

自研试剂批内变异系数（犆犞）分别为７．０％、７．６％、６．５％。

２．３．５　阴性参考品符合率　连续３批自研试剂检测５份国家

阴性参考品，结果应均为阴性。

２．３．６　阳性参考品符合率　连续３批自研试剂检测１０份国

家阳性参考品，结果应均为阳性。

２．３．７　稳定性试验　连续３批自研试剂于３７℃恒温箱放置

６ｄ后，对最低检测限、准确度、线性、重复性、阴性参考品符合

率、阳性参考品符合率等分析性能指标进行评价，试剂盒检测

性能无明显改变。

２．４　临床研究比对试验　通过预实验选择德国 ＥＵＲＯＩＭ

·３７４·国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．４



ＭＵＮ的抗ＲＶ抗体ＩｇＧ检测试剂盒（酶联免疫吸附法）作为

对照试剂。１０２０例临床研究样本采用自研试剂与对照试剂进

行平行比对试验，以对照试剂结果为参考标准，待验证试剂盒

与对照试剂盒检测临床样本结果阳性符合率达１００％（５２９／

５２９）；阴性符合率达１００％（４９１／４９１）；犓犪狆狆犪指数为１，为高

度一致，认为两系统等效。定量结果在６．４ＩＵ／ｍＬ之间的样

本共１１６例。同时在待验证试剂和对照试剂线性范围内的定

量检测结果（０～１２４．４４ＩＵ／ｍＬ），进行线性回归分析，线性回

归方程为犢＝０．９７７８犡＋０．１０６３，狉＝０．９９７３。

３　讨　　论

我国每年出生的新生儿中２．５％有先天缺陷，除遗传因素

外，其中孕妇感染 ＲＶ 是引起先天缺陷的主要病因之一
［５］。

ＲＶ感染所导致的危害度与孕龄相关，孕妇在妊娠２个月之内

感染，婴儿先天性畸形的发生率为１１％～５８％，在妊娠２～３

个月感染发生率７％～１５％，在妊娠３～４个月内感染发生率

小于７％
［６］。血清 ＲＶＩｇＧ 抗体水平提示是否曾经感染过

ＲＶ，或者是否注射过ＲＶ疫苗。对婚前育龄妇女进行ＲＶＩｇＧ

抗体筛查，抗体阴性，属易感染者，应予以 ＲＶ活疫苗接种，３

个月或半年后抗体转为阳性后怀孕，这是预防ＲＶ感染孕妇，

进而避免婴儿因母亲感染 ＲＶ 而发生 ＣＲＳ的一个重要手

段［７］。在一些发达国家已将 ＴＯＲＣＨ 感染的检测作为婚前、

孕前和孕期的常规检测项目，而ＣＲＳ在许多发展中国家是一

个未被重视的公共卫生问题。风疹在我国存在暴发流行，对孕

早期妇女的威胁普遍存在，同时也关系到ＣＲＳ的发病率。制

定出有针对性、成功的免疫策略必须以监测数据为依据［８］。我

国已将ＣＲＳ列入国家出生缺陷干预工程
［９］。本研究采用了

ＴｒＦＩＡ技术研制了 ＲＶＩｇＧ定量测定试剂盒，其具有灵敏度

高、特异性强、线性范围宽、本底噪音低等优点，试剂盒溯源至

ＷＨＯ标准品（ＮＩＢＳＣｃｏｄｅ：６７／１８２，８０ＩＵ／瓶）。近年黄杰

等［７］研制了ＲＶＩｇＧ抗体国家参考品，为ＲＶＩｇＧ检测试剂盒

评价和临床实验室质量评价提供了质量控制品。连续三批自

研试剂盒检测此国家参考品，能达到国家检定标准的要求。通

过临床研究比对试验，自研试剂盒与对照试剂盒的检测结果具

有等效性。ＴｒＦＩＡ法ＲＶＩｇＧ定量测定试剂盒的研制，将为临

床ＲＶ的检测提供一个科学的、可靠的诊断依据。
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生产厂家对产品的质量控制水平，因此在选择检验程序和进行

使用前性能评价时，应选择测量不确定度较小的检测程序，且

其性能应满足实验室预先设定的不确定度要求，确保检验程序

准确性。医学实验室开展测量不确定度评估有助于临床正确

解释和应用实验室检验结果。在分析检验结果时，引入不确定

度的概念，可判定当次检验结果与规定量值或生物参考区间差

异的合理分布范围，并分析两者差异是否有统计学意义，帮助

临床做出准确的实验室诊断［１３］。另外，利用不确定度有助于

血站检验结果告知人员更好地解释两次献血 ＡＬＴ检验结果

之间的差异和血站实验室与临床实验室 ＡＬＴ检验结果之间

差异，帮助献血者消除疑虑，使其继续献血。

测量不确定度作为医学实验室新生事物，目前尚未得到普

通和足够的重视，但随着我国医学实验室ＩＳＯ１５１８９认可工作

的推广和临床对检验结果解释和应用更深层次的需求，以及医

学实验室之间检验结果互认的需求，测量不确定度必将越来越

受到医学实验室的广泛关注和重视。
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求［Ｓ］．北京：中国合格评定国家认可委员会，２０１１．

［１０］陈文祥，申子瑜，杨振华．临床检验中的测量不确定度［Ｊ］．中华检

验医学杂志，２００７，３０（９）：９６７９７１．

［１１］中国合格评定国家认可委员会．ＣＮＡＳＧＬ０５测量不确定度要求

的实施指南［Ｓ］．北京：中国合格评定国家认可委员会，２０１１．

［１２］谢华斌，盛楠，林永志，等．医学实验室电化学发光分析系统测量

不确定度评价［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１３，３４（１）：８５８７．

［１３］ＰａｎｔｅｇｈｉｎｉＭ．Ｔｒａｃｅａｂｉｌｉｔｙａｓａｕｎｉｑｕｅｔｏｏｌｔｏｉｍｐｒｏｖｅｓｔａｎｄａｒｄｉ

ｚａｔｉｏｎｉｎｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＢｉｏｃｈｅｍ，２００９，４２（４／５）：

２３６２４０．

（收稿日期：２０１３１１１５）
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