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  摘 要:目的 通过胶体金法与酶联免疫吸附测定(ELISA)检测新型冠状病毒(SARS-CoV-2)特异性抗体

免疫球蛋白(Ig)M和IgG,评价2种方法在检测SARS-CoV-2特异性抗体中的诊断价值。方法 收集2020年

1-2月在该院住院的患者81例,根据相关标准分为新型冠状病毒肺炎(COVID-19)确诊患者组38例,疑似患

者组43例。
 

采用胶体金法与ELISA检测所有研究对象的SARS-CoV-2
 

IgM和IgG抗体,计算2种检测方法的

灵敏度和特异度。采用χ2 检验对疑似患者检测结果进行比较,分析2种检测方法的一致性。结果 ELISA检

测SARS-CoV-2
 

IgM和IgG抗体的灵敏度分别为55.26%(21/38)、60.53%(23/38),特异度均为97.67%(42/
43);胶体金法检测SARS-CoV-2

 

IgM和IgG抗体的灵敏度分别为63.16%(24/38)、76.32%(29/38),特异度

均为93.02%(40/43)。SARS-CoV-2特异性抗体IgM、IgG联合检测的阳性率均>70%。2种方法检测IgM
和IgG抗体结果比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 在COVID-19患者血清抗体检测过程中,胶体金法

检测操作简便、快速、费用低,且有较好的特异度,特异性抗体IgM和IgG联合检测可作为核酸检测的补充手段。
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Abstract:Objective To

 

detect
 

immunoglobulin(Ig)M
 

and
 

IgG
 

specific
 

to
 

the
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2(SARS-CoV-2)
 

by
 

colloidal
 

gold
 

method
 

and
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA),and
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

two
 

methods
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

SARS-CoV-2
 

specific
 

antibod-
ies.Methods A

 

total
 

of
 

81
 

patients
 

who
 

were
 

hospitalized
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

February
 

2020
 

were
 

collected.According
 

to
 

relevant
 

standards,they
 

were
 

divided
 

into
 

38
 

confirmed
 

patients
 

of
 

corona
 

virus
 

disease-19(COVID-19)
 

and
 

43
 

suspected
 

patients.The
 

colloidal
 

gold
 

method
 

and
 

ELISA
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

SARS-CoV-2
 

IgM
 

and
 

IgG
 

antibody
 

in
 

all
 

subjects,and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

were
 

calculated.The
 

χ2
 

test
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

differences
 

in
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

suspected
 

patients,and
 

the
 

consistency
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

was
 

analyzed.Results The
 

sensitivity
 

of
 

ELISA
 

to
 

detect
 

SARS-CoV-2
 

IgM
 

and
 

IgG
 

antibody
 

were
 

55.26%(21/38),60.53%(23/38),respectively,and
 

the
 

both
 

specificity
 

were
 

97.67%(42/43).The
 

sensitivity
 

of
 

the
 

colloidal
 

gold
 

method
 

to
 

detect
 

SARS-CoV-2
 

IgM
 

and
 

IgG
 

antibody
 

were
 

63.16%(24/38),76.32%(29/38),and
 

the
 

both
 

specificity
 

were
 

93.02%
 

(40/43).The
 

pos-
itive

 

rate
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

SARS-CoV-2
 

specific
 

antibody
 

IgM
 

and
 

IgG>70%.There
 

was
 

no
 

statisti-
cally

 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

methods
 

for
 

detecting
 

IgM
 

and
 

IgG
 

antibodies.methods
 

for
 

detec-
ting

 

IgM
 

and
 

IgG
 

antibodies
 

(P>0.05).Conclusion 
 

In
 

the
 

process
 

of
 

serum
 

antibody
 

detection
 

in
 

patients
 

with
 

COVID-19,the
 

colloidal
 

gold
 

method
 

is
 

simple,fast,low-cost,and
 

has
 

good
 

specificity.The
 

combined
 

de-
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tection
 

of
 

specific
 

antibodies
 

IgM
 

and
 

IgG
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

supplementary
 

method
 

for
 

nucleic
 

acid
 

detection.
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  新型冠状病毒肺炎(COVID-19)在全球范围内迅

速蔓延[1-3]。临床诊断基于流行病学史、实验室指标

检测和肺部CT检查,COVID-19确诊主要依赖于病

毒核酸的测定。然而核酸检测操作复杂、费时长及存

在假阴性等问题,可导致诊断延迟,因此需要其他方

法弥补核酸检测的不足[4]。《新型冠状病毒肺炎诊疗

方案(试行第七版)》[5]中明确指出新 型 冠 状 病 毒

(SARS-CoV-2)特异性抗体阳性为COVID-19的确诊

标准之一,目前已有针对SARS-CoV-2的免疫球蛋白

(Ig)M和IgG抗体的酶联免疫吸附测定(ELISA)和
胶体金检测试剂盒[6],可对临床疑似患者进行筛查,
以完善 实 验 室 检 查 项 目。本 研 究 以 胶 体 金 法 与

ELISA检测SARS-CoV-2
 

IgM和IgG抗体的临床诊

断价值为研究点进行比较分析,了解2种试剂盒在检

测不同病程COVID-19患者血清病毒抗体的灵敏度

和特异度,并评价方法学的一致性和可靠性。
1 资料与方法

1.1 一般资料 患者诊断参照国家卫生健康委员会

制订的《关于新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第六

版)》[7]执行,根据2次以上核酸检测结果将2020年

1-2月在本院住院的患者分为确诊患者组38例,有
典型的临床症状和肺部影像学特征,2次以上核酸结

果阳性;疑似患者组43例,连续2次(间隔24
 

h以上)
核酸检测结果阴性,合并其他呼吸道细菌或病毒感

染。本研究已通过四川大学华西医院伦理审查,伦理

批准文号2020年审(429)号。
1.2 仪器与试剂 SARS-CoV-2特异性抗体IgM和

IgG的ELISA检测试剂盒和胶体金法检测试剂盒均

购自珠海丽珠试剂股份有限公司。IgM 抗体检测根

据捕获法原理,以抗人IgM-μ链(包被二抗)包被微孔

板,IgG 抗体检测根据间接法原理,以重组SARS-
CoV-2抗原(包被抗原)包被微孔板,严格按照生物安

全要求和试剂盒说明书进行操作和结果判断。
1.3 病毒抗体动态变化 选择13例患者的不同感

染时间点的血清标本,研究时间是从患者入院后第一

次采集的血清标本开始,病程计算是从患者有发热、

咳嗽等临床症状到检测血清抗体的时间,以核酸检测

结果为参照,观察病毒抗体动态变化。核酸检测所用

引物、试剂和方法参考文献[8]。
1.4 统计学处理 应用SPSS26.0统计软件进行数

据处理分析。灵敏度、特异度等指标的比较使用配对

资料χ2 检验,采用Kappa值评价2种检测方法的一

致性,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 临床特异度评价 43例疑似患者中,胶体金法

试剂盒检测IgM、IgG抗体均有40例阴性,3例假阳

性,临床特异度为93.02%(40/43);ELISA试剂盒检

测IgM、IgG抗体均有42例阴性,1例假阳性,临床特

异度为97.67%(42/43);其中1例患者有发热、咳嗽、
咳痰等临床症状,呼吸道13种病毒筛查结果显示

SARS-CoV-2核酸检测结果阳性,胶体金法和ELISA
同时检测2种特异性抗体均为阳性;2例胶体金法检

测结果为弱阳性的患者无任何COVID-19临床表现,
仅表现为普通病毒感冒症状,核酸检测结果均为阴

性。结果表明这2种抗体检测试剂盒有较高的临床

特异度,能够满足COVID-19的筛查和诊断要求。
2.2 临床灵敏度评价 38例确诊患者中,胶体金法试

剂盒检测IgM、IgG抗体的灵敏度分别为63.16%(24/
38)、76.32%(29/38);IgM和IgG抗体联合检测(IgM
和IgG抗体任一阳性即确定为阳性)阳性30例,联合检

测的灵敏度为78.95%(30/38);ELISA试剂盒检测

IgM、IgG抗体灵敏度分别为55.26%(21/38)、60.53%
(23/38);IgM和IgG抗体联合检测阳性27例,联合检

测的灵敏度为71.05%(27/38)。结 果 表 明,SARS-
CoV-2

 

IgM和IgG抗体联合检测在COVID-19患者中

具有较高的检出率,是核酸检测漏检的良好补充。
2.3 2种方法检测确诊患者不同病程血清IgM 和

IgG抗体结果比较 13例不同感染时间点的确诊患

者,其中男7例,女6例,年龄19~81岁。13例确诊

患者病程<3
 

d时IgM 抗体均为阴性,当病程≥7
 

d
时,胶体金法检测IgM、IgG 抗体的阳性率均高于

ELISA。见表1。

表1  2种方法检测确诊患者不同病程血清IgM和IgG抗体结果比较[n(%)]

病程(d) 核酸阳性例数(n)
胶体金法

IgM抗体阳性 IgG抗体阳性

ELISA

IgM抗体阳性 IgG抗体阳性

<3 2 0(0.0) 1(50.0) 0(0.0) 1(50.0)

3~<7 3 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3)

7~<11 4 2(50.0) 3(75.0) 1(33.3) 1(33.3)

11~<15 4 4(100.0) 4(100.0)
 

3(75.0) 3(50.0)
合计 13 7(53.9) 9(69.2) 5(38.5) 6(46.2)
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2.4 胶体金法和ELISA检测结果比较 81例研究

对象的ELISA和胶体金法检测特异性抗体IgM 和

IgG结 果 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义 (χ2=0.745、

0.805,均P>0.05)。疑似患者组中有1例患者血清

的特异性抗体IgG为弱阳性,IgM 为阴性,且呼吸道

13种病毒检测中的SARS-CoV-2核酸阳性,结合影

像学和血细胞分析结果,考虑不支持COVID-19,为假

阳性。

3 讨  论

  目前,SARS-CoV-2核酸检测结果阳性虽是疑似

患者确诊的“金标准”,但其操作繁琐、耗时长,检测结

果易受标本质量、病毒感染部位及表达量等众多因素

影响,因而核酸单项检测不能满足疫情期间对疑似患

者快速筛查的要求[9]。一些符合临床表现和肺部CT
检出结果的COVID-19疑似患者,其不同标本类型

(咽拭子、肺泡灌洗液、粪便等)多次核酸检测结果阴

性,因此这些患者进行抗体检测或可提高诊断效

率[10-11]。流行病学数据表明,包括病毒特异性抗体

(IgM和IgG)在内的血清学应答可以进行血清学诊

断。通常IgM抗体在感染早期出现,在SARS-CoV-2
感染中最早可在第3天就检测到,所以其结果可以作

为早期诊断指标[12-13]。核酸检测是确诊SARS-CoV-2
感染的最重要方法,但是该方法检测时间长,操作步

骤复杂且灵敏度不高,因此,SARS-CoV-2抗体检测

方法逐渐被开发。目前已有研究开始探索SARS-
CoV-2

 

IgM、IgG和总抗体检测的应用价值,LI等[14]

对新研发的免疫层析法IgM 和IgG抗体快速检测试

剂盒的检测效果进行了评价,结果显示其灵敏度和特

异度分别为88.66%和90.63%。本研究中采用的

ELISA和胶体金法检测COVID-19确诊患者IgM、

IgG抗体特异度较高,进一步确认了SARS-CoV-2抗

体检测可为核酸检测结果阴性患者的确诊提供辅助

诊断。
本研究中1例患者经过多次核酸检测得以确诊,

其在住院过程中多次采集咽拭子、粪便及肺泡灌洗液

进行核酸检测结果均为阴性,笔者在对该患者血清抗

体连续监测过程中发现,胶体金法和ELISA检测结

果显示IgM和IgG抗体阳性,且病程≥5
 

d后在血清

中检测到IgM/IgG抗体。在该患者发病7
 

d之后,

ELISA检测IgG抗体滴度开始增加。还有1例患者

为家族聚集性病例,该患者显示家族中4名成员均有

COVID-19的典型临床症状和明确的流行病学史,该
患者的儿子、丈夫、儿媳因核酸检测结果阳性确诊,但
该患者核酸检测结果持续阴性而血清特异性抗体

IgM/IgG结果均为阳性,同时该患者年龄大、基础疾

病多(合并慢性阻塞性肺疾病、高血压等),入院后多

次采集肺泡灌洗液标本困难,只能采集鼻咽拭子或粪

便标本,核酸检测结果均为阴性。笔者采用胶体金法

对该患者进行连续性血清特异性抗体检测,显示在入

院3
 

d后IgM抗体转为阳性,10
 

d后IgG抗体转为阳

性。血清特异性抗体检测窗口期与SARS-CoV-2核

酸检测类似,而胶体金法对标本质量的要求不如核酸

检测严格,当在呼吸道标本中检测不到病毒核酸时,
但可以检测到特异性抗体的存在。因此以上2例患

者得以通过临床症状和早期抗体检测结果确诊,可避

免核酸检测中因采样要求高、检测时间长和操作步骤

繁琐等问题导致的假阴性结果出现,同时表明血清抗

体的检测可以在一定程度上弥补核酸检测漏检的风

险[15]。虽然病毒核酸可在COVID-19患者1~5
 

d上

呼吸道咽拭子中检出,但受病毒感染机制及采样部位

影响,仍然存在上呼吸道咽拭子核酸检测结果阴性,
临床症状及流行病史和实验室其他检查数据又高度

怀疑COVID-19的情况。因此,抗体联合核酸检测可

有助于进一步提高SARS-CoV-2感染的检出率,有助

于弥补核酸检测的不足。
本研究中,2种方法检测IgM 抗体的灵敏度均不

高,可能有以下原因:(1)确诊患者数量有限,对检测

方法的应用评价还不全面,无法更准确地反映试剂盒

的诊断效能;(2)观察时间点不统一,需要对患者进行

连续长时间追踪观察。通过分析13例住院患者病程

及所有COVID-19确诊患者血清抗体检测结果发现

IgG抗体的阳性率要高于IgM抗体,这一研究结果与

徐万洲等[16]报道的数据一致。可能与患者所处的感

染时期及IgM抗体是稀释后检测有关,同时受到标本

数量和试剂制备的影响。2种方法检测抗体的特异度

均≥90%,可能是由于COVID-19为新发疾病,目前

人群普遍易感,血清中特异性抗体水平总体较低。同

时,确诊患者中存在核酸检测结果阳性而抗体检测结

果阴性的情况,这可能与患者产生抗体的生理过程有

关。由于抗体的产生都有窗口期,当患者血清中的抗

体还未产生或水平低于检测下限,那么此时免疫学方

法就无法对其进行有效检测。此外,在本研究中疑似

患者组胶体金的弱阳性例数较多,其中1例患者呼吸

道SARS-CoV-2核酸结果阳性,而胶体金法检测IgM
抗体结果阴性,IgG抗体结果弱阳性。冠状病毒的核

衣壳(N)蛋白相对保守,来自冠状病毒Ⅰ型抗原的多

克隆抗体,包括人冠状病毒229E、猫传染性腹膜炎病

毒和猪传染性胃肠炎病毒都与SARS-CoV 感染的

Vero细胞有关。表明SARS-CoV的 N蛋白与抗原

性Ⅰ类动物冠状病毒的抗血清发生抗原性交叉反

应[17]。因此,本研究所使用完整的 N蛋白作为包被

抗原进行血清学检测可能会影响灵敏度和特异度,这
也可能是在本研究中所使用的胶体金试剂盒检测IgG
抗体的灵敏度高于IgM 抗体的原因。因此若抗体检
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测阳性时应该动态检测抗体滴度,结合临床和核酸检

测结果进行鉴别诊断,以排除其他冠状病毒感染的可

能性。类风湿因子、嗜异性抗体、补体及外源性干扰

等因素也可能造成试验结果的假阳性。研究表明当

患者体内存在高类风湿因子抗体时,假阳性率可高达

60%[18]。
综上所述,2种方法对确诊和疑似患者的诊断无

明显差异,在应用价值上各有优缺点。胶体金检测试

剂盒不需要复杂设备,具有操作简单、快速等优点,适
用于医院急诊、门诊、重症监护室、传染科等临床科室

快速筛查[19]。对疑似患者血清标本进行特异性抗体

检查,增加了COVID-19检测手段,有早期预报、回顾

性诊断和流行病学研究的意义,对深入认识疫情的发

生发展具有重要价值[20]。
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