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摘 要

全球每年有超过 １ 亿人感染登革病毒 ， 其 中 ５ ０ 万人发展成为登革热 ， 死亡

人数超过 ２５０００ 人 ， 然至今为止 ， 人类对登革热仍无特效治疗药物和安全有效

的疫苗 。 临床实践表 明早期诊断 、 及时的临床救治可 以大大减少重症登革热的

发生率 。 因此建立
一

种敏感而快速的早期诊断登革病毒感染方法对登革热的防

治至关重要 。

课题组在前期建立 了 登革病毒 Ｎ Ｓ １ 抗原检测方法 ， 并实现了产业化 ， 该检

测体系不但用于我国华南地区主要是广东省 的登革热诊断 ， 还提供给东南亚等

登革疫区作为检测工具 。 同时利用 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白建立了双抗原夹心抗体检测方法 ，

该检测方法在登革热诊断中 的敏感性和特异性也达到 了商 品化 ＰＡＮＢＩＯ 试剂盒

的水平 。 那么说明 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白在登革患者血清 中 的表达量应该不少 ， 是否达到作

为诊断的水平呢 ？ 为此 ， 本研宄利用课题组前期制备获得的 １ ０８ 株登革病毒

ＥＤ ＩＩＩ蛋 白特异性单抗建立抗原和 ＩｇＭ 抗体检测方法 ， 并探索从患者血清样品 中

检测 ＥＤ ＩＩ Ｉ 蛋 白和抗体的可行性 。

本研宄主要通过 以下两个部分进行 ：

一

、 登革病毒 ＥＤ０Ｉ抗原检测方法的建立及应用

基于课题组前期制备获得的 １ ０ ８ 株抗 ＤＥＮＶ－ＥＤＩＩＩ蛋 白单抗的特点及在抗原

诊断方法方面的经验 。 本部分以前期获得的 ３ ６ 株抗 ＤＥＮＶ １
－４ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ蛋 白 型特异

Ｉ





摘要


性或部分型别交叉的单抗作为捕获抗体 ， 分别与 ２０ 株 ＤＥＮＶ－ＥＤ ＩＨ交叉型单抗

进行两两组合配对 ， 以获得能够捕获到四个血清型登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白 的抗体对 ，

并对所获得的抗体对进行优化组合 ， 最终确立 以单抗 ４Ａ２Ａ １ 和 ３Ｅ７Ａ７ 混合作为

捕获抗体 ， ｂｉ〇ｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 单抗作为检测抗体能够同时检测到 ４ 个血清型登革病

毒 ， 且与 乙脑病毒和黄热病毒均无交叉反应 。 通过对检测体系的优化 ， 其检测

ＤＥＮＶ １
－４ ＥＤＩＩＩ蛋 白 的灵敏度分别为３ｐｇ／ｍｌ 、 ９ ８ｐｇ／ｍｌ 、 １ ２ｐｇ／ｍ ｌ和４９ｐｇ／ｍ ｌ 。 检

测 １
－４ 型登革病毒培养上清的敏感性分别为 ２２４４ ．９８ｃｏｐｉｅｓ／卟 ， ３ １ １ ６ ．６ １ ｃｏｐｉｅｓ／

｜

ｉＬ ，

３ ６ ８６５ ．２２ｃｏｐｉｅｓ／ｐ
Ｌ 和 ３ １ ７６９４ ．４３ ｃｏｐ ｉｅ ｓ／

ｐ
Ｌ 。 对 ８００ 份确诊的登革热患者血清检测

的敏感性为 ５０ ． ６％ ， 特异性为 ９９ ． ５％ ， 敏感性明显低于登革病毒 ＮＳ １ 抗原检测方

法／Ｍ） ． ０００
（
５０ ． ６％＆９７ ． ５％

）
和ＲＴ－ＰＣＲ

检测方法／Ｍ） ． ０００
（
５ ０ ． ６％＆６６ ． ９％

）
。

二、 基于登革病毒 ＥＤＨＩ蛋 白 的 ＩｇＭ 捕获法的建立及应用

以 １
－４ 型登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为检测抗原建立登革病毒 ＥＤ ｉｎ －

ＩｇＭ捕获法 。

并 以商品化的澳洲 ｐａｎｂ ｉｏＩｇＭ 检测试剂盒为参比试剂对临床确诊的登革热患者

血清标本进行同步检测 ， 两种检测方法的敏感性差异无统计学意义 （ ｉＭ） ． １ １ ８ ） ，

且吻合度较强 （ ｋ
＝
０ ． ７ ７７ ，Ｐ＝０ ． ０００ ） 。 联合 ＥＤＩＩＩ抗原检测方法对 ８００ 份登革热

确诊患者血清标本进行检测 ， 其敏感性可达 ９０ ． ５％ ， 明显高于核酸检测方法 。

综上所述 ， 本研究成功建立了登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原和 ＩｇＭ 抗体捕获法 。 通过

对临床标本的评价 ， ＥＤＩＩＩ抗原检测方法的敏感性明显低于登革病毒 ＮＳ １ 抗原检

测方法和 ＲＴ－ＰＣＲ 检测方法 ００ ． ０００ ） ， 但如果联合 ＥＤｍ－

ＩｇＭ 捕获法同步检

测 ， 该检测体系还是有望发展成为登革热早期诊断工具 。

关键词 ： 登革病毒 包膜蛋 白 结构域ＨＩ 免疫球蛋 白 Ｍ 诊断 化学发光酶免疫分析

ＩＩ
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刖習

在过去的几十年中 ， 人 口密度 、 全球贸 易 、 城市化的加剧 、 旅游业的发展

和未及时有效防控的病媒等因素 ， 使登革热的发病率不断增加 ， 成为全球巨大

的公共卫生挑战 ［
１

］

。 目 前 ， 全球超过
一

半的人 口 （ ４０ 亿 ） 面临感染登革病毒的

风险 ， 每年约有 ３ ． ９ 亿人感染登革病毒 ， 其中约 ９６００ 万感染者出现登革热的临

床症状 ， 死亡人数可达 ２０
，

０００ 人 ［
２ ＿

７
］

。 登革热主要流行于热带和亚热带地区 ， 包

括北美温带地区 、 欧洲 、 澳大利亚 、 美国和 日 本等 ［
８

－

１ １
］

。 近年来 ，

一

些温带地区 ，

包括法国 、 克罗地亚 、 中 国和葡萄牙也 出现了登革热病例 ［
１ ２

］

。 在我国南方沿海

广东 、 广西 、 福建 、 海南和 台湾 ［
１ ４

］等也发生过几次大流行 。 登革热的流行不

仅对人类健康构成严重威胁 ， 对经济也产生巨大影响 。 据估计 ， 全球每年因登

革热造成的经济负担包括直接和间接累计约达 ８９ 亿美元 ［
１ ５

］

。 至今 ， 登革热 已成

为
一

种严重危害人类身心健康的蚊媒病毒性传染病 ， 也被 ＷＨＯ 认定为全球健康

的十大威胁之
一

。

登革病毒 （ ｄｅｎｇｕｅｖｉ ｒｕｓ ， ＤＥＮＶ ） 主要是通过 白蚊伊蚊或埃及伊蚊的叮咬感

染人类 ， 轻者表现为发热 、 皮疹 、 头痛 、 呕吐 、 肌痛和关节痛 ； 重者可出现登

革 出血热 （ ｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇ
ｉ ｃｆｅｖｅｒ ， ＤＨＦ ） 和登革休克综合症 （ ｄｅｎｇｕｅｓｈｏｃｋ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ ， Ｄ Ｓ Ｓ ）
［

１ ６
］

。登革病毒分为 四个血清型 ， 各血清型基因 同源性在 ６５％－７０％ 。

四种血清型抗体间存在交叉反应 ， 而又缺乏交叉保护作用 ， 异型登革病毒的再

次感染可能会增加重症登革热的风险 ， 给疫情监测 、 风险评估和疾病诊治带来

诸多挑战 ［
１ ７

＿

１ ９
］

。 而在登革疫区往往是几种血清型登革病毒 同时交替流行 ［
２ （ ）

］

， 每

个人
一

生都有可能同时感染几个血清型登革病毒 ， 大大增加 了ＤＨＦ 和 Ｄ ＳＳ 的发

生率 ［
２夂 １ ９

，
２ １

，
２２

］

。 近年来随着寨卡病毒与登革病毒的共流行 ， 抗体依赖性增强

（
Ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ

－ｄｅｐｅｎｄｅｎ
ｔｅｎｈａｎｃｅｍ ｅｎｔ ，ＡＤＥ

）效应 的存在也增加 了感染者发生重症的

风险 。 因此 ， 建立
一

种快速 、 灵敏、 适合于大规模筛查的早期登革病毒

诊断试剂盒对于登革热的防控具有重要意义 。

１





当前 ， 针对登革热既没有特效的治疗药物 ［
２５

］

， 亦没有安全 、 有效的疫苗 。

临床研究表明 ， 早期发现 ， 早期给予支持疗法可 以 明显降低登革出血热的发生

率和死亡率 ［
４

－

６
］

。 然而 ， 登革病毒感染的临床症状通常为非特异的临床表现 ［
２６

，
２７

］

，

很难通过临床表现进行诊断 ， 因此实验室诊断对登革热的确诊十分必要 。 目 前 ，

用于诊断登革热的实验室方法主要包括病毒分离 、 病毒核酸检测 ［
２８

］

、 ＩｇＭ／ＩｇＧ 抗

体检测和抗原检测 ［
１ ６

，
２６

，

２７
，
２９

－

３

比 这些方法都有其优势和局限性 ［
３ ２

］

。

（ １ ） 病毒分离培养在病毒血症期间 （发热后的 ５ 天内 ） 进行时灵敏度较高 ，

且可以确定感染的登革病毒血清型别 。 然而病毒分离时间较长 ， 无法达到早期

诊断的 目 的 ， 而且需要专业的技术人员和设备 ， 同样无法做到大规模筛查的 目

的 ； 核酸检测虽然可 以达到早期诊断 ， 早期分型的 目 的 ， 但就 目 前核酸技术来

说也很难做到大规模的筛查 。

（ ２ ）逆转录聚合酶链式反应 （ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ ，

ＲＴ －ＰＣＲ ） 能够以高灵敏度和特异性检测病毒核酸 ， 相对于病毒分离可 以提供快

速的分型诊断结果 。 然而 ， 其检测窗 口期短 ， 污染风险高 ， 并且需要特殊设备

和专业技术人员 ［
３ｅ

］

， 难以实现大规模的筛查的 目 的 ［
２７

，

３ ３
］

。

（ ３） 抗体捕获酶联免疫吸附试验 （
Ｅｎｚｙｍｅ

－

ｌ ｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ ｓａｙ ，ＥＬＩＳＡ
）

测定抗登革病毒 ＩｇＭ 和 ／或 ＩｇＧ 抗体 ， 是 目 前登革热诊断应用最广泛的方法 ， 也

可 以区分首次感染还是二次感染 。 同时 ， 登革病毒抗体检测对于了解未来是否

可能发生重症登革热的风险和疫苗接种前筛查很重要 ［
３？ ６

］

。 然而 ， 在 ＤＥＮＶ 继

发感染中 ， ＩｇＭ 水平显著降低甚至检测不到 ， 容易 出现漏诊 ［
３ ７

］

； 而特异性 ＩｇＧ

抗体的检测无法区分近期和当前登革病毒感染 ［
２７

，
３ Ｑ

］

， 且 由于黄病毒属成员 间 同

源性极高 ， 抗体检测存在交叉反应 ［
３ ８

］

。 有研宂报道 目 前常见的三种商品化登革

抗体检测试剂盒都与抗寨卡病毒 ＩｇＭ 存在
一

定程度的交叉反应

（ ４ ） 抗原检测方法 ： 因其能够做到早期诊断 同时方法操作简便 、 快速

而被大规模应用于登革疫区 的筛查 ［
４６

］

。 目 前的商品化抗原检测试剂主要都是基

于登革病毒 ＮＳ １ 抗原 的检测方法 ［
４ ７

＿

５２
］

， 其敏感性和特异性都比较好 ， 而且能够

２




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

达到早期分型诊断的 目 的 ， 已被我国列入登革热诊疗指南的确诊标准方法 。 课

题组在前期制备获得 了
一

批登革病毒 ＮＳ １ 单克隆抗体 ， 并利用这些抗体建立 了

ＮＳ １ 抗原早期分型检测方法 ， 并实现 了试剂盒的产业化 ， 该检测体系不但用于

我国华南地区主要是广东省的登革热诊断 ， 还提供给东南亚等登革疫区作为检

测工具 。 然而我们在实际应用 中也发现 ＮＳ １ 作为诊断靶标也存在
一

些 问题 ： ①

血清 中 的 ＮＳ １ 抗原是以二聚体形式存在 ，
二聚体容易形成沉淀而影响抗原抗体

的结合 ； ？对于继发登革病毒感染 ， 血清 中预存的高浓度 ＮＳ １ 抗体可 以和 ＮＳ １

蛋 白结合形成抗原抗体复合物而影响抗原检测 。

为此 ， 我们考虑到作为登革病毒最大结构蛋 白 的包膜蛋 白 （
ｅｎｖｅ ｌｏｐｅ ， Ｅ ） ，

它是 ４ 个血清型登革病毒分型 的依据 ［
５ ３

，
５４

］

， 其氨基酸序列相对保守 ［
５４ ＿

５ ６
］

， 也是

病毒感染后诱导体液免疫和细胞免疫的主要蛋 白 ［
５ ７

胃

５ ９
］

， 目 前被认为是登革疫苗的

首要靶标 ［
６Ｑ

］

， 那么其作为抗原诊断靶标是否也合适 ［
６ １

］

？ 鉴于 Ｅ 蛋 白全长表达困

难 ， 而结构域ｍ独立暴露于登革病毒表面 ［
６２

，
６ ３

］

， 具有很强的抗原性 ， 可 以在体

内诱导高强度的免疫反应 ， 且被认为是诱导最强中和活性抗体的 区域 ［
５ ８

，
５ ９

］

。 本

课题组在前期利用 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白建立的双抗原夹心抗体检测方法在登革热诊断中 的
^

敏感性和特异性均达到 了 商 品化 ＰＡＮＢ ＩＯ 试剂盒的水平 。 也有研究提出病毒特

异性表位的 ＥＤ ＩＩＩ可用于黄病毒感染的血清学诊断 ， 具有更高的特异性 ［
６４

，
６ ５

］

， 有

助于登革热的分型诊断＿ 。 Ｗａｈａｌａ 等人 已经表明 ＤＥＮＶ 的重组 ＥＤ ＩＩＩ是建立

ＥＬＩＳＡ 的可靠抗原 ， 以识别原发性感染的 ＤＥＮＶ 血清型 ［
６ ７

］

。 Ｓ ｉ ｅｗ 等 以 ＥＤ ＩＩＩ蛋

白 用作抗原探针 ， 开发 了
一

种新型阻抗免疫传感器用 于检测登革热病毒 ＩｇＧ 抗

体 ， 具有 良好的敏感性和特异性 【
６ ８

】

。 综上 ， 说 明登革热患者血清 中 的 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白

含量理论上应该不少 ， 但是否达到可早期诊断 的水平仍有待探究 。 本研究将 以

登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为靶标蛋 白 ， 利用课题组前期制备获得的 １ ０８ 株具有高中

和活性的登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白特异性单克隆抗体和 四个血清型登革病毒 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ蛋

白建立抗原检测方法和基于 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白 的 Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获法 ， 同时对 ２０ １ ４ 年广州地区

３





爆发登革热疫区所收集的 ８００ 份确诊的登革热患者血清标本进行检测 ， 并评价

检测方法的敏感性和特异性 ， 评价 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革热早期抗原诊断的价值 。

４
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第
一

章 登革病毒 ＥＤｍ抗原检测方法的建立与应用

目 前 ， 用于诊断登革热的实验室方法主要包括病毒分离 、 病毒核酸检测 、

Ｉ
ｇＭ ／ＩｇＧ 抗体检测和抗原检测 ［

６９
］

。 登革病毒的包膜蛋 白 负责广泛的生物活动 ， 包

括与宿主细胞受体结合以及融合和进入宿主细胞 。 Ｅ 蛋 白 ， 尤其是其结构域

ｎ＾ｅｎｖｅ ｌｏｐ ｄｏｍａｉｎｌｌｌ ， ＥＤ ＩＩＩ
）独立暴露于登革病毒表面 ［

６２
，
６ ３

］

， 具有很强的抗原性

包含多重构象依赖性中和表位Ｍ ， 通过诱导保护性和中和抗体来刺激宿主

免疫反应 。 所以 ， 登革病毒 Ｅ 蛋 白是用于疫苗开发和诊断的重要抗原 ［％
。 为 了

进
一

步探索登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革热早期抗原诊断的价值 ， 我们利用课题

组前期制备获得的 １ ０８ 株具有高中和活性的登革病毒 ＥＤＨＩ蛋 白特异性单克隆抗

体建立 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法 ， 并评价其作为血清学早期诊断靶标的价值 。

本章主要是通过制备和纯化腹水型的登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ单克隆抗体 ， 并对 ２０

株四个血清型登革病毒同时交叉的单抗进行生物素标记 。 将登革病毒血清型特

异性单抗及部分型交叉单抗与 四个血清型 同时交叉的单抗进行组合配对 ， 优化

组合体系 ， 建立四个血清型登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原捕获的化学发光酶联检测方法 。

并通过对检测方法的敏感性及特异性的评价 ， 探讨 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革热早期诊

断靶标的价值 。

１ ． １ 材料和方法

１ ． １ ． １４ 个血清型 ＤＥＮＶ 重组 ＥＤＨＩ蛋 白及杂交瘤细胞株

１
－４ 型登革病毒重组 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白为本实验室通过构建真核表达载体转化的酵

母细胞表达并经镍柱纯化所获得 ， 该蛋 白 已经登革病毒免疫的动物血清证实具

有 良好的抗原性 ［
７ ３

］

； 新型冠状病毒 Ｎ 蛋 白和马尔尼菲青霉菌 ＭＰ １ 蛋 白为本实验

室保存 。 抗 ＤＥＮＶ－ＥＤ ＩＩＩ单克隆抗体杂交瘤细胞株为本实验室前期制备并保存 。

１ ． １ ．２ 病毒和细胞株

５





第
一章 登革病毒 ＥＤ  Ｉ Ｉ

Ｉ 抗原检測 方法的建立及应 用


登革病毒株 ： １
－４ 型登革病毒标准毒株 、 日 本 乙型脑炎病毒 （ Ｊａｐａｎｅｓｅ

Ｅｎｃｅｐｈａｌ ｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ ， ＪＥＶ ） 、 黄热病毒 （ ｙｅ ｌ ｌｏｗｆｅｖｅｒｖ ｉｒｕｓ ， ＹＦＶ ） 均 由广州市疾

病预防控制中心惠赠 。 白蚊伊蚊 Ｃ６／３ ６ 细胞株 由本实验室保存 。

１ ． １ ．３ 实验动物

６－

８ 周龄 ， 雌性的 ＳＰＦ 级 Ｂａｌｂ／ｃ 小 鼠购 自广东省实验动物中心 。

１ ． １ ．４ 血清样品

５００ 份健康志愿者体检血清样 品来 自 ２０２ １ 年南方医科大学珠江医院门诊健

康查体并已排除乙型肝炎病毒感染的剩余血清 。

８００份经 ＲＴ＿ＰＣＲ或登革病毒 ＮＳ １ 抗原检测阳性的登革热患者血清标本来 自

２０ １ ４ 年广东省登革热爆发流行期间就诊于南方医科大学珠江医院发热 门诊或住

院的患者剩余血清 。

１ ． １ ．５ 主要试剂

表 １
－

１ 实验的主要试剂

Ｔａｂ１
－

１Ｔｈｅｍａｉｎｒｅａｇｅｎｔｓｕｓｅｄ ｉｎｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试剂名称


ｒｗ


庆大霉素 ／两性霉素混合溶液美国 ＧｉＢＣＯ 公司

胎牛血清 （
ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ，

ＦＢ Ｓ
）美国Ｇ ｉＢＣＯ公司

ＰＲＭＩ
－

１ ６４０ 、 ＭＥＭ 、 ＤＭＥＭ培养基美国ＧｉＢＣＯ公司

Ｓ ｔｒｅｐｔａｖ ｉｄｉｎ －Ｐｅｒｏｘ ｉｄａｓ ｅＰｏ ｌｙｍｅｒ－ＩｇＧＳ ｉｇｍａ（上海 ） 贸 易有限公司

ＨＲＰ 羊抗小 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ Ｓ ｉｇｍａ（上海 ） 贸易有限公司

弗 氏不完全佐剂 Ｓ ｉｇｍａ（上海 ） 贸 易有限公司

生物素 Ｓ ｉｇｍａ（上海 ） 贸 易有限公司

３ ， ３
’

， ５ ，５
’

－四 甲基联苯胺 （ ＴＭＢ ）北京博奥龙免疫技术有限公司

山羊血清 以色列 ＢＩ 公司

考马斯亮蓝 Ｇ２５０大连美仑生物技术有限公司

双色预染蛋 白相对分子量标准上海雅酶生物医药科技有限公司

６
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

５ 

ｘＬｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ江苏康为世纪生物科技股份有限公司

３ ０％聚丙烯酰胺 、 ＡＰＳ 、 ＴＥＭＥＤ上海碧云天生物技术有限公司

ＨＲＰ 化学发光底物广东菲鹏生物股份有限公司

甘油 大连美仑生物技术有限公司

ＴＨＩＳＢ ａｓｅ 三羟 甲基氨基 甲烷美 国 ＭＰＢ ｉｏｍｅｄ ｉ ｃａ ｌ ｓ 公司

ＳＤＳ 十二烷基硫酸钠凯基生物科技有限公司

甘氨酸 、 辛酸 、 硫酸铵 、 氯化钠上海生工生物工程股份有限公司

ＰＨ 测试条 （ ６ ． ５
－

１ ０ ． ０ ）德国默克密理博公司

磷酸氢二钠十二水合物 、 磷酸二氢钠上海麦克林生化科技有限公司

Ｐｒｏｃ ｌ ｉｎ ３ ００上海安谱科学仪器有限公司 产 品 ；

ＤＥＰＣ 水上海生工生物工程股份有限公司

ＰＣＲ 八联管及其管盖美国爱进思 （
Ａｘｙｇｅｎ）

公司

Ｆａｓｔ１
－

ｓｔｅｐ
Ｍ ｉｘ（ ４Ｘ

）赛默飞世尔科技Ａｐｐ ｌ ｉｅｄＢ ｉｏ ｓｙｓ ｔｅｍ ｓ

９６ 孔酶标板 、 发光板厦 门怡佳美实验器材有限公司

登革病毒 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 检测试剂盒中 山大学达安基因股份有限公司

登革病毒 Ｎ Ｓ １ 抗原检测试剂盒北京万泰生物药业股份有限公司

其他试剂为 国产分析纯或进 口分装 。

１ ． １ ．６ 主要试剂配制

（ １ ）２〇 ｘＰＢ Ｓ

ＮａＨ ２Ｐ〇 ４ ４ ． ５ ６
ｇ

Ｎａ２ＨＰＯ ４ １ ２Ｈ ２０ ５ ８ ．０２
ｇ

Ｎ ａＣ ｌ １ ７ ５ ． ３
ｇ

ｄＨ ２０
（
定容

） １Ｌ

１ ２ １

°

Ｃ高压灭菌 ３ ０ｍ ｉｎ

（ ２ ）样品稀释液

０ ． １％Ｂ ＳＡ １ ． ０
ｇ

７
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０ ． １％ｔｗｅｅｎ－

２０ １ ．０ｍ ｌ

０ ． １％
ｐｒｏｃｌｉｎ １ ．０ｍｌ

ｌ ｘＰＢ Ｓ（定容 ） １ ０００ｍｌ

（ ３ ）０ ． １％ＰＢ Ｓ －Ｔ

０ ． １％ｔｗｅｅｎ
－２０ １ ．０ｍ ｌ

２〇 ｘ ＰＢ Ｓ ５０ｍｌ

ｄＨ２０（定容 ） １ Ｌ

（ ４ ）酶稀释液

２０％羊血清 １ ００ｍ ｌ

０ ． ５％吐温－２０ ２ ． ５ｍｌ

０ ． １％
ｐｒｏｃｌｉｎ ０ ． ５ｍｌ

１％苯酚红 ３ ．０ｍｌ

ｌ ｘＰＢ Ｓ（定容 ） ５００ｍｌ

（ ５ ） 终止液 ： ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４

ｄＨ ２０ ９４５ ． ６ｍｌ

９ ８％Ｈ２ＳＯ４ ５４ ．４ｍｌ

（ ６ ）封闭液

Ｔｒｉ ｓ １ ．２ １
ｇ

明胶 ２ ｇ

蔗糖 ２０
ｇ

酪蛋 白 ２ ． ５
ｇ

硫柳汞 ０ ．２
ｇ

ｄＨ２〇
（定容 ） ９９ ５ｍ ｌ

吐温 ５ｍｌ（ ５６

°

Ｃ ｌ ｈ
，

１ １ ５

°

Ｃ ３０ｍｉｎ 冷却后加入 ）

（ ７ ）抗原包被液 ： ０ ．０５Ｍ 碳酸盐缓冲液

Ｎａ２Ｃ０ ３ １ ． ５ ９
ｇ

８
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

ＮａＨＣＯ ａ ２ ． ９３
ｇ

ｄＨ２０
（定容 ） １Ｌ

（ ８ ）抗体包被液

Ｎａ２ＨＰ〇４

＿

１ ２Ｈ２０ １ ５ ． ０
ｇ

ＮａＨ２Ｐ〇４２Ｈ２Ｏ １ ．４ｇ

ｄＨ２６
（
定容 ） １Ｌ

（ ９ ）５ ｘ电泳缓冲液

Ｔｒｉ ｓ １ ５ ． １
ｇ

甘氨酸 ９４
ｇ

ＳＤＳ ５
ｇ

ｄＨ２０
（定容 ） １Ｌ

（ １ ０ ） 染色液

考马斯亮蓝 ０ ．２５
ｇ

甲醇 ： 水 （
过滤后使用 ）

（ ５ 〇＋４〇 ）９〇 ｍ ｌ

冰醋酸 １ ０ｍｌ

（ １ １ ） 脱色液

甲醇 １ ８４ｍ ｌ

冰醋酸 ３ ２ｍ ｌ

双蒸水 １ ８４ｍ ｌ

（ １ ２ ）０ ． ０６ＭＰＨ４ ．４ 乙酸缓冲液

０ ． ６Ｍ 乙酸钠 ３ ． ７ｍ ｌ

０ ． ６Ｍ 冰醋酸 ６ ． ３ｍ ｌ

ｄＨ２０
（
定容 ） １ ００ｍ ｌ

（ １ ３ ） １ ． ５Ｍ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ＰＨ ８ ． ８ ）

三羟 甲基氨基 甲烷 １ ８ ． １ ７
ｇ

ｄＨｂＯ（ 定容 ） ｌ 〇〇 ｍｌ

９





第
一章 登革病毒 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ 抗原检测 方法的建立及应 用



稀 ＨＣ １调 ＰＨ 至 ８ ． ８

（ １ ４ ） ｌ ． ＯＭ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣｌ（ ＰＨ６ ． ８ ）

三羟 甲基氨基甲烷 １ ２ ． １ １
ｇ

ｄＨ２０ １ ００ｍ ｌ

稀 ＨＣ １调 ＰＨ 至 ６ ． ８

（ １ ５ ） １ ０％ ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 分离胶 （ ５ ｍ ｌ ）

超纯水 １ ． ８ｍｌ

３ ０％ 聚丙烯酰胺 １ ． ７ｍｌ

１ ． ５Ｍ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ １ ． ３ｍｌ

１ ０％ 过硫酸铵 ０ ．０５ｍｌ

１ ０％ＳＤＳ ０ ． ０５ｍｌ

ＴＥＭＥＤ ０ ．００２ｍｌ

（ １ ６ ）５％ ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ浓缩胶 （ ２ ｍｌ ）

超纯水 １ ．４ｍ ｌ

３ ０％ 丙烯酰胺 ０ ． ３ ８ｍｌ

ｌ ．ＯＭ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ ０ ．２５ｍｌ

１ ０％ 过硫酸铵 ０ ．０２ｍｌ

１ ０％ＳＤＳ ０ ．０２ｍｌ

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００２ｍ ｌ

１ ． １ ．７ 主要仪器设备

表 １
－２ 实验的主要仪器

Ｔａｂ１
－２ Ｔｈｅ ｍａ ｉｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ｕｓ ｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒ

ｉｍｅｎｔｓ

仪器名称


ｍ
－



ｍ


－

８０

°

Ｃ
冰箱ＭＤＦ－Ｕ５ ３Ｖ 日本

普通冰箱ＫＡ６２ＮＶ２０ＴＩ 日本

超纯水系统ＨＪＪＲＯ２ＥＤＩ２５ ０中 国

１ ０
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

高压灭菌器ＨＶＡ－

８５ 日 本

干燥箱 ＢＰＧ－

９ １ ５ ６Ａ 中 国

酶标仪 ＳｙｎｅｒｇｙＨＴＸ美国

大容量恒温水浴锅ＧＤ １ ００英国

搅拌器 ＳＰ １ ３ １ ３２０ －

３ ３美国

台式离心机 ＳｃａｎＳｐｅｅｄ１ ７３ ０Ｒ丹麦

振荡器ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２Ｇ５ ６０Ｅ美国

封 口机 ＤＺＱ４００－２Ｄ 中 国

洗板机 ＥＬＸ５０美国

电子天平赛多利斯 ＢＳ２２４Ｓ中 国

ｐＨ 计 ＦＥ２０Ｋ瑞士

生物安全柜ＮＵ－４２５ －６００Ｅ美国

高速台式冷冻离心机Ｓ ＩＧＭＡ ４Ｋ １ ５美国

二氧化碳培养箱ＨＥＲＡｃｅ ｌ ｌ１ ５０ ｉ美国

冷却水循环装置ＣＡ －

１ １ １ １ 中 国

倒置显微镜 ＴＳ １ ００ 日 本

高速立式冷冻离心机ＣＲ２ １ Ｇ３ ＩＩＩ 日 本

Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ电泳仪ＰＯＷＥＲＰＡＣＵＮ ＩＶＥＲＳＡＬ美 国

摇床 ＴＳ －２０００Ａ 中 国

金属浴 ＧＨｄ ＯＯ 中 国

紫外分光光度计ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ美国

制冰机 ＸＢ ７０
－ＦＺ 中 国

生物安全柜 Ｂ ＳＣ －

１ ３ ６０Ｉ ＩＡ２中 国

超净工作 台 ＳＷ－ＣＪ
－２ＦＤ 中 国

荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪ＡＢ Ｉ７ ５００ＶＵＡ ７ＤＸ美国

１ １
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１ ． １ ．８ 抗登革病毒 ＥＤｍ蛋 白单克隆抗体杂交瘤细胞株的扩大培养

根据前期鉴定的登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ单克隆抗体的免疫学信息 ， 挑选型特异性和

部分交叉型单克隆抗体的杂交瘤细胞株进行扩大培养 。 将冻存的细胞株从液氮

中取出 ， 并立即于 ３ ９

°

Ｃ水浴箱中快速晃动溶解复苏 ， 分别吸取各株细胞悬液加

入含 ５ｍ ｌ１ ０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基的离心管 中 ， ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ，

加入 １ ０ｍｌ 培养基后重悬 ， 吸入培养瓶中置于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％ Ｃ０２孵箱 中扩大培养 。

１ ． １ ．９ 抗登革病毒 ＥＤ ＩＨ蛋 白腹水型单克隆抗体的制备与纯化

（ １ ） 腹水型单克隆抗体的制备 ： 将 ６－

８ 周龄的 ＳＰＦ 级雌性 Ｂ ａｌｂ／ｃ 小 鼠随机分

为每 ３ 只
一

组 ， 并使用苦味酸标记小 鼠 ， 每只小 鼠于 １ 周前经腹腔 内扇形注射

弗 氏不完全佐剂 〇 ． ５ｍｌ 。 将复苏的杂交瘤细胞扩大培养至对数生长期 ， 离心弃上

清 ； 同法使用预温的无血清 ＲＰＭＩ １ ６４０ 培养基轻轻重悬细胞后离心弃上清 ， 洗

涤细胞 ２ 次 ， 并 以适量无血清 １６４０ 培养基均匀重悬细胞进行计数 ， 按照每只小

鼠腹腔注射 １

？

２ｘ ｌ 〇
６个细胞 ／２００叫 ； 约 １

？

２ 周后观察小 鼠腹围 ， 对腹围明显增

大的小 鼠用 ７ 号注射针头进行腹水收集 ， 并观察记录收集腹水的时间 、 性状 、

体积 以及小 鼠的生存情况 ， 将收集的腹水经 ３ ０００ｒｐｍ ，４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ 后取上清 ，

加入叠氮钠至终浓度为 ０ ． １％。存放于 ４
°

Ｃ冰箱备用 。

（ ２ ） 单克隆抗体的纯化 ．

？ 使用辛酸 －硫酸铵沉淀法进行腹水型单抗的纯化 。 具

体操作步骤为 ： 将收集的腹水型单抗于 ４

°

Ｃ ，１ ２０００ ｒｐｍ 离心 ３０ｍ ｉｎ ， 将不含乳

糜样脂肪的上清转至烧杯并定容 ； 在室温搅拌下 ， 缓慢加入两倍腹水上清体积

的 ０ ．０６Ｍ 的 乙酸缓冲液 ； 并于 ３０ｍｉｎ 内 以 ３ ３
Ｍ
Ｌ／ｍｌ 腹水缓慢滴加辛酸 ， 观察出

现沉淀 ， ４

°

Ｃ静置 ２ｈ
； 同前离心 ３ ０ｍｉｎ ， 取上清用定性滤纸冰浴过滤 ， 对过滤后

上清进行定容 ， 冰浴搅拌下缓慢加入 １ ／ １ ０ 上清体积的 ＰＨ７ ． ５ 的 ｌ Ｏ ｘＰＢＳ ， 并用

１ＭＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值至 ７ ．４ 左右 。冰浴搅拌下缓慢加入固体硫酸铵 ０ ．２７７ｇ／ｍｌ
，
（ 时

间不少于 ３０ｍｉｎ ） ， 使硫酸铵终浓度达 ４５ ％ 。硫酸铵溶解完全后继续搅拌 １ ０ｍｉｎ ，

转至 ４
°

Ｃ冰箱静置过夜 。 次 日 于 ４
°

Ｃ ，１ ２０００ｒｐｍ 高速离心 ３０ ｍｉｎ ， 弃上清 ， 倒扣

于滤纸上方吸去残余上清 ； 加入 １ ． ５
？

２ｍｌ 预冷的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 溶解沉淀 ； 将完全溶解

１ ２
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

后样品装入透析袋中 ， 置于含 ０ ．０ １Ｍ ＰＢＳ 中 ， ４

°

Ｃ透析 ２４
？

４８ｈ ， 平均每 ４ｈ 换液

１ 次 ； 透析完毕 ， 用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 测定抗体浓度 ， 并经 １ ０％ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 鉴定抗体纯

度 ， 将纯化的单抗冻存于－２（ＴＣ备用 。

（ ３ ） 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析抗体纯度 ：

①配胶制胶 ： 于室温下按照试剂相应配方配制 １ ０％分离胶与 ５％浓缩胶两块 ，

每块玻璃板加入约 ５ｍ ｌ 分离胶后 ， 加入无水乙醇压线 ， 室温静置 ３ ０ｍ ｉｎ ， 待下层

胶凝固后倒去无水乙醇 ， 并用 吸水纸吸收残留的无水乙醇 ； 于每块玻璃板中灌

注约 ２ｍｌ 上层胶 ， 轻轻插入梳子 ， 待 ３ ０ｍｉｎ 凝固后卸去制胶架 ， 稳定夹在 电泳

槽中 ； 灌入事先配制好的 ｌ
ｘ 电泳缓冲液 ， 并拔去梳子 ；

？样品制备 ： 分别计算并吸取每株纯化的单抗 ２５ｐｇ ， 加入 １ ０ｐＬ ５ ｘ ｌ〇ａｄｉｎ
ｇ

ｂｕｆｆｅｒ
，
并用 ｌ

ｘＰＢ Ｓ 补足体积至 ５０Ａ充分混匀后将样品使用金属浴 １ ００

°

Ｃ加热

ｌ Ｏｍｉｎ
，
待冷却至室温后 ， ３ ０００ｒｐｍ 离心 ｌｍｉｎ

；

③上样 ： 每个样品上样 ２０ｐＬ／孔即 １ ０呢／孔 ， 彩虹 ｍａｒｋｅｒ 平复室温后 ， 混匀上

样 ３
｜

〇１７孔 ；

？ 电泳 ： 设置 ８ ０Ｖ 电压进行恒压 电泳至 ｍａｒｋｅｒ 条带均分开后 ， 调整 电压为

１ ２０Ｖ 电泳至 ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 跑至胶底部停止 ；

？考马斯亮蓝染色 ： 把胶板小心撬开 ， 将凝胶轻轻放入玻璃平皿中加入考马

斯亮蓝染液覆盖凝胶 ，
于摇床上染色 ３ ０ｍ ｉｎ

，

？脱色 ： 倒尽考马斯亮蓝染液 ， 加入 甲醇脱色液脱色 ， 每 ２０ｍ ｉｎ 换液 １ 次 ，

共脱色 ６０ｍ ｉｎ 。 待条带清晰后 ， 拍照保存 。

１ ． １ ． １ ０ 生物素标记登革病毒 ＥＤｍ单克隆抗体及效价测定

（ １ ） 生物素标记登革病毒 ＥＤ ＩＩ Ｉ单抗

操作方法如下 ： 取纯化后 的各株抗登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白单克隆抗体 ， 取 ２ｍ ｌ

单抗用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 稀释至 ｌｍ ｌ ， 将其配制为终浓度 ２ｍｇ／ｍ ｌ 的溶液 ； 称取 Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ

（
生物

素 ）
２ ． ２ｍｇ 溶于 ５ ００

ｐ
Ｌ 高压的纯水中 ， 配制成 １ ０ｍＭ 的 Ｂ ｉｏｔｉｎ 溶液 ； 取 １ ０ｍＭ 的

Ｂ ｉｏｔｉｎ 溶液 ２６ ． ８＾Ｌ 加入到先前配制的 ２ｍｇ／ｍ ｌ 的抗体溶液中 ， 于冰上孵育反应约

１ ３





第
一

章 登革病毒 ＥＤ ｉ ｌ
ｌ 抗原检測 方法的建立及应 用


两个小时进行标记 ； 将标记后溶液装于透析袋 中 ， 使用 ＫＰＢＳ 透析过夜 ， 换液 ８

次后收取标记后单抗 ， 加入等体积甘油充分混匀后 ， 分装 ３００
＾
１７支 ， 冻于 －８０

°

Ｃ

冰箱保存备用 。

（ ２ ） 生物素标记登革病毒 ＥＤＥＩ单抗的效价测定

采用直接 ＥＬＩＳＡ 法进行生物素标记抗体效价测定 ， 以新型冠状病毒 Ｎ 蛋 白

（ ＳＡＲＳ
－Ｃ０Ｖ－２ －ＮＰ ） 为阴性对照 。 １

－４ 型登革病毒 ＥＤＥＩ蛋 白和 ＳＡＲＳ －Ｃ０Ｖ－２－ＮＰ

包被浓度为 ｌ
ＭＳ／ｍｌ ，４

°

Ｃ包被 １ ６ｈ ， 甩干拍干后加酪蛋 白封闭液 ４
°

Ｃ封闭 ２４ｈ 。 加

入经梯度稀释的生物素标记的抗登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ单抗 ， ｌ ＯＯ＾Ｌ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴箱孵

育 ｌ ｈ ， ０ ． １％ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗板 ６ 次 ； 加入 １ ： １ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的亲和素 Ｉ ＯＯｍＬ／孔 ，

３ ７

°

Ｃ水浴箱孵育 ４０ｍｉｎ
；０ ． １％ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗板 ８ 次 ， 加入 １ ００叫／孔的 ＴＭＢ 显色液 ，

于室温避光显色 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 加入 １ ０〇ｎ
Ｌ／？Ｌ１ＭＨ２Ｓ〇４终止反应 ， 酶标仪测定 ＯＤ 值

４５０－

６３０ 。 以阳性测定值减去相应稀释度的对照值等于 １ ．０ 时的生物素标记 ＥＤ ＩＩＩ

单抗稀释度作为其工作浓度 。

１ ． １ ． １ １ 病毒的扩增培养

Ｃ６／３ ６ 细胞在含 １ ０％ ＦＢ Ｓ 的 ＭＥＭ 培养基中于 ２８

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２条件下培养至

８０％？ ９０％的单层细胞密度后 ， 用 ｌ ｘＰＢ Ｓ 轻轻晃动洗涤细胞 ２ 次 ； 然后 以无血

清 ＭＥＭ 培养基 ： 病毒液为 ７ ： １ 进行感染 ， 设置
一

瓶 Ｃ６／３ ６ 细胞作未感染对照 ，

并加入 ３ ． ５ｍ ｌ 无血清的 ＭＥＭ 培养基 ； 感染组加入 ３ｍｌ 无血清培养基后 ， 分别

加入 ０ ． ５ｍｌ１
－４ 型登革病毒液 、 乙型脑炎病毒液和黄热病毒液 ； 所有培养瓶置于

３ ３

°

Ｃ含 ５％Ｃ０２ 的孵箱中 以每 ２０ｍｉｎ 摇动
一

次的频率感染 ２ 小时后 ， 吸弃病毒液 ，

感染组与对照组均加入 ３ ． ５ｍ ｌ 含 ４％ＦＢ Ｓ 的 ＭＥＭ 培养基至终浓度为 ２％以终止感

染 ， 于 ３ ３

°

Ｃ含 ５％Ｃ０２ 的培养箱中维持培养 ３
？

５ 天 ， 观察到瓶中大多数细胞出

现 ＣＰＥ 病变效应时 ， 收集病毒感染的细胞及培养上清 。

１ ． １ ． １２ 登革病毒 ＥＤＨＩ抗原检测方法的建立

采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 法 ， 以各个血清型型特异性或部分型别交叉的 ＥＤＨＩ

单抗为捕获抗体 ， 四个血清型登革病毒交叉型 ＥＤ ＩＩＩ单抗为检测抗体 ， 共挑选出

１ ４
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３ ６ 株 ＥＤ ＩＩＩ单抗及 ２０ 株交叉型单抗分别进行两两配对 ， 以筛选捕获抗体与检测

抗体的最佳组合 。 配对方法简述如下 ： 将各株抗登革病毒 ＥＤＨＩ单抗 以 １ ０ｇｇ／ｍｌ

分别包被于聚苯乙烯酶标板孔中 ，
１ 〇〇化／孔 ， ４

°

Ｃ包被 １ ６ｈ ， 加入 ２６０＾Ｌ／孔酪蛋

白封闭液 ４
°

Ｃ封闭 ２４ｈ 。 分别加入 １ ： １ ０ 稀释的同型 ＤＥＮＶ 培养上清液和 ５０ｎｇ／ｍｌ

的重组 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白及样品稀释液 ｌ ＯＯｐＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 Ｉ ｈ ，０ ． １ ％ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗板 ６ 次 ；

分别加入工作浓度的生物素标记抗 ＤＥＮＶ－ＥＤＩＩＩ单抗 ， １ ００＾１７孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴箱孵

育 ｌ ｈ
；０ ． １％ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗板 ６ 次 ， 加入 １ ： １ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记的亲和素 １ ００叫７孔 ，

３ ７

°

Ｃ水浴箱孵育 ４０ｍ ｉｎ
；０ ．

１％ＰＢ Ｓ
－Ｔ 洗板 ８ 次 ， 加入 ｌ ＯＯ

＾
ｉＬ／孔 ＴＭＢ 显色液于室

温避光显 色 １ ０ｍ ｉｎ ， 加入 １ ００叫／孔 ｌＭ Ｈ ２Ｓ〇４ 终止反应 ， 酶标仪测 定 ＯＤ 值

４５０ －６３ ０ 。 若待测孔与 阴性对照孔的 比值２２ ． １ 即为阳性 。

１ ． １ ． １ ３ 四个血清型 ＤＥＮＶ－ＥＤ ＩＩＩ检测方法的敏感性和特异性

将 １ ． １ ． １ ２ 中初筛到 的敏感性高 的抗体组合进行优化组合配对 ， 并鉴定检测

方法的特异性 。 具体操作如下 ： 以 ｌ Ｏ
ｆ

ｘｇ／ｍｌ 抗登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗体包被聚苯乙烯

酶标板 ， ４
°

Ｃ包被 １ ６ｈ ， 加入 ２６０＾１７孔酪蛋 白封 闭液 ４
°

Ｃ封闭 ２４ｈ
； 分别加入倍比

稀释的灭活的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 、 ＪＥＶ 和 ＹＦＶ 病毒培养上清 ， １ ００４／孔置于 ３ ７

°

Ｃ水

浴锅 中反应 ｌ ｈ 后 ， ０ ． １％ＰＢＳ －Ｔ 洗板 ６ 次 ； 加入生物素标记的抗 ＤＥＮＶ－ＥＤＩＩＩ单

抗 ， １ （％Ｌ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴箱孵育 ｌ ｈ
；０ ． １ ％ＰＢＳ －Ｔ 洗板 ６ 次 ， 加入 １ ： １ ０００ 稀释的

ＨＲＰ 标记的亲和素 １ ００ｐＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ４０ｍ ｉｎ ； ０ ． １％ＰＢＳ －Ｔ 洗板 ８ 次 ， 加入 １ ００＾１７

孔的 ＴＭＢ 显色液于室温避光显色 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 加入 １ ０〇ｎＬ／孔 １ＭＨ２Ｓ〇４终止反应 ，

酶标仪测定 ＯＤ 值 ４５ ０ －

６３ ０ 。

１ ． １ ． １ ４ 基于化学发光酶免疫的登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法的优化

采用 双抗体夹心抗原捕获化学发光酶免疫法对 １ ． １ ． １ ３ 挑选的最佳抗体组合

进行捕获抗体和检测抗体的体系优化 。 步骤简述如下 ： 将两株登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋

白 捕 获抗体按 ４ 个组合浓度 包被 于 聚 苯 乙 烯酶标 板孔 中 ， 分 别 为 ５Ｈｇ／ｍ ｌ

４Ａ２Ａ ｌ ＋ １ ０
｜

ｊ ．ｇ／ｍｌ３Ｅ７Ａ ７、５
｜

ｊ ＿ｇ／ｍ ｌ４Ａ２Ａ ｌ ＋ １ ５
ｊ
ｘｇ／ｍｌ３Ｅ ７Ａ ７、 １ ０

｜

ｘｇ／ｍ ｌ

４Ａ２Ａ ｌ＋ １ ５ ｐｇ／ｍｌ ３Ｅ７Ａ７ 、 １ ５ ｐｇ／ｍ ｌ ４Ａ２Ａ ｌ ＋２０ｐｇ／ｍ ｌ ３Ｅ ７Ａ ７ ， ４
°

Ｃ 包被１ ６ｈ后 ， 酪

】 ５
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

蛋 白封闭液 ４

°

Ｃ封闭 ２４ｈ
； 加入 １ ００

（

ｉＬ／孔的 １ ： １ ０ 稀释的 １
－４ 型登革病毒培养上清

液及 １ ： １ ０ 稀释的 ６ 个正常体检血清作为对照 ， 样本稀释液作为阴性对照 ， ３ ７

°

Ｃ

孵育 ｌ ｈ ，０ ． １％ＰＢ Ｓ －Ｔ 洗板 ６ 次 ； 再分别加入 １ ： ５００ 、 １ ： １ ０００ 及 １ ： １ ５００ 共 ３ 个不

同稀释度检测抗体 ２Ｄ １ ３Ａ １ ２ －ｂ ｉｏｔｉｎ ， ３７

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ 后洗板 ６ 次 ； 再加入 １ ： １ ０００ 稀

释的 ＨＲＰ 标记的亲和素于 ３ ７

°

Ｃ孵育 ４０ｍｉｎ
； 洗板 ８ 次后加入化学发光底物液避

光反应 ４ｍ ｉｎ ， 酶标仪测定 ｌｕｍｉｎａｒｉｅ ｓ 值 。 上述洗液条件设立 ０ ． １％ 、 ０ ．２％及 ０ ． ５％

ＰＢ Ｓ －Ｔ ３ 个浓度 。 将上述组合采用单
一

变量的方法进行优化条件对比分析 ， 确立

最佳检测体系 。

１ ． １ ． １５ 登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法的灵敏度

采用 １ ． １ ． １ ４ 确立的最佳单抗配对体系对系列稀释的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ－ＥＤｍ蛋 白

进行检测 ， 以确定检测方法的灵敏度 。 具体操作参照 １ ． １ ． １ ３ 。 将梯度稀释的 １
－４

型 ＤＥＮＶ－ＥＤｍ蛋 白加入检测体系 ， 同时 以马尔尼菲青霉菌 ＭＰ １ 蛋 白和新型冠

状病毒 Ｎ 蛋 白为无关对照 ， 从 ｌ ＯＯｎｇ／ｍｌ 开始 ， 设置 １ ６ 个浓度梯度 。 以 ＥＤ ＩＩＩ蛋

白 的 ｌｕｍ ｉｎａｒｉｅｓ 与无关对照蛋 白检测值的比值＞２ ．１ 时的最高稀释度所对应的蛋

白浓度为检测体系的最低蛋 白检出 限 。 重复两次实验 ， 计算标准差 。

１ ． １ ． １６ 登革病毒 ＥＤＥＩ抗原检测方法的特异性

为进
一

步评估所建立抗原检测方法的敏感性和特异性 ， 将 ４ 个血清型登革

病毒 、 乙型脑炎病毒和黄热病毒进行同步检测 。 具体方法步骤基本同前 ： 取包

被捕获抗体浓度为 Ｍｇ／ｍ ｌ４Ａ２Ａ ｌ＋ １ ０
｜

ａｇ／ｍｌ３Ｅ７Ａ７ 的化学发光酶联免疫板 ， 分别

加入倍比稀释灭活的 ＤＥＮＶ１ 、 ＤＥＮＶ２ 、 ＤＥＮＶ３ 、 ＤＥＮＹ４ 、 ＪＥＶ 和 ＹＦＶ 培养上

清 ， 从 １ ：２ 开始倍 比稀释 ， 设置 １ ２ 个稀释度 （ １ ：２
？

１ ：４０９６ ） ， ３７

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ

后 ０ ． ５％ＰＢＳ －Ｔ 洗板 ； 加入 １
：
２０００ 稀释的 ｂｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 检测抗体 ３ ７

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ ，

０ ． ５％ＰＢＳ －Ｔ 洗板后加入 Ｕ ０００ 稀释的 ＨＲＰ 标记亲和素 ３ ７

°

Ｃ孵育 ４０ｍ ｉｎ
； 洗板后

拍干 ， 加入 ＨＲＰ 化学发光底物液避光反应 ４ｍｉｎ ， 酶标仪测定 ｌｕｍ ｉｎａｒｉｅｓ 值 。 以

对应分型登革病毒检测的 ｌｕｍｉｎａｒｉｅｓ值与 日本乙型脑炎病毒及黄热病毒检测平均

值 比值２２ ． １ 时的最高稀释倍数作为检测方法对该型登革病毒 的敏感性 。 同时观

１ ６
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

察所建立的检测方法是否与 日 本乙型脑炎病毒及黄热病毒发生交叉反应 。

１ ． １ ． １７ 基于荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的登革病毒分型检测方法的建立及检测登革病

毒的敏感性

登革病毒特异性引 物 、 探针及 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 质粒标准 品 由上海生工生物工

程股份有限公司合成 ； 质粒浓度分别为 ＤＥＮＶ １ ：３ ５４ｎｇ／＾Ｌ ；ＤＥＮＶ２ ：２２８ｎｇ／ｐＬ ；

ＤＥＮＶ３ ：２４０ｎｇ／ｐＬ ；ＤＥＮＶ４  ：２０４ｎｇ／ｎ
Ｌ 〇

表 １
－

３ 用于血清型特异性登革病毒实时 ＲＴ－ＰＣＲ 测定 的寡核苷酸引 物和荧光探针 ［
７４

］

Ｔａｂ１
－３Ｏ ｌｉｇｏｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅ

ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｆｌｕｏｒｏｇｅｎ ｉｃ
ｐｒｏｂｅｓｕｓｅｄ  ｉｎｔｈｅｓｅｒｏｔｙｐｅ

－

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃｄｅｎｇｕｅ

ｖ ｉｒｕｓｒｅａｌ
－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲ ａｓ ｓａｙ

Ｇｅｎｏｍｅ

Ｖｉｒｕｓｓ ｔｅｒｅｏ ｔｙｐｅＮｕｃ ｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｆ ｌｕｏｒｏｐ
ｈｏｒｅ

ｐｏｓ ｉ ｔｉｏｎ

ＤＥＮＶ－

１ ＦＣＡＡＡＡＧＧＡＡＧＴＣＧＴＧＣＡＡＴＡ ８ ９ ７３

ＤＥＮＶ－

１ＣＣＴＧＡＧＴＧＡＡＴＴＣＴＣＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣＣ９０８４

ＤＥＮＶ－

１

ｐ
ｒｏｂ ｅＣＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＡＧＣＡＣＧＣ ８９９ ８ＦＡＭ／ＢＨＱ

－

１

ＤＥＮＶ－

２ＦＣＡＧＧＴＴＡＴＧＧＣＡＣＴＧＴＣＡＣＧＡＴ １ ６０ ５

ＤＥＮＶ－２ＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣＡＴＣＴＣ １ ５ ８ ３

ＤＥＮＶ－２
ｐｒｏｂｅＣＴＣＴＣＣＧＡＧＡＡＣＡＧＧＣＣＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡ １ ００ ８ＨＥＸ／ＢＨＱ

－

１

ＤＥＮＶ－

３ＦＧＧＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＧＣＡＣＴＣＡ ７４０

ＤＥＮＶ－

３ＣＣＡＴＧＴＣＴＣＴＡＣＣＴＴＣＴＣＧＡＣＴＴＧＴＣＴ８ １ ３

ＤＥＮＶ－

３
ｐ

ｒｏｂ ｅＡＣＣＴＧＧＡＴＧＴＣＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＧ７６２ＴＲ／ＢＨＱ
－２

ＤＥＮＶ－４ ＦＴＴＧＴＣＣＴＡＡＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＣＧ ９０４

ＤＥＮＶ－４ＣＴＣＣＡＣＣＴＧＡＧＡＣＴＣＣＴＴＣＣＡ ９９２

ＤＥＮＶ－４
ｐ

ｒｏｂｅＴＴＣＣＴＡＣＴＣＣＴＡＣＧＣＡＴＣＧＣＡＴＴＣＣＧ ９６０Ｃｙ５ ／ＢＨＱ
－

３

表 １ ４ ４ 个血清型登革病毒标准 品质粒 目 的基因合成序列

Ｔａｂ １
－４Ｓｙｎ ｔｈｅ ｔ ｉ ｃｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｏ ｆ ｔａｒｇ

ｅ ｔ
ｇｅｎ ｅ ｓｏｆ ｆｏｕｒ ｄｅｎｇｕｅｖ ｉ ｒｕｓｓｅ ｒｏ ｔｙｐｅｓ ｔａｎｄａｒｄ

ｐ
ｌ ａｓｍ ｉ ｄｓ

ＤＥＮＶ－

１ ： １ １ ２ｂｐ


１ ７
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

ＣＡＡＡＡＧＧＡＡＧＴＣＧＣＧＣＡＡＴＡＴＧＧＴＡＣＡＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＡＧＣＧＣＧＣＴＴＴＴＴＡＧＡＧＴＴＴＧＡ

ＡＧＣＣＣＴＴＧＧＴＴＴＣＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＣＴＧＧＴＴＣＡＧＣＡＧＡＧＡＧＡＡＴＴＣＡＣＴＣＡＧ

ＤＥＮＶ－２ ：７ ８ｂｐ

ＣＡＧＧＣＴＡＴＧＧＣＡＣＴＧＴＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＴＧＣＴＣＴＣＣＧＡＧＡＡＣＧＧＧＣＣＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡＴＧＡ

ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＧＣＴＧＣＡＡＡＴＧＧ

ＤＥＮＶ－

３ ：７４ｂｐ

ＧＧＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＧＣＡＣＴＣＡＡＡＣＣＴＧＧＡＴＧＴＣＧＧＣＴＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＧＧＡＧＡＣＡＡＧＴＣ

ＧＡＧＡＡＧＧＴＡＧＡＧＡＣＡＴＧ

ＤＥＮＶ－４ ：８ ９ｂｐ

ＴＴＧＴＴＣＴＡＡＴＧＡＴＧＣＴＧＧＴＣＧＣＣＣＣＡＴＣＣＴＡＣＧＧＡＡＴＧＣＧＡＴＧＣＧＴＧＧＧＡＧＴＧＧＧＧＡＡ

ＣＡＧＡＧＡＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧＡＧＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧＡ


（ １ ） 病毒 ＲＮＡ 抽提

将 １ ． １ ． １ １ 扩增 的 ＤＥＮＶ １
－４ 病毒培养上清 、 乙型脑炎病毒和黄热病毒使用

ＤＥＰＣ 水进行 １ ０ 倍梯度稀释 ， 共设 １ ２ 个梯度 （ 原液？ １ ０
１ ２

） ， 每个稀释度病毒

液各取 ７０叫 按试剂盒说明书进行病毒 ＲＮＡ 抽提 。 ＲＮＡ 提取操作如下 ： 首先配

置 Ｂｕｆｆｅｒ ＶＲＬ／ＣａｉｒｉｅｒＲＮＡ 混合液 ： ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ 可 以提高病毒 ＲＮＡ 的 回收效率 。

每ｌｍｌＢｕｆｆｅｒ ＶＲＬ
，
力卩入４

｜

ｉｌＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ
（
ｌ

ｊ
ｘｇ／

ｐ
Ｉ
）

。

１
） 转移 ２８０叫 含 ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ 的 ＢｕｆｆｅｒＶＲＬ 至 １ ． ５ｍｌ 离心管 中 ；

２
） 其次转移 ７〇

ｍ
Ｌ 无细胞培养液至装有 Ｂｕｆｆｅｒ ＶＲＬ／ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ 的离心管

中 ， 涡旋混匀 ２０ 秒 ；

３
）
室温

（
１ ５

－２５
°

Ｃ
）静置 １ ０ 分钟后 ， １ ４０００ ｘｇ 离心 ５ 分钟去除不溶解杂质 ， 以

免 出现堵柱情况 ；

４
） 再加入 ２８０＃ 无水乙醇至上述裂解液中 ， 涡旋混匀 ２０ 秒 ；

５
） 将 Ｈ ｉＰｕｒｅＲＮＡ Ｍｉｃｒｏｃｏ ｌｕｍｎ 管子装在 ２ｍｌ 收集管中 ， 转移 ７０〇ｍＬ 混合

液至柱子中 ， ｌ ＯＯＯＯ ｘ ｇ 离心 ３０
－６０ 秒 ；

６
） 倒弃滤液 ， 把柱子装在收集管 中 。 转移剩余混合液至柱子中 ， １ ００００ ｘｇ

离心 ３ ０－６０ 秒 。 重复此步直到所有混合液都从柱子中过滤 。

７
）
此后把柱子装在新的收集管中 ， 加入 ３ ００

ｐ
Ｌ 已用 乙醇稀释的 ＢｕｆｆｅｒＶＨＢ

至柱子中 ，
ｌ 〇

，

〇０〇 ｘｇ 离心 ３ ０－６０ 秒 ；

８
） 倒弃滤液 ， 把柱子重新装回收集管中 ； 加入 ３００

｜

ｊＬ 已用 乙醇稀释的 Ｂｕｆｆｅｒ

１ ８
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

ＲＷ２ 至柱子 中 ， ｌ ＯＯＯＯ ｘｇ 离心 ３ ０－６０ 秒 ；

９
） 倒弃滤液 ， 把柱子重新装回 收集管中 ， 同上加入 ３ ００叫 已用 乙醇稀释

Ｂｕｆｆｅｒ ＲＷ２至柱子中 ， １ ０
，

ＯＯＯｘｇ离心３０ －６０秒 ；

１ ０
） 倒弃滤液 ， 把柱子装回收集管中 ， １ ３０００ ｘｇ 离心空柱 ３ 分钟甩干柱子 ；

１ １
） 将柱子转移至新的 １ ． ５ｍ ｌ 离心管 ， 加入 ２０

（

ｉＬＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ 至柱子的

膜中央 。

１ ２
）
室温静置 ２ 分钟 。 １ ３

，

０００ ｘｇ 离心 １ 分钟 。

１ ３
） 最后弃去柱子 ， 把病毒 ＲＮＡ 保存于－２０

°

Ｃ备用 。

（ ２ ）１
＞４ 型 ＤＥＮＶ 质粒标准品的拷贝数换算及稀释

根据合成的质粒标准 品碱基数及 已知浓度计算对应的拷 贝数 ， 其中 由上海

生工生物工程股份有 限公 司合成 的 质粒全长碱基数分别为 ＤＥＮＶ ｌ
＝
２８２２ｂｐ ，

ＤＥＮＶ２
＝
２７８ ８ｂｐ ， ＤＥＮＶ３

＝２７８４ｂｐ ，ＤＥＮＶ４
＝
２７９９ｂｐ ； 对应浓度 为ＤＥＮＶ １ ：

３ ５４ｎｇ４ｉＬ
；

ＤＥＮＶ２ ：２２８ｎｇ
／ｐ
Ｌ

；

ＤＥＮＶ３ ：２４０ｎｇ／ｎＬ ；

ＤＥＮＶ４ ：２０４ｎｇ／
ｔ
ｉＬ

； 拷 贝数

计算方法 ：

（
６ ． ０２ ＞＜

１ 〇
２ ３

拷 贝 数 ／摩尔 ）

ｘ
（
浓度ｇ／ｍｌ

）
／
（
ＭＷ ｇ

／ｍ〇 ｌ

）

＝

ｃ〇ｐ ｉｅ ｓ ／ｍ ｉ 。 使用

ＤＥＰＣ 水将 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 质粒标准品进行 １ ０ 倍梯度稀释 ， 共设 １ ２ 个梯度 （ １ ０

？

１ ０
１ ２

） 。

表 １
－５ 登革病毒质粒标准 品拷 贝 数计算结果

Ｔａｂ１
－

５ ．Ｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌｔｓｏｆ Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ
ｐ ｌ ａｓｍｉｄｓ ｔａｎｄａｒｄｃｏｐｙ 

ｎｕｍｂｅｒ

血清型浓度换算拷贝数 ｃｏｐ
ｉｅｓ／

｜

ｉＬＬｏｇ

ＤＥＮＶ－

１ ３ ５４ｎｇ
／＾Ｌ １ １ ． ４４２ ｘ ｌ ０

１ ０ １ １ ． ０ ６

ＤＥＮＶ－２ ２２ ８ｎ
ｇ
／

ｊ

ｉＬ ７ ．４ ５ ９２ ｘ １ 〇
１ ０ １ ０ ． ８ ７

ＤＥＮＶ－

３ ２４０ｎｇ／ｎＬ ７ ． ８ ６３ ｘ
ｌ 〇

＞ 〇 １ ０ ． ９０

ＤＥＮＶ－４ ２ ０４ｎ
ｇ
／ｎＬ ６ ． ６４ ７ ８ ｘ １ 〇

＂＞ １ ０ ． ８２

（ ３ ） 基于 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测四个血清型登革病毒标准品及病毒 ＲＮＡ

于冰上配制 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系 ， 根据样 品总数确定配制反应液的份数 。 同

一

反应体系 同时配制后加入孔中 ， 配置样品数 Ｘ＋ａ
（
ａ 为 Ｘ／８ ） 孔 。 即每

一

列 ８ 孔

１ ９
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至少应多配 １ 个孔 。 ａ 值随样品数增多而相应增大 ， 以免分装液体损失 ， 导致反

应液不足 。 每个标准品浓度梯度设立 ２ 个复孔 ， 每个病毒 ＲＮＡ 梯度设立 ３ 个复

孔 ， 重复 ２ 次实验 。 以 乙型脑炎病毒和黄热病毒 ＲＮＡ 作为阴性对照 ， 运用基于

ｑＲＴ
－ＰＣＲ 方法同时检测梯度稀释的质粒标准品及登革病毒 ＲＮＡ 。

表 １
－６ ：ＱＲＴ

＿ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ ．１
－

６ ．Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒ
ＱＲＴ

－ＰＣＲ
＂

＾ １ １反应体系
—

Ｆａｓ ｔ１
－

ｓ ｔｅｐ
Ｍｉｘ（ ４Ｘ

） ６ ．２５

上游引 物 （ ｌ ＯｕＭ
） １ ． ０

ｐ
Ｌ

下游引 物 （ Ｉ ＯｕＭ
） １ ． ０

ｍ
Ｌ

特异性探针 Ｐｒｏｂｅ １ ． ０
^

模板 ＲＮＡ ５ ． ０
ｐＬ／质粒标准品 １ ． ０

 ＾
ｘＬ

ＤＥＰＣ水 １ ０ ． ７ ５
ｐＬ ／ １ ４ ． ７５

ｐＬ

Ｔｏｔａｌ ２５ ． ０ｐＬ

表 １
－

７ ：ＱＲＴ
－ＰＣＲ 反应条件

Ｔａｂ ．１
－

７ ．Ｔｈｅ ｒｅａｃ ｔｉｏｎｃｏｎｄ ｉｔｉｏｎｆｏｒ
ＱＲＴ

－ＰＣＲ

Ｎｏ ．ｏｆ

Ｓｔｅｐ Ｓｔａｇｅ ＴｅｍｐｅｒａｔｕｒｅＴｉｍｅ

ｃｙｃｌｅｓ

Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ ｔｉｏｎ１ １ ５０ 

°

Ｃ ５ｍｉｎ

ＲＴ  ｉｎａｃｔｉｖａｔ ｉｏｎ２ １ ９ ５ 

°

Ｃ ２０ｓ

９ ５ 

°

Ｃ ３ ｓ

Ａｍｐ ｌ ｉ ｆｉｃａｔｉｏｎ ３ ４０
Ｆ



６０Ｔ


３ ０ ｓ

表 １
－

８ ：ＱＲＴ
－ＰＣＲ 通道选择

Ｔａｂ ．１
－

８ ． Ｔｈｅｃｈａｎｎｅ ｌｓｅｌｅｃｔｉｏｎｆｏｒ
ＱＲＴ

－ＰＣＲ

ＳｅｒｅｔｙｐｅＲｅｐｏｒｔｅｒＱｕｅｎｃｈｅｒ

ＤＥＮＶ－

１ＦＡＭＴＡＭＲＡ

ＤＥＮＶ－２ＶＩＣＮｏｎｅ

ＤＥＮＶ－

３ＲＯＸＮｏｎｅ

ＤＥＮＶ－４Ｃｙｓ５Ｎｏｎｅ

（ ４ ） 绘制标准曲线计算病毒拷贝数及 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 的敏感性与特异性

以 已知的质粒标准品拷贝数对数值 （ Ｌｏｇ ） 为横坐标 ， 以 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 反应体系

２０
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的循环数 （ Ｃ ｔ ） 值为纵坐标绘制标准曲线 ， 并计算相关系数 Ｒ
２值 ， 斜率 ， 扩增

效率 。 以相关系数 Ｒ
２ 大于 ９９％ ， 扩增效率 ９０？ １ １ ０％判定为标准 曲线

性能可 ， 将待测的登革病毒培养上清所得的 Ｃ ｔ 值代入相应标准 曲线计算相应稀

释度的病毒拷贝数 。 敏感性通过检测 １ ０ 倍梯度稀释的阳性质粒标准品判断最低
＋

检测下限 ， 特异性实验通过检测不 同血清型登革病毒及黄病毒属病毒 日 本 乙型

脑炎病毒与黄热病毒评估该 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 方法的特异性 。

Ｕ ． １ ８ 双抗体夹心 ＥＤＩＨ抗原捕获法的应用

（ １ ） 临界值的确定

以 １ ． １ ． １ ４ 建立的双抗体夹心抗原检测体系对 ５ ００ 份来 自 南方医科大学珠江

医 院 的体检者血清进行检测 以确立检测方法 的临 界值 。 操作简述如下 ： 包被

５ ｎｇ／ｍ ｌ ４Ａ２Ａ ｌ ＋ １ ０
＾
ｉｇ／ｍ ｌ ３Ｅ７Ａ７ 捕获抗体的板条 ， 分别加入 １ ： １ ０ 稀释的正常体检

者血清 ， 每块化学发光板条均 以 １ ： １ ０ 稀释的 １
－４ 型登革病毒培养上清作为 阳性

对照 ， 样本稀释液作为 阴性对照 ， 同
一

条件同时检测所有样本 。 以检测 的所有

排除 乙型肝炎病毒感染的体检者血清标本的 ｌｕｍ ｉｎａｒｉｅｓ 均值加上 ３ 倍标准差作为

该 ＣＬＥ ＩＡ 方法的 Ｃｕｔ
－

ｏｆｆ 临 界值 。

（ ２ ） 登革病毒感染患者血淸的检测

在获得检测体系 的临界值后 ， 进
一

步评价临床确诊的登革热患者血清标本

的检测情况 。 操作步骤同 １ ． １ ． １ ４ ， 血清标本统
一

１ ： １ ０ 稀释后检测 。 以 １
－４ 型登革

病毒培养上清作为阳性对照 ， ６ －

７ 份排除 乙型肝炎病毒感染的健康体检者血清标

本作为阴性对照 。 若测定的体检者血清本底高于上述设立的临 界值 ， 则 以此次

体检者血清本底平均值的 ２ ． １ 倍作为判定值 ， 若低于临界值 ， 则 以临界值为界判

定 阴 阳性结果 。

１ ．２ 结果

１ ．２ ． １ 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析登革病毒 ＥＤＨＩ单克隆抗体的纯度

经辛酸 －硫酸铵沉淀法纯化 ＤＥＮＶ－ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ单抗 ， 并经 １ ０％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳分

２ １
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

析 １ ８ 株单抗的纯度 。 结果如 图 １
－

１ 所示 ， １ ８ 株抗体经加热变性电泳后 ， 均分解

为轻链 （ 相对分子质量 ２ ５ＫＤ ａ
？

３ ５ＫＤ ａ 处 ） 和重链 （ 相对分子质量约 ５ ０ＫＤ ａ
？

７ ０ＫＤ ａ 处 ） 两个蛋 白 条带 ， 蛋 白纯度在 ９ ０％以上 。

ＫＤ ａ本 ＋

４＃，
：

：： 一ｍＭ－ 塵
５ ０—

一

４ ０一

３ ５麵

２ ５
…

細＿？
＿＞

＿ 丨 ＿ ＿ １
嫌 辦嫌幽 ．

爾
＿麵

麵
Ｗ９？ ｌ

２ ０

１ ５—

Ｍ １ ２３４ ５ ６ ７ ８ ９ １ ０１ １１ ２１ ３Ｍ１ ４１ ５１ ６１ ７１ ８

图 １

－

１ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ 分析纯化的抗 ＤＥＮ Ｖ－ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ单抗

Ｆ ｉ

ｇ ． １

－

１ ．ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ
ｐ
ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄｍＡ ｂ ｓａ

ｇａ ｉｎｓ ｔ ｔｈ ｅＥＤ Ｉ  １ １

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｏｆ ＤＥＮＶ

Ｍ ：ｍ ａ ｒｋｅｒ ； ］ ａｎ ｅ ｌ ． ９Ｄ ６Ａ ６ ； ｌ ａ ｎ ｅ２ ． ９Ｅ １ ８Ａ Ｂ
； ｌ ａｎ ｅ ３ ． ９Ｂ ６Ａ ６ ； ｌ ａ ｎ ｅ４ ． １ ０Ｆ ８Ａ２

； ｌ ａ ｎ ｅ ５ ． ９Ｆ ３Ａ ６ ；

ｌ ａｎ ｅ ６ ． ５ Ｆ２９Ａ ６
； ｌ ａｎ ｅ７ ． ４Ｂ １ １ Ａ ３ ３

； ｌ ａｎ ｅ ８ ． ４ Ｅ２ ７Ａ １ ７
； ｌ ａｎ ｅ９ ． ４Ａ２ ０Ａ ５

； ｌ ａｎ ｅ ｌ ０ ．
２ Ｂ ６Ａ ３ ３

； ｌ ａｎ ｅ ｌ １ ． ２ Ｅ ６Ａ ５
；

ｌ ａｎｅ ｌ ２ ． ２Ｆ９Ａ２
； ｌ ａｎｅ ｌ ３ ． ４Ａ２Ａ ｌ ； ｌａｎ ｅ ｌ ４ ． ３ Ｅ ７Ａ ７

； ｌａｎｅ ｌ ５ ． １ Ｃ２Ａ ５
； ｌ ａｎ ｅ ｌ ６ ． ３Ａ １ ２Ａ３ ２

；

ｌ ａｎ ｅ ｌ ７ ． ２Ｄ １ ３Ａ １ ２
； ｌ ａｎ ｅ ｌ ８ ．

２Ｄ ７ ３Ａ ７

１ ． ２ ． ２ 生物素标记登革病毒 ＥＤＭ单克隆抗体效价的测定

以新型冠状病毒 Ｎ 蛋 白包被的板条为 阴性对照 。 以待测 阳性测定值减去相

应稀释度的对照值等于 １ ． ０ 时 的生物素标记抗体稀释度作为该抗体的工作浓度 。

测 定结果如 下 图 １

－ ２ 及表 １
－

９（仅展示部分结果 ） 。

２２





项士学位论 文


Ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎ －４Ｂ ｌ Ｉ Ａ３ ３

Ｂ ｉｏ ｔｉｎ
－２Ｂ６Ａ３ １

４ 

—

－Ａ－Ｂ ｉｏｔｉｎ ２Ｂ６Ａ５５

Ｂ ｉｏｔ ｉｎ －２Ｅ６Ａ５

３
＿ Ｂ ｉｏｔｉｎ－ ２Ａ４４Ａ １ ７

＾
－０－Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ

－

１ Ｄ５ １Ａ３ ５

Ｓ－Ｂ
－Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ－

３Ｅ７Ａ７

￥
２ 

－Ａ Ｂ ｉｏｔｉｎ －

３Ａ １ ２Ａ３ ２

〇 ｉ  ｉ ｉ ｉ ｉ

￣￣￣
＇

^
１ ／５ ００ １ ／ １ ０ ０ ０ １ ／２ ０ ０ ０ １ ／４０００ １ ／８ ０ ０ ０１ ／ １ ６ ０ ００

抗体稀释度

图 〗
－ ２ 直接 ＥＬ Ｉ ＳＡ 法测定生物素标记单克隆抗体效价

Ｆ ｉ

ｇ
．ｌ

－２
．Ｔ ｉ ｔｅ ｒｏ ｆ  ｔｈ ｅｍＡｂ ｓ ｌ ａｂ ｅｄｗ ｉ ｔｈｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎｄｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄｂｙ

ｄ ｉｒｅｃ ｔＥＬ Ｉ ＳＡ

表 ｌ
－９ 生物素标记单抗的工作浓度

Ｔａｂｌ
－

９Ｔｈ ｅｗｏ ｒｋ ｉｎｇ
ｃｏｎｃｅｎ ｔｒａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｔｈ ｅＢ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ

－

ｃｏｎ
ｊ
ｕｇ

ａ ｔｅｄｍＡｂ ｓ

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ －ｍＡｂＷｏｒｋ ｉｎ ｇ
ｃｏｎｃｅｎ ｔｒａ ｔ ｉ ｏｎＢ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ －ｍＡｂＷｏ ｒｋ ｉｎ ｇ

ｃｏｎ ｃｅｎ ｔｒａｔ ｉ ｏｎ

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－

３ Ａ ３ ７Ａ４ １ ： ５ ００ Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－ ２Ｂ ｌ ６Ａ ３ １ １ ： ４ ００ ０

Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ －

３Ｄ ４ １ Ａ ６ １ ： ２０００Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ －４Ｅ２ ７Ａ １ ７ １ ： １ ００ ０

Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ
－４Ｃ ５ ８Ａ２ １ ：４０００Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ －

１ Ｂ １ ４Ａ １ ２ １ ： ８ ０００

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ
－

５Ｅ ７Ａ ６ １
：
２ ０ ０ ０Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ － ２Ｂ ６Ａ ３ ３ １

： ８ ０００

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ －４Ｂ １ １ Ａ ３ ３ １ ： １ ０ ００Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－２Ｅ６Ａ ５ １

： ８ ００ ０

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－

２Ａ ４４Ａ １ ７ １ ： ２ ０００Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－

３ Ｅ ３ １ Ａ４ １ ： ５ ０ ０

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ
－

２Ｄ ７ ３Ａ ７ １ ： ２ ００ ０Ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎ －２Ｄ １ ３Ａ １ ２ １
：
２ ０ ０ ０

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ
－

１ Ｃ２Ａ ５ １
： ５ ０ ０ Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ －

３Ａ １ ２Ａ ３ ２ １ ： ４ ００ ０

Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎ
－

１ Ｄ ５ １ Ａ ３ ５ １
： ８ ０００Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ

－

３ Ｅ ７Ａ ７ １ ： ８ ００ ０

１ ． ２ ．３ 登革病毒 ＥＤＨＩ抗原检测方法的建立

如表 １
－

１ ０ 所示 ， 本研究采用 ４ 个血清型登革病毒特异性或部分型别病毒交

叉 的 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ单抗为捕获抗体分别与 ４ 个血清型登革病毒同时交叉的抗 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ单抗

２ ３





第
一章 登革病毒 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ 抗原检測 方法的建立及应 用



进行两两组合配对建立登革病毒 ＥＤＩＩＩ抗原检测方法 。 根据 ＥＤ ＩＩＩ单抗的免疫学

特性 ， 我们挑选了３６ 株 ＥＤ ＩＩＩ抗体分别与 ２０ 株生物素标记的交叉型抗

ＤＥＮＶ－ＥＤＨＩ单抗进行两两相互配对实验 。 共组成了７２０ 个配对组合 ， 分别检测

４ 个血清型登革病毒灭活培养上清及重组登革病毒 ＥＤＩＩＩ蛋 白 ， 结果见表 １
－

１ １ ，

我们只筛选到三个组合能够组合成对子 ， 其中 只有单抗 ４Ａ２Ａ １ 和 ３Ｅ ７Ａ ７ 混合作

为捕获抗体 ， Ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 作为检测抗体可以较好的 同时检测到 ４ 个血清型

登革病毒上清 ； 而单抗 ５Ｃ４６Ａ３ 和 ４Ａ２Ａ １ 作为捕获抗体 ， Ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 作为

检测抗体只能检测 １
－

３ 型登革病毒培养上清 ， 而无法检测到 ＤＥＮＶ４ 病毒上清 。

因此 ， 我们将单抗 ４Ａ２Ａ １ 和 ３Ｅ７Ａ７ 混合作为捕获抗体 ， Ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 作为检

测抗体建立 了登革病毒 ＥＤＭ抗原检测方法 。

２４
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

第
一章 登革病毒 ＥＤ 丨

丨
丨 抗原检测 方法的建立及应 用


表 ｌ
－

ｉ ｉ 抗登革病毒 ＥＤｍ单克隆抗体配对的初步选择

Ｔａｂ１
－

１ １Ａ
ｐｒｅ ｌ ｉｍ ｉｎａｒｙ

ｓｅ ｌ ｅｃ ｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｃｈｅｄ
ｐ
ａｉｒｓｏｆ ａｎｔ ｉ

－ＥＤ ｌＩＩ ｍｏｎｏ ｃ ｌｏｎａ ｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

ＤＥＮＶ－

ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌ ｌｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ

Ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｔｉｂｏｄｉ ｅｓ
Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏ ｌ

ＤＥＮＶ－

１ＤＥＮＶ－２ＤＥＮＶ－

３ＤＥＮＶ－４



（ １ ：１ ０ ）（ １ ： １ ０ ） （ １ ＝１ ０ ） （ １ ：１ ０ ）



５Ｃ４６Ａ３Ｂ ｉ ｏ ｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２２ ． ０９６０ ． ６６３０ ． ３ ８ １０ ．０７ １ ０ ． ０２ ８

４Ａ２Ａ １Ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２２ ． ９０４２ ． ４２ １ ． ７５ １０ ． ０５ ０ ． ０５ １

３Ｅ７Ａ７＋４Ａ２Ａ １Ｂ ｉｏ ｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２２ ．２５２ １ ． ７８２ １ ． ３ ６６０ ． ３ ３ ７ ０ ． ０６

１ ．２ ．４ 登革病毒 ＥＤｍ抗原检测方法的优化

将挑选出来的最佳抗体组合通过棋盘实验确定捕获抗体和检测抗体的最佳

浓度 ， 并通过优化体系条件 ， 确定捕获抗体的最佳浓度为 ４Ａ２Ａ １５
Ｍｇ／ｍｌ 和 ３Ｅ７Ａ７

１ ０
ｆ
ｉｇ／ｍｌ 混合包被 ， 检测抗体 ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 为 １ ： ２０００ 时检测敏感性最好 ， 且

本底较低 。 同时 ， 优化洗液条件的吐温 ２０ 浓度 ， 结果显示洗液中吐温浓度为 ０ ．５％

时 ， 本底较低 ，
Ｐ／Ｎ 值较髙 ， 确立为最佳洗液条件浓度 。

１ ．２ ．Ｓ 登革病毒 ＥＤｆｆｌ抗原检测的灵敏度和特异性

采用化学发光酶免疫法进行双抗体夹心评估其检测 ＤＥＮＶ－ＥＤＥＩ抗原的灵敏

度及特异性 。 结果表明 ， 所建立检测方法检测 ＤＥＮＶ １
－ＥＤ ＩＩＩ 、 ＤＥＮＶ２

－ＥＤ ＩＩＩ 、

ＤＥＮＶ３
－ＥＤ ＩＩＩ 、 ＤＥＮＶ４ －ＥＤ ｉｎ蛋 白 的灵敏度分别为３ｐｇ／ｍ ｌ 、 ９ ８ｐｇ／ｍｌ 、 １ ２ｐｇ／ｍｌ 、

４９ｐｇ／ｍ ｌ ， 而与重组新型冠状病毒 Ｎ 蛋 白 、 马尔尼菲青霉菌 ＭＰ １ 蛋 白均无交叉

反应 。 通过对 四个血清型登革病毒培养上清 、 乙型脑炎病毒和黄热病毒培养上

清进行检测表明 ， 所建立的检测方法只特异性检测到 ４ 个血清型登革病毒 ， 而

与 日 本乙型脑炎病－和黄热病毒均无交叉反应 ， 说明我们所建立的抗原检测方

法具有登革病毒的特异性 。 但该检测方法对 ４ 个血清型登革病毒检测的灵敏度

不 同 （ 图 １
－４ Ｂ ） ， 其中 ＤＥＮＶ １ 与 ＤＥＮＶ２ 最高检测限为 １ ： １ ０２４ ， ＤＥＮＶ３ 为 １ ： ５ １ ２ ，

ＤＥＮＶ４为１ ： ２５６ 。

３ ０
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－

１ ｎＦＷ Ｉ

．

Ｉ ＤＥＫＶ＾ －ＥＤ ＩＩ ｌＴ

２ ５０ ０ ０００
－ ＤＥＮＶ２

－ＥＤ １ １ １ ＤＥＮＶ２

．

、 ＇－？－

ＤＥＮＶ ３
－ＥＤ １Ｄ １ ５ 〇〇〇〇

－

＾＼＋ＤＥＮＶ ３

？２ ００ ０ ０００
－

ｔ－
－＊＼ＶｗＶ ｓ ＤＥＮＶ４

１．Ｎｒ Ｖ＼
－
ｆ
－ＤＥＮＶ４

－ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ

｜
■Ｘ

＼

養
１ ５酬－Ｖ？ｓ服腦－Ｎ Ｐ

｜ １ ０Ｍ ０ ０
．５－

＾ Ｘ＼＝ ：
Ｓ

■Ｗ ＼
－

Ａ
－

ＰＭ －ＭＰ Ｉ Ｐ
＊

５＼＼＼Ｖ
＾－

ＶｖＷ

ｃ ｏ ｎ ｃ ｅｎ ｔｒａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＤＶ－ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ （
ｎ
ｇ
／ｍ ｌ

） Ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｉｏ ｎ ｏ ｆｖ ｉ ｒｕ ｓ ｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅ  ｓ ｕ
ｐ
ｅ ｒｎａ ｔａ ｎ ｔ

Ａ Ｂ

图 １

－４ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ抗原检测 的 灵敏度和特异性

Ｆ ｉ

ｇ
． １

－４ ．Ｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ａｎ ｄｓｐｅ ｃ

ｉ ｆｉ ｆｉ ｃ ｉ ｔｙ
ｏ ｆ ＥＤ  ＩＩＩａｎ ｔ ｉ

ｇｅｎｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

１ ． ２ ． ６ 登革病毒荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 分型检测标准 曲线的建立

通过建立登革病毒 四个血清型分型 的 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测方法 ， 并 以携带 ４ 个血

清型 登革病毒 Ｍ 或 Ｅ 基 因 的 质 粒 ＤＮＡ 标准 品 ］ ０ 倍 系 列稀释 的 质粒拷 贝数

（ ｃｏｐ
ｉ ｅｓ ／ｐＬ ） 的对数值 （ Ｌｏｇ ） 为横坐标 ， 以 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系获得的循环数阈

值 （ Ｃ ｔ ） 为纵坐标 。 选取其 中 的 ５
？

８ 个点绘制标准 曲线 ， 作 图采用软件 Ｐｒｉ ｓｎｉ９

进行线性 回 归 ， 建立标准 曲线 。 并计算相关系数 Ｒ
２

值 ， 斜率及扩增效率 Ｅ 。 如

图 １
－５ 所示 ： 所建立的 １

－

４ 型登革病毒标准 曲线 Ｒ
２

均在 ９ ８ ． ９９％ 以上 ， 扩增效率

分别为 ： ＤＥＮＶ １
： ９ ６ ． ８％ ， ＤＥＮＶ２ ： １ ０ ９ ． ６％ ， ＤＥＮＶ３ ： ９ １ ． ８％ ， ＤＥＮＶ４

： ９ １ ． ４％ ， 均

在 ９０％？ １ １ ０％之间 ， 可用于对登革病毒培养上清进行定量分析 。

３ １
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图 １
－５ 登革病毒 ｑＲＴ

－ＰＣＲ 的标准 曲 线

Ｆ ｉ

ｇ
． １

－ ５ ．Ｔｈｅｓ ｔａｎ ｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆ ＤＥＮＶ
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ

１ ． ２ ． ７ 基于荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 登革病毒分型检测的灵敏度与特异性

评估基于荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 登革病毒分型检测的灵敏度与特异性 。 结果显

示 ， 建立的 荧光定量 ＰＣＲ 的最低检测下限分别为 ： ＤＥＮＶ ｌ
：

１ ． １ ４４ ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／ｐＬ ，

ＤＥＮＶ２
：７ ． ４５ ９ｃｏｐ

ｉ ｅ ｓ ／
｜

ｉＬ ，ＤＥＮＶ３ ：７ ． ８ ６３ｃｏｐ
ｉ ｅｓ／

｜

ｉＬ ，ＤＥＮＶ４ ：６６４ ． ７ ８ ０ｃｏｐ ｉ ｅ ｓ ／
（

ｉＬ
；

各特定血清型仅特异性检测对应型别 的登革病毒 ， 与其他登革病毒血清型均无

交叉反应 ， 且 ４ 个血清型登革病毒 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测均与 日 本 乙型脑炎病毒及黄热

病毒无交叉反应 ， 说明建立的方法具有 良好的型特异性和敏感性 ， 有助于登革

病毒 的分型诊断 。

表 １
－

１ ２
ＱＲＴ

－ＰＣＲ 的特异性

Ｔａｂ ．  １
－

１ ２ ．Ｔｈ ｅｓｐ ｅｃ ｉ ｆｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ
ｏ ｆ

ＱＲＴ
－ＰＣＲ

３ ２
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

病毒 ＲＮＡ

引物与探针ＤＥＮＶ－

１ＤＥＮＶ－２ＤＥＮＶ－

３ＤＥＮＶ－４ ＪＥＶＹＦＶ

ＤＥＮＶ－

１＋－－－－

ＤＥＮＶ－２－＋－－－

ＤＥＮＶ－Ｓ－－＋－－

ＤＥＮＶ－４－＋－－

＋
： 有扩增 ； 无扩增

１ ．２ ．８ 基于荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的登革病毒分型检测登革病毒的敏感性

我们 以荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 法对 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法对登革病毒培养上清的最

低检测限提取核酸后与质粒阳性标准品 同时进行检测 ， 将所得的 Ｃ ｔ 值代入 １ ． ２ ． ６

建立 的标准 曲线计算相应的病毒拷 贝数 。 结果如表 １
－

１ ３ 所示 ， 我们所建立的

ＥＤ ＩＩＩ抗原捕获法检测病毒培养上清 的敏感性分别为 ： ＤＥＮＶ １ ：２２４４ ． ９ ８ｃｏｐ ｉｅ ｓ／ｐＬ ，

ＤＥＮＶ２ ： ３ １ １ ６ ． ６ １ｃｏｐ ｉｅｓ ／＾Ｌ ，ＤＥＮＶ－

３ ： ３ ６ ８６５ ． ２２ｃｏｐ ｉ ｅｓ／
ｆ
ｉＬ ，ＤＥＮＶ－４ ：

３ １ ７６９４ ． ４３ ｃｏｐ ｉ ｅｓ／
ｊ

ａＬ 。

表 １
－

１ ３ＲＴ－ＰＣＲ 检测梯度稀释的登革病毒液

Ｔａｂ ．  １
－

１ ３ ．Ｔｅ ｓ ｔｉｎｇ
ｓｅｒ ｉａ ｌｄ ｉ ｌｕ ｔ ｉｏｎｓｏ ｆ ｓｕｐｅｒｎａ ｔａｎｔ ｆｒｏｍＣ６ ／３ ６ｃｅ ｌ ｌｃｕ ｌｔｕｒｅ ｓ ｉｎｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈＤＥＮＶ ｂｙ

ＲＴ－ＰＣＲ

血清型稀释度Ｙ
（
Ｃｔ

）Ｘ
（
Ｌｏｇ）ｃｏｐ ｉｅｓ／Ｍ

Ｌ拷贝数均值

３ ０ ． ０００ ３ ． ２ ８ ７２６ ８４５ １ ９３ ７ ． ６ １ ９２９２

ＤＥＮＶ－

１ １ ： １ ０２４ ２ ２４４ ． ９８ １ ４４８

２９ ． ５ ９３ ３ ． ４０６９３ ９ １ ４２ ５ ５２ ． ３４３ ６０４

２ ８ ．４３ ６ ３ ． ６３ ５ ６０４ １ １４３ ２ １ ． １ ９７４ ３ ９

ＤＥＮＶ－２ １ ： １ ０２４ ３ １ １ ６ ． ６０５ ５ ７

２９ ． ５ ３ ８ ３ ． ２ ８ １ ４９ １ １ ９ １ ２ ． ０ １ ３ ７０ １

２ ５ ． ５ ５４４ ． ５４３ ５ ５ ２０４３４９５ ８ ． ４３ ９６６

ＤＥＮＶ－ ３ １ ： ５ １ ２ ３ ６８６５ ． ２ １ ５ １ ９

２ ５ ． ３ ９５ ４ ． ５ ８ ８ ５ １ ８ １３ ８ ７ ７ １ ． ９９０ ７ １

２ ３ ． ８ ７６ ５ ． ５ ７６０９９２ １３ ７６ ７ ８ ９ ． ８６２ ８

ＤＥＮＶ－４ １ ：
２５ ６ ３ １ ７６９４ ． ４２８ １



２４ ．４ ５６


５ ．４ １ ２６２６ ８ ３２５ ８５ ９ ８ ． ９９ ３ ４


１ ．２ ．９ＥＤｍ抗原检测方法临界值的确定

利用所建立检测方法对 ５００ 份来 自 南方医科大学珠江医院体检中 心 的健康

志愿者体检血清进行检测 ， 计算平均值及标准差 ， 以均值加 ３ 倍标准差设立临

３ ３





第
一章 登革病毒 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ 抗原检测 方法的建立及应 用



界值 。 结果如表 １
－

１ ４ 所示 ， 所建立检测方法的临界值为 ９５３ ． ８４ 。

表 １
－

１４ 临界值的确立

Ｔａｂ ．  １
－

１ ４ ．Ｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｅｄｏｆ ａｃｕｔ
－

ｏ ｆｆ ｖａｌｕｅ ．

Ｃｒｏ ｓｓ
－

ｒｅａｃｔｉｖｅ ｔｙｐｅ４Ａ２ＡＨ－

３Ｅ７Ａ７／ｂｉｏｔｉｎ２Ｄ １ ３Ａ １ ２

Ｍｅａｎ ２ ８２ ． ３ １

ＳＤ ２２３ ． ８４

Ｃｕ ｔ
－

ｏｆｆ（Ｍｅａｎ＋３ ＳＤ ）



９５３ ． ８４


１ ．２ ． １ ０ 双抗体夹心 ＥＤ ＩＫ抗原检测登革病毒感染患者血清

为进
一

步评估所建立的双抗体夹心 ＥＤｉｎ抗原检测方法的敏感性 ， 我们通过

对 ８００ 份经 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 或 ＮＳ １ 抗原检测阳性的登革病毒感染患者血清进行检测 。

结果 显示 ： 我们所建立 的 登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法 的 阳性率为 ５ ０ ．６０％

（ ４０ ５ ／８００ ） ， 对 比登革病 毒 ＮＳ １ 抗原检测 方法 的 阳 性符合率 只 有 ５０ ．５ １％

（ ３ ９４／７８０ ） ， 对 比 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测方法的阳性符合率为 ６９ ． ７２％（ ３ ７３ ／５ ３ ５ ） ， 明

显低于 ＮＳ １ 抗原检测方法和 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 方法的检出率 。

表 Ｍ ５ 三种检测方法对登革病毒感染患者血清标本检测 的敏感性分析

Ｔａｂ ．  １
－

１ ５ ．Ｔｈｅｓｅｎｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉｔｙ
ｂｅｔｗｅｅｎＥＤ ＩＩＩ ＞ＮＳ  １ａｎｔｉｇｅｎａｓ ｓａｙｓａｎｄ

ｑＲＴ
－ＰＣＲ ｆｏｒ ｓｅｒａｆｒｏｍ ＤＥＮＶ

ｉｎｆｅｃｔ ｉｏｎ
ｐａｔｉｅｎｔｓ

ＮＳ １ＥＬＩＳＡ ｑＲＴ
－ＰＣＲ

Ｓａｍｐ ｌｅｓ


Ｐｏ ｓ ｉｔｉｖｅＮｅｇａｔｉｖｅＴｏｔａｌＰｏｓ ｉ ｔ ｉｖｅＮｅｇａｔｉｖｅＴｏｔａｌ

Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅ３ ９４ １ １４０５ ３ ７３ ３ ２４０５

＿ＤＥＮＶ １
－４

ＥＤ ＩＩＩＣＬＥ ＩＡＮｅｇａｔｉｖｅ３ ８ ６ ９ ３ ９ ５ １ ６２２３ ３３ ９５

ｃｒｏｓｓ
－

ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｔｏ ｔａｌ７ ８ ０２０ ８００５ ３ ５２６５８００

１ ．３ 讨论

登革病毒主要通过 白蚊伊蚊或埃及伊蚊叮咬感染人类 ， 轻者呈现不 明显或

轻微的发热性疾病 ， 重者引起严重和致命性的 出血和休克性疾病 。 据世界卫生

组织估计 ， 登革热的发病率在近五十年来增加 了三十倍 ， 全球有近 ４０ 亿人 口

３４
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面临登革病毒感染的风险 ， 每年有 １ ００ 多个流行 国家发生约 ５０００ 万－

１ 亿例新感

染病例 ， ２００００ 人死亡％ 给全球带来了 巨大的经济和健康负担 ， 己成为全球最

严重的虫媒病毒性疾病 。 且 目 前 尚未有安全有效的登革疫苗研制成功 ， 也没有

特异的治疗药物 。 因此 ， 对登革病毒感染患者进行早诊断 、 早隔离 、 早治疗 ，

是有效控制登革热疫情的关键 。

目 前登革热的实验室诊断方法主要包括病毒分离 、 病毒核酸检测 、 抗体和

抗原血清学检测等 。 核酸检测敏感性高 ， 可作为早期诊断 ， 阳性即可确诊为登

革病毒感染 ， 但核酸检测操作相对繁琐 ， 并不适合于疫区的大规模筛查诊断 ；

病毒分离培养虽是登革病毒感染诊断的金标准 ， 但其培养时间长 ， 无法达到早

期诊断及大规模筛查的 目 的 ； 抗体检测虽然操作简单 ， 适合于大规模筛查 ， 但

由于黄病毒属成员 间 同源性极高 ， 抗体检测存在交叉反应 ， 同时也无法做到早

期诊断 ； 抗原检测既能达到早期诊断也适合于大规模筛查需求 ， 目 前的商品化

试剂主要是基于登革病毒 ＮＳ １ 抗原的检测方法 ， 其敏感性和特异性都比较好 ，

也被我国列入登革热诊疗指南的确诊标准方法 ， 也是当前登革热筛查的主要手

段 。课题组在前期利用登革病毒 ＮＳ １ 蛋 白单克隆抗体建立 了ＮＳ １ 抗原检测方法 ，

并实现 了试剂盒的产业化 ， 该检测体系不但用于我国华南地区主要是广东省的

登革热诊断 ， 还提供给东南亚等登革疫区作为检测工具 。

考虑到 Ｅ 蛋 白作为登革病毒的最大结构蛋 白 与主要糖蛋 白 ， 并且 以二聚体

形式覆盖于成熟病毒颗粒表面 ， 通过吸附受体细胞 ， 介导膜融合与病毒摄入 ，

在体 内诱导重要 的体液免疫和细胞免疫 ， 并 己作为登革疫苗的首选靶标 。 其包

含 ＥＤ Ｉ 、 ＥＤ Ｉ Ｉ 和 ＯＤ ＩＩＩ三个结构域 ， ＥＤ Ｉ 是 Ｅ 蛋 白 的 中 心结构域 ［
７ ５

，

７ ６
］

；ＥＤＩＩ 呈

指样结构 ， 为二聚化结构域 ， 参与病毒与宿主细胞的融合 ［
７６

，

７ ７
］

；ＥＤ ＩＩＩ类似免疫

球蛋 白 Ｉｇ 样结构 ， 参与登革病毒 的受体识别和结合 具备高度的免疫原性 ，

在体 内可 以诱导高强度的免疫反应 ， 有研究表明 ｅｄ ｉｉｉ是 良好的登革病毒感染的

血清诊断靶标 ［
６ １

］

。 为 了进
一

步 明确 ＥＤｍ蛋 白是否也可以作为登革热诊断靶标用

于登革热的早期诊断 。 课题组在前期利用 ＥＤ ｉｎ蛋 白建立的双抗原夹心抗体检测

３ ５
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方法在登革热诊断中的敏感性和特异性也达到 了商品化 ＰＡＮＢ ＩＯ试剂盒的水平 。

那么说明 ＥＤＩＩＩ蛋 白在登革热患者血清中 的表达量理论上应该不少 ， 是否达到作

为诊断的水平呢 ？ 为此 ， 本研究利用课题组前期制备获得的 １ ０８ 株登革病毒

ＥＤＩＩＩ蛋 白特异性单克隆抗体建立基于登革病毒 ＥＤＥＩ蛋 白 的抗原检测方法 ， 并探

索从患者血清样品 中检测 ＥＤ ＩＩＩ的可行性 。 我们根据 １ ０８ 株 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白特异性单

抗的免疫学特性 ， 从中挑选出 ３ ６ 株型特异性和部分型交叉特异性单抗与 ２０ 株

交叉型单抗进行两两组合配对 ， 最终确立了 以 ４Ａ２Ａ １ 与 ３Ｅ７Ａ７ 混合作为捕获抗

体 ， ｂ ｉｏｔｉｎ－２Ｄ １ ３Ａ １ ２ 作为检测抗体建立检测方法 。 所建立检测方法只特异性检测

到 ４ 个血清型登革病毒培养上清 ， 而与 乙型脑炎病毒 、 黄热病毒等均无交叉反

应 。 对 ４ 个血清型登革病毒检测的敏感性分别为 ： ＤＥＮＶ １ ：２２４４ ． ９８ｃｏｐ ｉｅｓ尔Ｌ ，

ＤＥＮＶ２：３ １ １ ６ ．６ １ｃｏｐ ｉｅｓ ／ｐＬ ，ＤＥＮＶ－

３：３ ６８ ６５ ．２２ｃｏｐ ｉｅｓ ／＾Ｌ ， ＤＥＮＶ－４ ：

３ １ ７６９４ ．４３ ｃｏｐｉｅｓ／Ｍ
Ｌ 。 所建立的检测方法对 １

－４ 型登革病毒检测的敏感性有逐步

减低的趋势 ， 与当前登革病毒抗原诊断试剂盒检测趋势
一

致 ， 估计与各个血清

型登革病毒抗原性有关 。

为进
一

步评价检测方法的敏感性和特异性 ， 我们检测 了８００ 份经登革病毒

ＮＳ １ 抗原或 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测阳性的登革热确诊患者血清 ， 发现所建立检测方法的

敏感性只有 ５０ ． ６％ ， 明显低于 ＮＳ １ 抗原检测方法 （户 ＝
０ ．０００ ） 和 ＲＴ －ＰＣＲ 检测检

测方法 （Ｐ＝〇 ． 〇〇〇 ） ， 说明 ＥＤＩＩＩ蛋 白作为登革病毒早期抗原诊断靶标并不及 ＮＳ １

抗原理想 。 考虑到
一

个敏感的抗原诊断试剂盒不仅需要有
一

个合适理想的靶标 ，

而获得
一

个好的抗体才是抗原诊断试剂开发的关键 ， ＥＤＥＩ蛋 白不适合作为抗原

诊断靶标也跟我们前期抗体的性质有关 。 而作为抗体检测方法 ， 是不需要抗体

参与 ， 靶标抗原才是关键 ， 我们前期研宄发现以 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白建立的双抗原夹心能

很好检测到血清中 的 ＥＤＨＩ抗体 ， 但是 ， 该方法只能确定登革病毒感染 ， 无法区

分现时感染还是既往感染 ， 为了进
一

步评价 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革病毒感染早期抗

体检测 的价值 ， 我们 以 ＥＤＥＩ蛋 白 为靶标建立可用于早期诊断的 ＩｇＭ 捕获方法 ，

并评价其作为登革病毒早期感染诊断的价值 。

３ ６
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第二章 基于登革病毒 ＥＤｆｆｌ蛋 白的 ＩｇＭ捕获法的建立及应

用

在第
一

章成功建立了登革病毒 ＥＤｍ抗原检测方法基础上 ， 为进
一

步评价

ＥＤｉｎ蛋 白作为登革热抗体检测 的价值 。 本章利用课题组前期表达制备的 ４ 个血

清型登革病毒 ＥＤ ｉｎ作为检测抗原 ， 建立了基于登革病毒 ＥＤｉｎＩｇＭ 捕获的化学

发光酶联免疫早期抗体检测方法 ， 并通过与商 品化的澳洲 ｐａｎｂｉｏＤＥＮＶＩｇＭ 检

测试剂盒进行 同步 比较 。 同时通过对 ８００ 份经 ＮＳ １ 抗原或 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测阳性的

登革热确诊患者血清进行检测 ， 并分析检测方法在不同发病时间的检测率 ， 深

入探讨所建立的登革病毒 ＥＤＩＩＩ抗原 、 抗体检测方法在不同发病时间的检测价值

及作为登革热早期诊断的价值 。

２ ． １ 材料和方法

２ ． １ ． １４ 个血清型 ＤＥＮＶ 重组 ＥＤＩＨ蛋白

４个血清型登革病毒重组ＥＤＨＩ蛋 白为本实验室通过构建真核表达载体转化

的毕赤酵母细胞表达并经镍柱纯化所获得 ， 该蛋 白 已经登革病毒免疫的动物血

清证实具有 良好的抗原性 ［
７ ３

］

。

２ ． １ ．２ 血清样品

５ ００ 份健康志愿者体检血清样 品来 自 ２０２ １ 年南方医科大学珠江医院 门诊健

康查体并 已排除 乙型肝炎病毒感染的剩余血清 。 ８００ 份经 ＲＴ－ＰＣＲ 或登革病毒

ＮＳ １ 抗原检测 阳性的登革热患者血清标本来 自 ２０ １ ４ 年广东省登革热爆发流行期

间就诊于南方医科大学珠江医院发热 门诊或住院的患者剩余血清 。

２ ． １ ．３ 主要试剂

表 ２
－

１ 实验的主要试剂

Ｔａｂ２ －

１Ｔｈｅｍａ ｉｎｒｅａｇｅｎｔｓｕ ｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍ ｅｎ ｔｓ

３ ７
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

试剂名称ｒｍ


抗人 ＩｇＭ 抗体 Ｓ ｉｇｍａ（上海 ） 贸 易有限公司

ＨＲＰ Ｓ ｉ
ｇｍａ（上海 ） 贸 易有限公司

山羊血清 以色列 ＢＩ 公司

ＨＲＰ 化学发光底物菲鹏生物股份有限公司

甘油 大连美仑生物技术有限公司

ＴＲＩＳＢａｓｅ 三羟甲基氨基甲烷美国 ＭＰＢ ｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ 公司

氯化钠上海生工生物工程股份有限公司

磷酸氢二钠十二水合物 、 磷酸二氢钠上海麦克林生化科技有限公司

Ｐｒｏｃ ｌ ｉｎ３００上海安谱科学仪器有限公司产 品

９６ 孔酶标板 、 化学发光板厦 门怡佳美实验器材有限公司

其他试剂为国产分析纯或进 口分装 。

２ ． １ ．４ 主要试剂配制

（ １ ）２〇ｘＰＢ Ｓ

ＮａＨ２Ｐ０４ ４ ． ５６
ｇ

Ｎａ２ＨＰＯ４

－

１ ２Ｈ２０ ５ ８ ． ０２
ｇ

ＮａＣｌ １ ７ ５ ． ３
ｇ

ｄＨ２〇（定容 ） １Ｌ

１ ２ １

°

Ｃ高压灭菌 ３ ０ｍｉｎ

（ ２ ）样品稀释液

０ ． １％Ｂ ＳＡ １ ． ０
ｇ

０ ． １％ｔｗｅｅｎ
－２０ １ ．０ｍ ｌ

０ ． １％
ｐｒｏｃ ｌｉｎ １ ．０ｍｌ

ｌ ｘＰＢ Ｓ（定容 ） １ ０００ｍｌ

（ ３ ）０ ． ２％ＰＢ Ｓ －Ｔ

０ ． ２％ｔｗｅｅｎ－２０２ ． ０ｍｌ

３ ８
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２〇 ｘＰＢ Ｓ ５０ｍ ｌ

ｃｆｆｌｂＯ（定容 ） １Ｌ

（ ４ ）酶稀释液

２０％羊血清 １ ００ｍｌ

０ ． ５％吐温－２０２ ． ５ｍ ｌ

０ ． １％
ｐｒｏｃ ｌ ｉｎ ０ ． ５ｍｌ

１％苯酚红 ３ ． ０ｍｌ

ｌ
ｘＰＢ Ｓ（ 定容 ） ５００ｍ ｌ

（ ５ ） 终止液 ： ｌＭ Ｈ２Ｓ〇４

ｄＨ ２０ ９４５ ． ６ｍｌ

９ ８％Ｈ２ＳＯ４ ５４ ．４ｍｌ

（ ６ ）封闭液

Ｔｒｉ ｓ １ ．２ １
ｇ

明胶 ２
ｇ

蔗糖 ２０
ｇ

酪蛋 白 ２ ． ５
ｇ

硫柳萊 〇 ． ２ｇ

ｄＨ ２〇 （定容 ） ９９５ｍ ｌ

吐温 ５ｍ ｌ（ ５ ６

°

Ｃ ｌ ｈ
，

１ １ ５

°

Ｃ ３０ｍ ｉｎ冷却后加入 ）

（ ７ ）抗原包被液 ： ０ ． ０ ５Ｍ 碳酸盐缓冲液

Ｎａ２Ｃ〇 ３ １ ． ５ ９
ｇ

ＮａＨＣ０ ３ ２ ． ９ ３
ｇ

ｄＨ２０
（
定容

） １Ｌ

（ ８ ）抗体包被液

Ｎａ２ＨＰ〇４

．

１ ２Ｈ２０ １ ５ ． ０
ｇ

ＮａＨ ２Ｐ〇 ４

－

２Ｈ ２〇 １ ．４ｇ

３ ９
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第 二章 基于登革病毒 ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉ 蛋 白 的 Ｉ ｇＭ 捕获法的建立及应 用


ｄＨ２０ （定容 ） １Ｌ

２ ． １ ．５ 主要仪器设备

表 ２ －２ 实验的主要仪器

Ｔａｂ２ －２Ｔｈｅｍａｉｎ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ｕ ｓｅｄ ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

名称


ｒｍ


－ ８０
°

Ｃ
冰箱ＭＤＦ－Ｕ５ ３Ｖ 日本

普通冰箱ＫＡ６２ＮＶ２０Ｔ Ｉ 日本

超纯水系统ＨＪＪＲＯ２ＥＤ Ｉ２５ ０中 国

高压灭菌器ＨＶＡ－

８５ 日本

干燥箱 ＢＰＧ－９ １ ５ ６Ａ 中 国

酶标伩 ＳｙｎｅｒｇｙＨＴＸ美国

大容量恒温水浴锅ＧＤ １ ００英国

搅拌器 ＳＰ １ ３ １ ３２０－

３ ３美国

台式离心机 ＳｃａｎＳｐｅｅｄ１ ７３０Ｒ丹麦

振荡器ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２Ｇ５６０Ｅ美国

封 口机 ＤＺＱ４００
－２Ｄ 中 国

洗板机 ＥＬＸ５０美国

电子天平赛多利斯 ＢＳ２２４Ｓ中 国

ｐＨ计 ＦＥ２０Ｋ瑞士

生物安全柜ＮＵ－４２５
－６００Ｅ美国

高速台式冷冻离心机Ｓ ＩＧＭＡ ４Ｋ １ ５美国

冷却水循环装置ＣＡ－

１ １ １ １ 中 国

制冰机ＸＢ ７０ －ＦＺ 中 国

生物安全柜Ｂ ＳＣ －

１ ３ ６０ＩＩＡ２中 国

２ ． １ ．６ 辣根过氧化物酶标记 ４ 个血清型登革病毒重组 ＥＤ ＩＨ蛋 白

采用改 良的过捵酸钠标记法对 ４ 个血清型登革病毒重组 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白进行酶标

４０
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记。 具体操作步骤如下 ： 首先进行 ＨＲＰ 酶的氧化 ， 称取 ２ｍｇ
ＨＲＰ 干粉 （

Ｆｒｄｂ ｉｏ
）

溶于 １ ００ 叫 高压的纯水中 ， 将其配制为终浓度 ０ ．２ｍｇ／ｍｌ 。 再称取 ＮａｌＣＵ２ １ｍｇ ，

将其溶于 １ｍＬ 高压的纯水中 ， 吸取 Ｉ ＯＯｒＬ 的 ＨＲＰ 溶液与 １ ００
ｐＬＮａｌＣＵ 溶液缓

慢混合 ， 置于 ４

°

Ｃ下静置约 ３ ０ｍｉｎ ， 此时观察溶液变为绿色 。 此后在避光条件下

进行操作 ， 吸取 ２
ｐＬ 乙二醇并缓慢加入氧化后 的 ＨＲＰ 溶液 ， 室温避光条件下静

置 ３ ０ｍｉｎ ， 此时观察溶液变为褐色 。 其次 ， 进行重组登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白 的标记 ，

将氧化好的 ＨＲＰ 溶液直接加入到 己处理好的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ－ＥＤ ＩＩＩ蛋 白溶液中 ， 于

室温下反应 ２ｈ 。 称取 ＮａＢＨ４ ０ ．４ｍｇ ， 将其溶解于 ２０
ｊ
ｘＬ 高压的纯水中 ， 将其全部

加入上步的反应液中 ， ４

°

Ｃ下静置 ２ｈ ， 平均每 ３ ０ｍ ｉｎ 摇动
一

次进行标记 ， 将标记

后 的溶液装于透析袋中 ， 并做好标签 ， 注意检查密 闭性是否 良好 ， 使用 １
ＸＰＢＳ

（ｐＨ７ ． ２
）
透析过夜 ， 换液 ８ 次后收取标记后蛋 白 。 最后 ， 蛋 白酶标液中加入体积

比 ５ ０％的甘油充分混匀后进行分装 ， 分装 ３ ００４／支 ， 其余冻于 －

３ ０

°

Ｃ冰箱避光保

存备用 。

２ ． １ ．７ 登革病毒 ＥＤｍ－ＩｇＭ 捕获法的建立

以抗人 ＩｇＭ 抗体为捕获抗体 ， 标记 ＨＲＰ 的 １
－４ 型登革病毒重组 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白

混合作为检测抗原 ， 建立基于登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白 的 ＩｇＭ 抗体化学发光酶免疫检

测方法 。 通过棋盘滴定方式优化检测体系 ， 分别 以 ５
［
ｉｇ／ｍ ｌ 、 ｌ Ｏ

＾
ｔｇ／ｍ ｌ 、 １ ５ｐｇ／ｍｌ 、

２０ｐｇ／ｍ ｌ４ 个浓度包被抗人 Ｉ
ｇ
Ｍ 抗体于化学发光聚苯乙烯微孔板中 ，

１ ００
（

Ｊ７孔 ，

４
°

Ｃ包被 １ ６ｈ ， 甩干并加入 ２６０ｐＬ／孔的酪蛋 白封 闭液 ４
°

Ｃ封 闭 ２４ｈ 。 甩干后分别加

入 １ ： １ ０ 和 １ ： ５ ０ 的登革热患者血清及健康体检者血清 ， 以样品稀释液作为阴性对

照 ， ＫＫＨｉＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育ｌ ｈ ， ０ ． １％ＰＢＳ －Ｔ洗板６次 ； 分别加入１ ： ５００ 、 １ ：１ ０００ 、

１ ： １ ５００ＨＲＰ 标记的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 重组 ＥＤＩＩＩ蛋 白 （ 蛋 白 比例为 ， Ｉ ＯＯ

ｊ
ｘＬ／

孔 ， ３ ７

°

Ｃ 水浴箱孵育 ３ ０ｍ ｉｎ
；０ ． １％ＰＢ Ｓ

－Ｔ 洗板 ８ 次 ， 加入化学发光底物避光反应

４ｍ ｉｎ ， 酶标仪测定 ｌｕｍ ｉｎａｒｉｅ ｓ 值 ， 以登革热患者血清检测值 比健康体检者血清值

（ Ｐ ／Ｎ 值 ） ２２ ． １ 即为阳性 。 将上述组合采用单
一

变量的方法进行优化条件对 比分

析 ， 对比 Ｐ／Ｎ 值 ， 确定最佳检测条件 。

４ １
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

２ ． １ ．８ 登革病毒 ＥＤｍ－

Ｉｇ
Ｍ捕获法的优化

具体步骤参照 ２ ． １ ． ７ ， 将上述确立的检测条件进
一

步进行洗液吐温浓度的优

化 ， 简述如下 ： 包被 ｌ 〇ｐｇ／ｍｌ 抗人 ＩｇＭ 抗体于化学发光聚苯 乙稀微孔板中 。 分

别加入 １ ： １ ０ 稀释的登革病毒 ＩｇＭ 抗体阳性患者血清及健康体检者血清和阴性对

照 ， １ ０ （ＨｉＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ ， 洗板 ６ 次 ； 加入 １ ： １ ０００ＨＲＰ 标记的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ

重组 ＥＤＨＩ蛋 白 ， Ｉ ＯＯｍＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴箱孵育 ３０ｍｉｎ 后洗板 ８ 次 ， 加入化学发光

底物避光反应 ４ｍｉｎ ， 酶标伩测定 ｌｕｍｉｎａｒｉｅ ｓ 值 ， 以登革热患者血清检测值 比健

康体检者血清检测值 （ Ｐ／Ｎ 值 ） ２２ ． １ 为阳性 。 洗液条件设立 ０ ． １％ 、 ０ ．２％及 ０ ． ５％

３ 个吐温浓度 ， 对比三个洗液吐温浓度下的 Ｐ／Ｎ 值及本底情况 。

２ ． １ ．９ 登革病毒 ＥＤ ｌＵ－

ＩｇＭ 捕获法的应用

（ １ ） 临界值的确定

利用所建立的登革病毒 ＥＤ ｌＩＩ
－

ＩｇＭ 抗体捕获 ＣＬＥＩＡ 法对 ５ ００ 份来 自南方医

科大学珠江医院健康体检者剩余血清进行检测 以确定检测方法的临界值 。 方法

简述如下 ： 于抗人 ＩｇＭ 抗体包被的化学发光聚苯乙烯微孔板中 ， 分别加入 １ ： １ ０

稀释的健康体检者血清 ，
ｌ ＯＯ

＾
ｉＬ／孔 ， ３ ７

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ ， 洗板 ６ 次 ； 加入 １ ： １ ０００ＨＲＰ

标记的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 重组 ＥＤＨＩ蛋 白 ， １ ００叫／孔 ， ３ ７

°

Ｃ水浴箱孵育 ３０ｍｉｎ 后洗板

８ 次 ， 加入化学发光底物避光反应 ４ｍｉｎ ， 酶标仪测定 ｌｕｍｉｎａｒｉｅｓ 值 。 以所有健康

体检者血清标本的 ｌｕｍｉｎａｒｉｅｓ 均值加上 ３ 倍标准差作为该抗体检测方法的临界

值 。

（ ２ ） 登革热患者血清的检测

待确立好抗体检测方法的临界值后 ， 与 ｐａｎｂ ｉｏＩｇＭ 试剂盒同步检测 １ ４０ 份

登革患者血清标本 ， 操作步骤同前 。 以登革病毒 ＥＤ ｌＩＩ
－

ＩｇＭ 抗体阳性血清作为阳

性对照 ， ２０－

３０ 份排除乙型肝炎病毒感染的体检者血清标本作为阴性对照 。 若测

定 的体检者血清本底高于上述设立的临界值 ， 则 以此次体检者血清本底平均值

的 ２ ． １ 倍作为判定值 ， 若低于临界值 ， 则 以临界值为界判定阴阳性结果 。 将本研

究所建立的检测方法的检测结果与 ｐａｎｂ ｉｏＤＥＮＶＩｇＭ试剂盒检测结果进行对 比 ，

４２
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以确定我们所建立 ＩｇＭ 抗体检测方法的敏感性 。 同时通过对 ８００ 份经 ＮＳ １ 抗原

或 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测阳性的登革热确诊患者血清进行检测 ， 并分析检测方法在不同

发病时间 的检测率 。

２ ． １ ． １０ 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２６ ． ０ 进行分析 ， 应用配对计数资料的 Ｘ２ 检验 比较 ｐａｎｂ ｉｏＤＥＮＶ

Ｉ
ｇ
Ｍ 试剂盒及我们所建立的 ＤＥＮＶＥＤｌＨ －

Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获法的敏感性和特异性差异 ， 以

Ｐ＜０ ． ０５ 为差异有统计学意义 。 应用两独立样本率的 比较 ｍ ｉｌｌ抗原及抗体检测与

ＮＳ １ 抗原或 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检出 阳性率差异 ， 以 Ｐ＜０ ． ０５ 为差异有统计学意义 。

２ ．２ 结果

２ ．２ ． １ 登革病毒 ＥＤ ｌＥ－

Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获法的建立及优化

利用课题组前期制备的 ４ 个血清型登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ建立登革病毒 ＥＤ ｌＨ －

ＩｇＭ

捕获法 ， 通过棋盘滴度分析确定 了 以抗人 ＩｇＭ 捕获抗体包被浓度为 ｌ Ｏ＾ｇ／ｍ ｌ ，

ＨＲＰ 标记的 １
－４ 型 ＤＥＮＶ 重组 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白 （ 蛋 白 比例为 １ ： １ ： １ ： １ ） 浓度为 １ ： １ ０００ ，

洗液吐温浓度为 ０ ． ２％时 ， 检测方法的敏感性最好 ， 特异性最佳 。

表 ２ －

３ 登革病毒 ＥＤ ｌＨ －

ＩｇＭ 抗体捕获 ＣＬＥ ＩＡ 的最佳优化条件

Ｔａｂ ．２
－

３ ．Ｔｈｅｂｅ ｓ ｔｃｏｎｄｉ ｔ ｉｏｎｓｏｆ ＥＤＵ Ｉ
－

ＩｇＭｃａｐｔｕｒｅＣＬＥＩＡ ｆｏｒ ＤＥＮＶ ｉｎｆｅｃ ｔ ｉｏｎ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｃａｐ ｔｕｒｅａｎｔｉｂｏｄｙ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎＤ ｉ ｌｕｔ ｉｏｎ



（
ｊ

ｊｇ／ｍ ｌ

）


ＥＤＥＩ
－

Ｉ
ｇ
Ｍ＾ ，…丄ＤＥＮＶ １ ４ ＥＤＨＩ

－ＨＲＰ
５

抗人 ＩｇＭ 抗体 １ ０ １ ： １ ０００

ｃａｐｔｕｒｅＣＬＥ ＩＡ


（
１

：
１ ： １ ： １

）


Ｔｈｅｔｗｅｅｎ
－２０ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｌｅａｎｉｎｇ

ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎｓ ： ０ ． ２％

２ ．２ ．２ 登革病毒 ＥＤｆｆｌ－

Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获法临界值的确定

利用上述建立的检测方法对 ５ ００ 份来 自 南方医科大学珠江医院体检 中心 的

健康体检者血清进行检测 ， 计算平均值及标准差 ， 以均值加 ３ 倍标准差为所建

立检测方法的临界值 。 结果如表 ２ －４ 所示 。

表 ２４ 临界值的确立

Ｔａｂ ．２ －４ ．Ｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｅｄｏｆ ａ ｃｕｔ
－ｏｆｆ ｖａ ｌｕｅ ．



ＤＥＮＶ－ＥＤ ｌＵ －

ＩｇＭｃａｐｔｕｒｅＣＬＥＩＡ

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第二章 基于登革病毒 ＥＤ 丨 丨 丨 蛋 白 的 Ｉ ｇＭ 捕获法的建立及应 用


ｍｅａｎ ６３ ５ ．６０６

ＳＤ ４６６ ． ００３

ｃｕｔ
－

ｏｆｆ（ ｍｅａｎ＋３ ＳＤ ） ２０３ ３ ． ６ １ ４

２ ．２ ．３ 登革病毒 ＥＤ ＩＨ－

ＩｇＭ 捕获法的敏感性和特异性

为进
一

步评估所建立的登革病毒 ＥＤ ｌＨ －

Ｉ
ｇ
Ｍ抗体捕获 ＣＬＥ ＩＡ 的敏感性与特异

性 ， 我们利用所建立的 ＥＤＥＩ
－

Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获法对来 自 ２０ １ ４ 年广东省登革热爆发流行

期间就诊于南方医科大学珠江医院发热 门诊或住院的 １ ４０ 份确诊的登革热患者

血清进行检测 ， 同时与澳洲 ｐａｎｂｉｏＩｇＭＥＬＩＳＡ 试剂盒进行同步比较 。 结果显示 ：

我们所建立的登革病毒 ＥＤＨＩ
－

Ｉｇ
Ｍ 检测法对 比 ｐａｎｂｉｏＤＥＮＶＩｇＭＥＬＩＳＡ 试剂盒

的检 出 阳性符合率为 ９５％（ ７ ７／８ １ ） ， 阴性符合率为 ８ １ ％（ ４８／５９ ） 。 使用配对计

数资料的Ｘ
２检验和ｋ系数检验 ， ＭｃＮｅｍａｒ 检验结果为 Ｐ ＝

０ ． １ １ ８
， 两种血清学诊断

方法的差异无统计学意义 ， 且两种诊断方法的吻和系数为ｋ
＝
０ ． ７７７ ，Ｐ 

＝
０ ．０００ ，

说明两种血清学诊断方法吻合度有统计学意义且较强 。 此外 ， 通过对乙型肝炎

病毒抗原 （ ４０ 份 ） 、 巨细胞病毒 ＩｇＧ 抗体 （ ３ ０ 份 ） 、 风疹病毒 ＩｇＧ 抗体 （ ２０ 份 ） 、

单纯疱疹病毒 ＩｇＧ 抗体 （ １ ０ 份 ） 阳性的患者血清标本进行检测 ， 我们发现所建

立抗体检测方法的特异性为 １ ００％ 。

表 ２ －

５ 比较 ＥＤ ｌＩＩ
－

Ｉ
ｇ
Ｍ 捕获 ＣＬＥＩＡ 与 ｐａｎｂ ｉｏＩｇＭＥＬＩＳＡ 检测登革热患者血清 的敏感性

Ｔａｂ ．２ －５ ．Ｔｈｅｓｅｎｓ ｉ ｔｉｖｉ ｔｙ 
ｂｅｔｗｅｅｎＥＤＤＪ －

ＩｇＭｃａｐ ｔｕｒｅＣＬＥＩＡ ａｎｄ
ｐａｎｂｉｏＩｇＭ ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ

ｆｒｏｍ ＤＥＮＶ－

ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｐａｔ

ｉ ｅｎｔｓ

Ｐａｎｂ ｉｏＩｇＭ ＥＬＩＳＡ

Ｓａｍｐ ｌｅｓ


Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｖｅＮｅｇａｔｉｖｅＴｏ ｔａｌ

Ｐｏ ｓｉｔ ｉｖｅ ７ ７ １ １ ８ ８

ＤＥＮＶ－ＥＤ ＩＩＩＩｇＭ
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ４４８ ５２

ｃａｐｔｕｒｅＣＬＥＩＡ

Ｔｏ ｔａｌ ８ １ ５ ９ １ ４０

２ ．２ ．４ 登革病毒 ＥＤ ｌＨ－ＩｇＭ 捕获法与抗原检测方法联合检测登革热患者血清

为进
一

步评价所建立的登革病毒 ＥＤ ｉｎ抗原及 Ｉ
ｇＭ 抗体捕获法在登革热早

期诊断中 的价值 ， 我们通过对 ８００ 份经登革病毒 ＮＳ １ 抗原或 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 确诊的登

４４
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

革热患者血清标本的检测 ， 同时评价两种检测方法在不 同发病时间段的检测价

值 。 结果见表 ２ －

６ ：ＥＤＨＩ抗原检测阳性率为 ５ ０ ． ６％（ ４０５ ／８００ ） ， ＥＤ ｌＩＩ
－

ＩｇＭ 捕获

法检测的 阳性率为 ５６ ． ９％（ ４５ ５ ／８００ ） ，

ＥＤ ｌＩＩ
－

ＩｇＭ 捕获法对登革热患者诊断的阳

性率较 ＥＤＨＩ抗原检测高 ， 差异有统计学意义 （ Ｐ＝０ ． ０ １ ２ ） ， 但联合抗原及抗体

检测可显著提高登革热的诊断率 ９０ ． ５％（ ７２４／８００ ） 。 且联合两种检测方法 同时

检测 ， 在发病 的前 ２ 天 ， ＥＤＨＩ抗原 的检 出率为 ７５ ． ９％ ， 而抗体的检 出率 只有

２０ ．４－

３ ９ ． ９％ ， 随着发病时间延长 ， 抗体检测的阳性率逐渐增加 ， 而抗原的检出率

逐渐 降 低 ， 而 两 种检测方法 同 时检测 时 ， 标本检测 的 阳 性率可 以 提升 到

８ ５ ． ２％？ １ ００％ 。

４５
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表 ２ －

７ 两种检测方法对不同发病时 间登革热患者血清标本检测 的灵敏性分析

Ｔａｂ ．２ －７ ．Ｓｅｎｓ ｉ ｔｉｖｉ ｔｙ 

ｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏｆ ＤＥＮＶ ＥＤ Ｉ Ｉ Ｉａｎｔ ｉ
ｇ
ｅｎ ａｎｄ ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ＣＬＥＩＡｓ ｉｎａｃｕｔｅｓｅｒａｆｒｏｍ

ｐａｔ ｉｅｎｔｓ ｗ ｉｔｈｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ＤＥＮＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ  ｔ ｉｍｅｓ

Ｎｏ ． ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐ ｌｅｓ
ｐｏ ｓｉｔｉｖｅ（％ ）

Ｄ ａｙ
ａｆｔｅｒｏｎｓｅｔ ｏｆＴｏｔａｌ ｎｏ ．ｏｆＥＤ ＩＩＩａｎｔｉｇｅｎＥＤＵＩＩｇＭＥＤＩＩＩ ａｎｔｉｇｅｎ
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Ｍ 捕获法对不同发病时间登革病毒感染患者血清标本检测 的阳
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＇

ｓ ｅｒｕｍ

２ ．３ 讨论

由 于气候和人 口变化 、 昆虫媒介 的全球扩散 以及航空旅行的增加 ， 全球节

肢动物传播的病毒性传染病正在不断增加 。 尽管分子诊断检测具有高灵敏度和

特异性 ， 但它们的效用局 限于虫媒病毒感染的短病毒血症期 ， 相反 ， 抗体反应

的持久性提供 了 更广泛的机会窗 口 ， 使 目 前 的登革病毒感染诊断更依赖于血清

学 Ｉ
ｇ
Ｍ ／ＩｇＧ 检测 。 抗体检测方法有助于区分原发性或继发性登革病毒感染 ， 提

供 良好的血清学诊断 。 课题组在前期建立 了 登革病毒抗原检测方法的基础上 ，

为进
一

步探讨登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原作为早期诊断 的价值 。 我们在第
一

部分利用课

４ ８
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领士学位论文


题组前期获得的 １ ０８ 株登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白特异性单克隆抗体建立 了 登革病毒

ＥＤ ＩＥ抗原检测方法 ， 并对检测方法的诊断价值做 了相关评价 。 为进
一

步探究抗

登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗体在登革热诊断及血清流行病学调查中 的价值 ， 实现对登革热

的系统诊断 ， 我们建立了登革病毒 ＥＤｍ－

ＩｇＭ 抗体捕获 ＣＬＥＩＡ 法 ， 并对检测方

法的敏感性和特异性做了相关评价 。 我们发现基于登革病毒 ＥＤ ｌＩＩ
－

Ｉ
ｇＭ 捕获法检

测登革病毒感染患者血清标本的敏感性与商业化澳洲 ｐａｎｂ
ｉｏＤＥＮＶ－

ＩｇＭ 检测试

剂盒的灵敏性基本
一

致 （Ｐ＝０ ． １ １ ８ ） ， 且吻和率为ｋ
＝

０ ． ７７７ ，Ｐ＝０ ． ０００ ， 说明两种

血清学诊断方法吻合度有统计学意义且较强 。 而且 ｐａｎｂ ｉｏＤＥＮＶ－

ＩｇＭ 检测试剂

盒所采用 的捕获抗原为登革病毒包膜 Ｅ 糖蛋 白 Ｎ 端的 ８０％ ， 主要为 ＥＤ Ｉ 及 ＥＤ ＩＩ

区域 ， 而我们所使用 的是 ＤＥＮＶ 的 ＥＤ ＩＩＩ区域 ， 说明登革病毒包膜蛋 白是登革病

毒血清学抗体诊断的 良好靶标 ， 有研宄表明 ， 在
一

些非 自 然条件下 ， 单
一

的 ＥＤ ＩＩＩ

蛋 白可能会暴露更多的结合位点 ［
７ ８

］

， 这可能更有助于提高检测的敏感性 。 因此 ，

本研究表 明登革病毒包膜蛋 白 Ｄ ｉｌｌ区域可能是登革病毒血清学抗体诊断的 良好

靶标 。

为 了进
一

步评价 ＥＤＥＩ
－

ＩｇＭ 捕获法的敏感性和特异性 ， 我们分别检测 了 乙

型肝炎病毒抗原和 巨细胞病毒 、 风疹病毒 、 单纯疱疹病毒 Ｉ
ｇＧ 抗体阳性的患者

血清标本 ， 结果显示我们所建立的 Ｉｇ
Ｍ 捕获法的特异性为 １ ００％ ， 而对 ８００ 份确

诊的登革病毒感染患者血清标本检测 的敏感性只有 ５ ６ ． ９％ ， 对发病 ６ 天 以上标本

检测的敏感性可达 １ ００％ ， 推测跟我们所收集的标本更集中于发病 ５ 天 内有关 。

为 了 明确登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革热早期诊断的价值 ， 我们将 ＥＤ ＩＩＩ抗原和

抗体进行联合检测 ， 发现检测 的敏感性提高到 ９０ ． ５％ ， 虽然不及登革病毒 ＮＳ １

抗原检测方法在登革热早期诊断 中 的敏感性 ， 但也基本可 以达到对登革病毒感

染的诊断 目 的 。

４９
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
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登革热作为世界范围 内流行的蚊媒传播性疾病 ， 在东南亚及广东地区 曾发

生大爆发 ， 给全球经济造成巨大的负担 ， 己经 引 起人类的高度重视 。 但 目 前尚

无可推广使用 的疫苗及特效药物 ， 亦无法完全消灭传播媒介 ， 难以彻底控制该

病毒的流行 。 因此 ， 对登革病毒感染的准确诊断和疫苗开发对于控制登革热疾

病传播至关重要 。 考虑到 Ｅ（ ｅｎｖｅｌｏ
ｐ ） 蛋 白是登革病毒最大的结构蛋 白与主要

糖蛋 白 ， 并且以二聚体形式覆盖于成熟病毒颗粒表面 ， 在体 内诱导重要的体液

免疫和细胞免疫 ， 并 己作为登革疫苗的首选靶标 。 那么 Ｅ 蛋 白作为诊断靶标是

否也可 以达到早期诊断的 目 的呢 ？ 众多研究表明 ， ＥＤＩＩＩ区所诱导的 中和活性抗

体最强 ， 其在体 内可 以诱导高强度的免疫反应 ， 而且课题组在前期利用 ＥＤＩＨ蛋

白建立的双抗原夹心抗体检测方法在登革热诊断 中 的敏感性和特异性也达到了

商品化 ＰＡＮＢ ＩＯ 试剂盒的水平 。 为此 ， 本研究利用课题组前期制备获得的 １ ０ ８

株登革病毒 ＥＤＩＩＩ蛋 白特异性单克隆抗体和重组 ＥＤＨＩ蛋 白建立 了抗原 、 抗体检

测方法 ， 并探讨从患者血清样品 中检测 ＥＤＩＥ抗原和抗体的可行性 。 我们的实验

结果表明 ， 所建立的登革病毒 ＥＤ ＩＩＩ抗原检测方法检测登革热患者血清的敏感性

远不及登革病毒 ＮＳ １ 抗原检测方法和 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 方法 ， 但 ＥＤｍ－

ＩｇＭ 抗体检测方

法的敏感性与澳洲 ＰａｎｂｉｏＩｇ
Ｍ 抗体检测试剂盒的敏感性基本

一

致 ， 而且联合抗

原 、 抗体同时对血清标本进行检测的敏感性也不及登革病毒 ＮＳ １ 抗原检测方法

（ ９０ ． ５％＆９７ ． ５％ ） ， 说明 以 ＥＤＨＩ蛋 白做为登革病毒感染的早期抗原诊断靶标

远不及 ＮＳ １ 抗原靶标理想 ， 但以 ＥＤ ＩＩＩ蛋 白作为登革病毒早期 ＩｇＭ 抗体检测的

靶标还是可行的 。
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