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要"目的
!

对鼠疫感染兔血清中的
&.

种重要抗体"

;I

$进行检测!寻找除
)&

外的其他可能用于鼠疫菌感染诊断的新靶

标%方法
!

利用一种新的基于上转发光法的十通道免疫层析检测技术"

+R$U_+$V)

$和另一种经典的间接酶联免疫吸附试验

"

YV*';

$!同时检测了
01

份抗
)&$;

J

抗体阳性的鼠疫菌感染兔血清样品!对样品中
&.

种靶标抗体的阳性率进行了综合分析%结

果
!

在
01

份鼠疫菌感染兔血清样品中抗体检出阳性率较高的有
,

个!依次为
)&$;I

"
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f_Q&.34$;I
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$&
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?

X$;I
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$!其余
6

个靶抗体阳性率都低于
0.\

%结论
!

在鼠疫感染的诊断中!除现有的
)&

外!

f<

?

X

极有可能作为新的辅助诊断
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鼠疫是一种由鼠疫耶尔森菌$鼠疫菌&感染引起的人畜共

患烈性传染病#其传染性强*病死率高*呈世界性分布#中国也

是鼠疫流行国家之一'

&

(

)

%..4

年中国青海又出现了鼠疫在动

物和人群中的暴发流行#造成了一定的人员伤亡和重大经济损

失)因此#有关鼠疫防控的研究具有重要的现实意义#而有效

防控的一个重要前提就是准确的早期快速诊断'

%

(

)在有关鼠

疫的早期诊断上#目前#所用的各种免疫学检测方法基本都是

测
)&

抗原或抗体的'

,

(

)然而#由于
)&

抗原阴性的高致病性

鼠疫菌变异株的发现'

1

(

#使得仅以
)&

作为诊断靶标在实际检

测中存在漏检的可能#这就需要寻找可以辅助
)&

进行鼠疫诊

断的新靶标'

0

(

)

在本实验室前期研究中#通过蛋白芯片技术对鼠疫菌
%..

多个预测跨膜蛋白在多种鼠疫感染动物血清中的抗体谱进行了

分析#结 果 显 示 除
)&$;

J

外#另 有
4

个 蛋 白 $

f_Q,3%6
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f_Q&,.,

*

f_Q&.34
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f_Q&/&,
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f_Q%&,&
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f_Q%&&3

*

f_Q&1,0
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X

和
V=AS

&在鼠疫感染动物体内可刺激抗体产生'

/

(

)若要

继续验证此
4

个蛋白在鼠疫菌感染过程中的免疫原性#进而筛

选出除
)&

外的辅助诊断靶标#需要对各种鼠疫感染动物的血

清进行系统的大样本量筛查分析)由于蛋白芯片的检测成本

较高*实验流程较为复杂#不宜用于大样本量检测'
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(

)因而#前

期研究中#本研究建立了一种新型的基于上转发光法的十通道

免疫层析检测技术$

CB:$=D@::BGF

?

$=<:MBAC8:

J?

D<9

?

D<ACB=D$

:<G<

JK

$I@9BEG@CBA@GHG<L@99@

K

#

+R$U_+$V)

&#并以其作为技

术检测平台#展示了鼠疫菌感染猴以及鼠疫患者血清中上述

&.

个蛋白的抗体谱'

3

(

)为了进一步评价他们作为诊断靶标的

可能性#本研究又对鼠疫菌感染兔血清中这些蛋白的抗体谱进

行了分析)
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材料与方法

B-B

!

材料
!

兔血清标本共
03

份#其中正常兔血清
1

份#鼠疫

菌感染兔血清
01

份$间接血凝实验证实抗
)&$;

J

抗体阳性&#

均由青海省地方病预防控制所提供)

B-C

!

方法

B-C-B

!

+R$U_+$V)

试剂制备与检测
!

$

&

&试剂制备!

+R$U_+$

V)

试纸盘及
+R$U_+

生物传感器分别由军事医学科学院微生

物流行病研究所和中国科学院上海光学精密机械研究所研制#

制备及检测原理见参考文献'
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&样品检测!
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V

待测标
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V

样品处理液'磷酸盐缓冲液$
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&(混合#

&
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升"盘加入
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试纸盘#室温平放
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后#用
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生物传感器进行检测)结果判断标准!测量值
2+

值$检

测带&"

R

值$质控带&#

=FC<HH

值
2

阴性样品均值
5%

倍标准

差#定性分析中测量值大于
=FC<HH

值则判定为检测结果阳性#

反之则判断为阴性)

B-C-C

!

酶联免疫吸附剂法$

YV*';

&的试剂制备与检测
!

$

&

&

试剂制备!原核表达
&.

种鼠疫菌蛋白
f_Q,3%6

*

f_Q&,.,

*

f_Q&.34

*
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*

f_Q%&,&

*

f_Q%&&3

*
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*
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*
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*
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#并制备其相应抗体作为阳性质控'

4
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)矩阵滴定的最

佳抗原包被量为每孔
0.:

J

#以常规方法包被并封闭后#

1T

保

存备用'

&.

(

)$

%

&样品检测!用
_!'

将待检血清样品
&]&.

稀

释#加入
YV*';

检测孔#每孔
&..

!

V

#同时做空白对照$不加标

本&*阴性对照$加阴性标本&*阳性对照$相应蛋白免疫兔的血

清&#

,6 T

孵育
,.>8:

%弃去反应液#以磷酸盐吐温缓冲液

$

_!'+

&洗液轻洗
0

次%加入
&]&...

稀释辣根过氧化物酶

$

"(_

&标记羊抗兔
*

J

Z

#每孔
&..

!

V

#

,6T

孵育
%.>8:

%弃去

反应液#以
_!'+

洗液轻洗
0

次%加
;

*

!

显色液#

,6T

孵育
&.

>8:

后加终止液)

YV*';

仪测定各孔
;

10.

值)每份血清样品

都同时用
&.

种抗原包被的
YV*';

板条依次进行相应抗体检

测)样品检测孔的
;

10.

值大于阴性样品检测孔的
;

10.

均值
^

%-&

定为检测阳性#反之则判断为阴性)

C

!

结
!!

果

C-B

!

样品的
+R$U_+$V)

检测
!

以
+R$U_+$V)

法对全部样

品进行检测后#根据定性判断标准对
01

份鼠疫菌感染兔血清

样品的检测数据进行了分析#结果见表
&

)

表
&

!!

样品中
&.

种抗体的
+R$U_+$V)

定性检测结果#

(

$

靶抗体 阳性 阴性

f_Q,3%6 1, &&

f_Q%&,& %4 %0

V=AS %0 %4

f_Q&.34 1. &1

f_Q&,., %% ,%

f<

?

X ,& %,

f_Q&1,0 &/ ,3

f_Q&/&, &. 11

)& 01 .

f_Q%&&3 ,1 %.

表
%
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样品中
&.

种抗体的
YV*';

定性检测结果#

(

$

靶抗体 阳性 阴性

f_Q,3%6 &. 11

f_Q%&,& &/ ,3

V=AS 0 14

f_Q&.34 %3 %/

f_Q&,., &0 ,4

f<

?

X ,6 &6

f_Q&1,0 &1 1.

f_Q&/&, , 0&

)& 01 .

f_Q%&&3 6 16

C-C

!

样品的
YV*';

检测
!

对
01

份鼠疫菌感染兔血清样品的

YV*';

检测数据进行了定性分析#结果见表
%

)

C-D

!

检测结果的综合分析
!

将两种方法的定性结果综合判

断#取两种检测方法定性结果一致的样品数进行统计分析#

&.

种靶抗体的检测结果中#

)&

抗体全部阳性#另外
f_Q&.34

和

f<

?

X

抗体的阳性率也较高#分别是
60\

和
6%\

#其余抗体的

阳性率则明显较低#分别在
.\

"

13\

之间#见表
,

)

表
,

!!

样品中
&.

种抗体用两种方法检测的结果

靶抗体 双阳性$

(

& 双阴性$

(

& 阳性率$

\

&

f_Q,3%6 &. && 13

f_Q%&,& &1 %, ,3

V=AS , %6 &.

f_Q&.34 %& 6 60

f_Q&,., &% %4 %4

f<

?

X %, 4 6%

f_Q&1,0 6 ,& &3

f_Q&/&, . 1& .

)& 01 . &..

f_Q%&&3 6 %. %/
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论

对于鼠疫菌感染的诊断来说#目前#

)&$;

J

或其相应抗体

的各种免疫学检测方法都存在一定局限)只有在
)&

的基础

上补充其他辅助型靶标#才有降低漏检风险的可能)已有研究

发现#有多种鼠疫菌蛋白对应的抗体在感染前后的动物或人血

清中有明显的升高#这些抗体都有可能用于鼠疫的辅助诊断#

尤其对
)&$;

J

阴性菌株感染的诊断'

/

(

)但是由于以前的研究

中动物血清样品量过小$只有几份&#实验结果还需更多样品研

究的支持#故本实验室继续对更多的鼠疫菌感染猴及人的血清

样品进行了检测'

3

(

)而本实验也是在前面的实验上继续扩展#

对另一动物种属$兔&血清中的重要抗体进行了检测筛查#以进

一步研究他们作为鼠疫诊断靶标的可能)

本实验结果显示#在
)&

抗体阳性的鼠疫菌感染兔血清样

品的检测中#有另外两种抗体即
f_Q&.34

$

60\

&和
f<

?

X

$

6%\

&抗体的阳性率都比较高#而普遍预测的可能会有高阳性

率表现的
V=AS

抗体的阳性率反而较低)在参考文献'

3

(的报

道中#鼠疫菌感染猴血清和鼠疫患者血清样品的抗体谱分析结

果显示#除
)&

抗体全部是
&..\

阳性外#猴血清中阳性率较高

的还有
f<

?

X

$

&..\

&*

V=AS

$

4%\

&*

f_Q&,.,

$

/1\

&等#而患

者血清中阳性率较高的还有
f<

?

X

$

3,\

&*

f_Q&1,0

$

/&\

&*

V=AS

$

01\

&)因此#认为鼠疫抗体的产生及分布存在一定的

种属差异#不同种属的血清样品中#针对同一抗原抗体的阳性

率并不完全一致)本研究中鼠疫菌兔血清的抗体谱分析也进

一步证实了参考文献'

3

(的研究结论)

综上所述#鼠疫菌兔血清与之前研究中鼠疫菌猴和人血清

的抗体谱分析结果#可以推论在鼠疫菌感染的诊断中#除现有

的
)&

外#

f<

?

X

极有可能作为新的辅助诊断靶标)
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外还有其他的耐药机制存在'

&,$&1

(

#但它的主要机制为药物作

用靶位的改变*主动外排机制增强等#而临床上分离出来的菌

株经常存在多重耐药机制)

综上所述#治疗耐氟喹诺酮类药物
_;

引起的感染#应禁

止无指征滥用抗生素#且其耐药机制十分复杂#有待进一步研

究)从流行病学观点来看#高度重视临床分离耐氟喹诺酮类药

物
_;

的耐药性和突变方式#进一步阐明其
+)

!;

和
M

6!R

突

变与氟喹诺酮类药物耐药性的关系#将对研制有效治疗耐氟喹

诺酮类药物
_;

的新型药物具有重要意义)
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