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要"目的
"

使用
E

'
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'

3,

组酶联免疫吸附试验"

Z"U2E

%系统进行百日咳疫苗临床血清检测!每组

Z"U2E

系统包括至少一种百日咳毒素"

PF

%'一种丝状血凝素"

NQE

%和一种黏附素"

PD%

%包被抗原!其中
3

组

抗原包括
+

种
NQE

抗原!酶标二抗是相同的抗人
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抗体&比较不同包被抗原对百日咳疫苗临床血清中
,

种

U
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抗体检测结果的影响&方法
"

收集
*9#

对无细胞百日咳'白喉和破伤风疫苗基础免疫前'免疫后临床血清!

使用
Z"U2E

法检测和计算血清百日咳
U
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抗体的转阳率和单位值&使用
!

+ 检验比较转阳率差异!使用方差

分析比较抗体检测结果&结果
"
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组抗原检测
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抗体结果为
PF5+-*4UR
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NQE5*-99UR
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PD%

,4-,#UR
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$转阳率均为
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组抗原检测结果为
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PD%#.-69
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$转阳率
PF

抗体为
44-#:

!其余为
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&

3

组抗原检测结果为
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种
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分别为
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和
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!转阳率为
44-#:
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和
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组抗原检

测的临床血清转阳率经
!

+ 检验
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差异有统计学意义"

"

$

.-.8

%!

PF

和
PD%

差异无统计学意义"

"

%

.-.8

%$抗体
\S3

经方差分析!所有组抗原检测
,

个抗体值之间差异均有统计学意义"
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%&结论
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本次

人临床血清抗体转阳率和抗体值达到保护力水平!但是不同抗原检测系统之间差异均有统计学意义!应尽快建
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我国和大多数发达国家如美国*欧盟*日本等国

都在使用不良反应小的无细胞百日咳*白喉和破伤风

联合疫苗$

!F1P

%&与西方国家使用的将百日咳鲍特

氏菌有效抗原分别层析纯化*精确配比的组分无细胞

百白破疫苗$

!F1(P

%不同'占
!F1P

市场
48:

的国产

疫苗仍然是使用传统的蔗糖密度梯度离心混合提纯'

抗原成分复杂且各组分占比不固定的共纯化
!F1P

&

!F1(P

各抗原的纯度在
48:

以上'根据配方不同包

括
*

"

8

种百日咳鲍特氏菌抗原蛋白(

*$+

)

'而共纯化

!F1P

要求蛋白总纯度在
58:

以上'通常只包括百日

咳毒素$

PF

%和丝状血凝素$

NQE

%'偶尔也包括少量

黏附素$

PD%

%和微量的菌毛
NA=+

"

,

型&目前我国

*.

多家企业均在研发新纯化工艺的
!F1(P

和以

!F1(P

为基础的多联疫苗(

*

)

'众多研发中的
!F1(P

多联疫苗和已上市产品都需要进行临床试验'检测血

清中抗百日咳鲍特氏菌抗原的
U

@

\

抗体以判定疫苗

有效性&百日咳疫苗临床试验使用酶联免疫吸附试

验$

Z"U2E

%'以
aQ_

百日咳抗血清国际标准品$

.9

"

*#.

%和从国际标准品溯源的第
*

代人源百日咳抗血

清国家参考品为标准'对血清样品进行酶标抗体单位

值测定'结果由酶标
U

@

\

抗体值和转阳率判定&目

前'我国临床血清百日咳抗体
Z"U2E

试验的检测用

抗原并没有国际和国家统一的参考品'以往临床试验

多由厂家自己提供临床检测用抗原(

,

)

&随着临床试

验设计更加复杂和完善'可能需要多组对照疫苗&疫

苗临床试验不再是
+

个厂家之间样品免疫效果的比

较'而是多个厂家*多个工艺*多种抗原构成的样品之

间的比较&

Z"U2E

包被抗原的选择可能会影响到临

床试验检测结果'进而影响到整个临床试验的成功与

否&并且在百日咳疑似病例的临床血清学诊断中'不

同来源包被的百日咳抗原也将影响到血清阳性结果

的判定'继而影响百日咳疾病的确诊和发病率统计&

本研究参考之前有关
Z"U2E

系统比较的文献'使用
,

组不同来源共
*.

个百日咳鲍特氏菌有效组分抗原

PF

*

NQE

和
PD%

对同一组国产共纯化
!F1P

临床基

础免疫血清进行
Z"U2E

检测(

#$6

)

'并对结果进行比较

研究'也是国内首次对共纯化
!F1P

的
PD%

抗体进

行检测研究&现报道如下&

A

"

试剂与方法

A-A

"

样品
"

中国食品药品检定研究院保存的共纯化

!F1P

基础免疫临床血清样本
*9#

对'包括免疫前和

免疫后血清&

A-B

"

试剂与仪器

A-B-A

"

Z"U2E

包被抗原
"

国内公司
E

提供
,

种液

体保存抗原'以
E

表示!

PF

$

E*$+.*6.*

%*

NQE

$

E+$

+.*6.+

%*

PD%

$

E,$+.*6.,

%+国际公司
Y

提供
,

种液

体保存抗原'以
Y

表示!

PF

$

Y*$+..9.,

%*

NQE

$

Y+$

+..#.*

%*

PD%

$

Y,$+..9.*

%+中国食品药品检定研究

院提供
#

种冻干抗原'其中
NQE+

种抗原'以
3

表

示!

PF

$

3*$+..6.*

%*

NQE

$

3+$+..6.+

%*

NQE

$

3,$

+.*#.8+#

%*

PD%

$

3#$+.*9.9..*

%&

A-B-B

"

标准血清
"

aQ_

百日咳抗血清国际标准品

$

.9

"

*#.

%'每支单位值 $

PF,,8UR

'

NQE*,.UR

'

PD%98UR

%&

A-B-C

"

其他主要试剂耗材及仪器
"

PY2

$

SP

.+*5.8#44*

%+吐温
+.

$

SP*.,*95

%+酶标山羊抗人

U

@

\

结合物 $

U>GA'<&

@

/> E+#8+#

%+显色底物
_P!

$

2A

@

=1P4*56

%+

49

孔酶标板$

\</A>/<

'

988.5.

%+血清

稀释板$

\</A>/<

公司%+酶标仪$

S&0/(L01<2PZ3FDE

SEf"P_2

%&

A-C

"

方法
"

,

种抗原均以
,

'

@

"

="

的浓度用
;

Q

4-9

的碳酸盐缓冲液包被酶标板'每孔
*..

'

"

'

#^

过

夜&

PY2F

洗板
,

次'加入
.-8:

的
Y2E

稀释液'将预

先稀释
+.

倍的免疫后样品血清'以
*

"

+.

的比例加入

酶标板第一行的
E*$E**

孔中'免疫前血清不稀释直

接加入孔中'

E*+

孔中加入
+..

倍稀释的标准血清'

酶标板自上而下倍比稀释'

,6^

'

*)

+洗板'加入已稀

释好的二抗'

,6^

'

*)

+再次洗板'加入底物液'室温

避光
*8=A>

+

+=&0

"

"

硫酸终止'在
#8.>=

读取吸光

度值&采用酶标仪分析软件'运用四参数法绘制标准

曲线'计算每份血清中
PF

*

NQE

*

PD%

的抗体值&免

疫前免疫后血清使用全部抗原进行检测&

A-D

"

统计学处理
"

以免疫前血清为基准'对
,

种抗

原检测的免疫后血清计算转阳率&阳转标准为
PF

的

U

@

\

抗体
%

+.UR

"

="

'

NQE

的
U

@

\

抗体
%

+.UR

"

="

'

PD%

的
U

@

\

抗体为免疫后
#

倍增长+

PF

及

#
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NQE

免疫后
U

@

\

抗体未达到
+.UR

"

="

的样品若达

到免疫后抗体四倍增长也判定为阳转(

,

)

&对不同抗

原包被的抗体检测结果转阳率采用
!

+ 检验&对
,

组

免疫后数据抗体几何均值$

(JM

%采用
2P22++-.

软

件进行统计学分析'用单因素方差分析进行多组差异

比较'进一步两两比较采用
"2!$=

检验'检验水平

(

7.-.8

&以
"

$

.-.8

为差异有统计学意义&

B

"

结
""

果

B-A

"

试验的有效性
"

*.

种抗原包被的酶标板阳性血

清稀释度符合四参数方程分析要求'

5

+

%

.-48

'各个

系统试验结果有效&

B-B

"

人抗百日咳
U

@

\

抗体测定结果分析

B-B-A

"

免疫前抗体水平及不同
Z"U2E

抗原检测的

抗体转阳率及保护率比较
"

基础免疫前血清抗体水

平及阳性率极低'不同抗原检测转阳率一致&免疫前

血清
PF

和
NQE

的
U

@

\

抗体分别有
*

例和
+

例阳

性'阳性率
PF

为
.-9:

'

NQE

为
*-+:

'

PD%

为

.-.:

&在免疫后的
*9#

份血清中'

PF

抗体用
E*

检

测为
*..-.:

阳性'用
Y*

和
3*

检测均有
*

例未到达

+.UR

"

="

且没达到
#

倍增长'转阳率为
44-#:

+

NQE

抗体用
E+

*

Y+

*

3,

检测为
*..-.:

阳性'用
3+

检测有
5

例未到达
+.UR

"

="

且没达到
#

倍增长'转

阳率为
48-*:

+

PD%

抗体
E,

和
Y,

检测为
*..-.:

阳性'用
3#

检测有
+

例未达到
#

倍增长'转阳率为

45-65:

&对转阳率做
!

+ 检验'

PF

和
PD%

的转阳率

差异无统计学意义$

!

+

7*-..#

'

"7.-9.8

+

!

+

7

#-.*9

'

"7.-*,#

%&

NQE

的转阳率经
!

+ 检验'

NQE

抗体转阳率差异有统计学意义$

!

+

7+#-+49

'

"7

.-...

%&见表
*

&

表
*

""

不同
Z"U2E

体系检测转阳率比较

免疫前
PF

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

免疫后
PF

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

免疫前
NQE

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

E *9# * .-9 *9# *9# *..-. *9# + *-+

Y *9# * .-9 *9# *9, 44-# *9# + *-+

3 *9# * .-9 *9# *9, 44-# *9# + *-+

3

!

*9# + *-+

""

注!

!表示有
3+

和
3,+

个
NQE

抗原'

3,

抗原的
NQE

抗体检测结果单独列出

续表
*

""

不同
Z"U2E

体系检测转阳率比较

免疫后
NQE

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

免疫前
PD%

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

免疫后
PD%

总数$

!

% 阳性$

!

% 阳性比例$

:

%

E *9# *9# *..-. *9# . .-. *9# *9# *..-.

Y *9# *9# *..-. *9# . .-. *9# *9# *..-.

3 *9# *89 48-* *9# . .-. *9# *9+ 45-5

3

!

*9# *9# *..-.

图
*

""

不同
Z"U2E

检测体系
(JM

及置信区间

B-B-B

"

不同抗原检测的抗体
(JM

水平及相关性分

析
"

免疫前血清
PF

*

NQE

*

PD%

的
(JM

分别为

+-8+UR

"

="

*

+-.4UR

"

="

和
*-*6UR

"

="

&免疫后

血清
PF

抗体检测结果为
E*

$

5+-*4UR

"

="

%*

Y*

$

48-84UR

"

="

%和
3*

$

9.-6#UR

"

="

%&免疫后血清

NQE

抗体检测结果为
E+

$

5*-99UR

"

="

%*

Y+

$

86-,4

UR

"

="

%*

3+

$

+4-,,UR

"

="

%和
3,

$

8,-,+UR

"

="

%&

免疫 后 血 清
PD%

抗 体 检 测 结 果 为
E,

$

,4-,#

UR

"

="

%*

Y,

$

#.-69UR

"

="

%和
3#

$

,#-.8UR

"

="

%'

见图
*

&对免疫后血清
PF

*

NQE

和
PD%

结果分别进

行方差分析&

,

组
PF

抗体检测结果之间差异有统计

学意义$

R798-.4

'

"

$

.-.8

%'事后
"2!$=

检验两两

结果之间差异有统计学意义$

"

$

.-.8

%&

#

组
NQE

抗体检测结果之间差异有统计学意义$

R7+*5-#4

'

"

$

.-.8

%'事后
"2!$=

检验
Y+

和
3,

结果差异无统

计学意义$

"

%

.-.8

%'其余两两结果之间差异有统计

学意义$

"

$

.-.8

%&

,

组
PD%

抗体检测结果之间差

#

4*6+

#

国际检验医学杂志
+.*4

年
**

月第
#.

卷第
++

期
"

U>'W"1HS/K

!

%&G/=H/<+.*4

!

X&0-#.

!

%&-++



异有统计学意义$

R7+*-+5

'

"

$

.-.8

%'事后
"2!$=

检验
E,

和
Y,

结果差异无统计学意义$

"

%

.-.8

%'其

余两两结果之间差异有统计学意义$

"

$

.-.8

%&

C

"

讨
""

论

""

国内共纯化
!F1P

疫苗生产均使用来源于中国

食品药品检定研究院的百日咳
32

株'国外
!F1(P

疫

苗生产使用百日咳
F&)&=1

株'

+

种百日咳菌基因序

列有一定区别(

5

)

&公司
E

和中国食品药品检定研究

院的
Z"U2E

检测用百日咳抗原均由
32

株发酵后层

析纯化得到'公司
YZ"U2E

检测用抗原由
F&)&=1

株发酵后层析纯化得到&菌株*发酵条件*纯化工艺

的不同意味着抗原结构可能有所不同&共纯化工艺

中百日咳鲍特氏菌抗原混合脱毒'会导致不同抗原蛋

白在戊二醛作用下互相交联形成复杂结构'其抗原表

位与
!F1(P

生产工艺中分别纯化脱毒的组分抗原的

表位有着较大区别&抗原结构*抗原含量和佐剂含量

的区别通常会导致共纯化百日咳疫苗临床血清与未

经脱毒处理的纯化抗原结合'通常会弱于
!F1(P

临

床血清&本次临床血清检测使用的包被抗原中'

E

公

司抗原为
+.*6

年新制备的液体保存抗原+

Y

公司为

+..#?+..9

年制备的液体保存抗原+中国食品药品检

定研究院
PF$3*

和
NQE$3+

均为
+..6

年制备的冻

干保存抗原'由于剩余量不足'

NQE

试剂已更换为

+.*#

年制备
3,

冻干抗原'

PD%$3#

为
+.*9

年制备的

冻干抗原&使用中国食品药品检定研究院
+

种
NQE

试剂抗原检测临床血清结果和转阳率有显著性差异'

表明
NQE$3+

与其他
NQE

抗原结构有较大区别'分

析原因可能是我国
*.

年间的纯化工艺改变导致

NQE

的结构发生了一定变化'对抗原抗体结合有一

定影响&

,

组抗原在检测
PF

*

NQE

和
PD%,

种抗体

(JM

之间差异有统计学意义&本研究结果说明同样

的临床血清'同样的试验方法'同样的酶标二抗和显

色底物的前提下'不同来源的
PF

*

NQE

*

PD%

抗原检

测的
U

@

\

抗体
(JM

结果有显著性差异&因此'不同

来源的百日咳抗原检测的人百日咳血清
U

@

\

抗体结

果不具备直接可比性'转阳率略有差别'各个公司产

品用本公司
Z"U2E

检测系统会得到更高的抗体结果

和转阳率&为了使不同公司产品临床检测血清的检

测结果更加客观*公平*公正和具有可比性'应统一推

广使用中国食品药品检定研究院的
3

组
Z"U2E

系统

进行检测&

+..6

年以来已发表的
!F1P

临床研究文献表明'

以往采用
Z"U2E

方法检测不同公司在国内的临床血

清样本时'国内公司通常使用中国食品药品检定研究

院统一的包被抗原的试剂'而国外公司则使用本公司

包被抗原(

4$*#

)

&共纯化
!F1P

只检测
PF

和
NQE

抗

体'故未有
PD%

抗体相关的报道'

PF

抗体为
,,

"

46

UR

"

="

'

NQE

抗体为
+8

"

84UR

"

="

&本研究结果显

示
PD%

抗体为
,#-.8UR

"

="

'该结果可以对未来我

国
!F1(P

的临床试验提供参考数据&与国外公司

!F1(P

临床结果相比'共纯化百日咳疫苗
NQE

抗体

普遍存在较大差距'提示国内
!F1(P

研发企业对此

需要足够关注&

我国有
*.

余家公司在研发
!F1(P

和以此为基础

的多联疫苗'已有
8

家公司取得临床批件&除了临床

试验以外'基层医院和疾病预防控制中心部门都急需

人百日咳血清抗体的检测以协助临床确诊病例&随

着主动监测向县一级疾病预防控制中心部门的扩大'

需要统一的百日咳组分标准抗原'配合我国己制备的

人源百日咳抗血清国家参考品(

*8$*9

)

&

D

"

结
""

论

""

建立标准化的人百日咳血清
U

@

\

抗体检测

Z"U2E

体系'将使我国临床试验和疾病监测结果更具

有真实性和可比性'使百日咳血清诊断更加科学和

规范&
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E0'=1>

一致性检验显示在对照组和疾病组
+

种检测

方法的测量结果相差幅度均较大'不能被临床接受'

因此'不能作为发色底物法的替代方法&可能由于凝

固法干扰因素多'如血浆
N

/

水平升高*高脂血症*狼

疮性抗凝物均可影响凝固法测得的血浆蛋白
3

活

性(

*#

)

&目前认为肝素含量低于
*

"

+R

"

="

'不会影

响凝固法的检测+但是当含有阿加曲班*水蛭素*比伐

卢定等凝血酶抑制剂时'会使检测结果假性升高(

*8

)

&

而发色底物法当肝素含量不超过
+R

"

="

时不会影

响检测结果'而且凝血酶抑制剂亦不会影响试验&发

色底物法常见的干扰酶类有凝血酶*活化的
N

1

1

*激

肽释放酶和组织纤维酶原激活剂等(

*.

)

&

bQ_D

等(

*8

)建议来自弥散性血管内凝血患者*含有组织纤溶

酶原激活剂的样本或者采血缓慢的幼儿可应用空白

对照&这样可排除干扰物质的作用'缩短报告时间'

同时节省试剂成本&由于发色底物法干扰因素较少'

比凝固法准确'目前对于检测蛋白
3

缺乏的筛查比较

推荐的方法是发色底物法(

6

)

&此外'本研究纳入数据

均是单次测量'没有采取多次测量求平均值的方法'

不能消除测量随机误差的影响&检测蛋白
3

抗凝活

性的
+

种方法均受分析前因素和实验室各种因素的

影响'要尽量排除分析前因素影响'定期校准仪器&

本次研究仅针对相对健康人和急性脑梗死患者'对于

其他血栓性疾病的比对分析尚需进一步研究'以使易

栓症筛查的方法学标准化*数据精准化'更好地指导

临床诊疗工作&

D

"

结
""

论

""

实验室在比较不同方法检测一致性时应采取多

种方法从不同角度进行联合评价'以避免某一方法评

价中局限性的影响'使评价结论更为合理*客观&
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