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【摘要】 目的   单克隆抗体检测麻疹病毒抗原与一步法 RT-PCR 检测麻疹病毒 RNA 在实验室诊

断中的对比。方法   收集疑似麻疹患者咽拭子标本。出疹 3 d 后血清抗麻疹病毒 IgM 抗体阳性者咽拭

子纳入对比试验。用荧光标记的鼠抗麻疹病毒单克隆抗体检测标本中麻疹病毒抗原成份；用一步法

RT-PCR 结合 Taqman 技术检测麻疹病毒 RNA 成份。结果   82 份疑似麻疹患者抗麻疹病毒 IgM 抗体阳

性率 81.71%（67/82）。67 例确诊病例标本单克隆抗体间接免疫荧光阳性率 88.06%（59/67）；一步

法 RT-PCR 结果阳性率 98.51%（66/67）。 结论   麻疹病毒 RNA 的一步法 RT-PCR 结合 Taqman 检测

敏感性高于其抗原的间接免疫荧光检测。
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【Abstract】 Objective  To contrast the effective rate between measles virus antigen detection by 
monoclonal antibody and RNA detection by one step RT-PCR.   Methods  The throat swab samples were 
collected from every suspected measle patient. Then the measles virus antigen using monoclonal antibody 
were detected while the measles virus RNA detected by one step RT-PCR after the patients’ anti-measle viral 
IgM antibody were definited positive.  Results  Total of 67 plasma cases’ anti-measle viral IgM antibody 
among 82 patiens were positive. In the 67 cases, monoclonal antibody indirect immunofluorescence positive 
ratio was 88.06% (59/67). One step RT-PCR positive ratio was 98.51% (66/67).  Conclusions  One step RT-
PCR detectection method was surpass to the monoclonal antibody detectetion method for the diagnosis of the 
measles infection on the aboratory level.
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麻疹是传染性、致病性很强的一种疾病，在该

疫苗问世前每年上百万人死于该病。现今发病率已

大大降低。但在偏远地区仍时有疫情暴发。即使在

发达国家也难幸免，2007 年日本神户出现疫情暴

发；2008 年法国出现疫情大暴发
[1-2]

。部分患者由

于免疫、疫苗接种以及病毒变异等问题，使症状变

得不典型。Eskiocak 等
[3]
发现临床诊断的正确率仅

50%。因此，麻疹的实验室诊断非常重要；简化实

验方法、缩短所需时间、提高敏感性可靠性、降低

费用是研究重点。

为选择出更理想的诊断方法，收集本院 2011

至 2013 年每年 3 ～ 5 月份麻疹高发季节疑似病例

咽拭子标本，流行季结束后集中试验，共收集标本

82 例，经 ELISA 检测血清抗麻疹 IgM 抗体，阳性

者 67 例为确诊病例，纳入下一步实验。采用单克隆

抗体间接免疫荧光法（indirect immunofluorescence 
assay，IFA）和一步法聚合酶链式反应（reverse 
transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）对

确诊患者的咽拭子进行检测和回顾性对比分析，报

道如下。

资料与方法

一、研究对象

收集2011年3月至2013年7月烟台市传染病医院

82例疑似麻疹患者，其中男性43例，女性39例；年

龄17～33岁（平均年龄24.38岁）。其中本地常住居
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民49例；外来务工人员33例。有5例患者来到本地2
～3 d即发病，为外来输入病例。用病毒采集专用拭

子取咽部分泌物，放入病毒保存液于－70 ℃冰箱保

存待测
[4]
。并收集患者出疹3 d后血清各1份。本研

究经过医院伦理委员会批准，标本采集前已向患者

告知，并签署知情同意书。

二、主要试剂及仪器

1. 广东珠海经济特区海泰生物制药有限公司生

产的麻疹 IgM 抗体酶联免疫检测试剂盒。

2. 上海恒远生物科技有限公司的病毒 RNA 磁

珠法提取试剂盒。上海之江生物科技股份有限公司

生产的麻疹病毒核酸测定试剂盒（一步法荧光定量

RT-PCR）。PCR 荧光定量检测仪 7500FAST，ABI
公司。

3. 美国 Millipore 公司生产的鼠抗麻疹病毒硫

氰酸荧光素标记的单克隆抗体（mouse anti-measles 
fitc monoclonal antibody）。

三、方法

1. 用 ELISA 捕获法对出疹 3 d 后采集的血清

进行抗麻疹病毒 IgM 抗体检测，按试剂盒说明书的

要求进行试验操作和结果判定
[5]
。结果阳性者咽拭

子标本纳入之后试验。

2. 咽拭子标本常温下解冻，用旋涡混合器打散

粘液，1500 r/min离心10 min（离心半径r = 13.5 cm），

弃上清，沉淀物用少量PBS调成悬液。

3. 将混悬液均匀涂在玻片上，空气中干燥后用

丙酮固定。加入硫氰酸荧光素标记的抗麻疹病毒单

克隆抗体，37 ℃湿盒孵育 30 min，PBS、蒸馏水各

洗涤 2 次，荧光显微镜下观察结果
[6]
。如图 1 所示，

咽拭子中鳞状细胞内可见荧光染色阳性表达，高倍

镜分析，荧光表达多位于细胞内病毒包涵体中，可

排除非特异性免疫荧光着色情况。

4. 用病毒 RNA 提取试剂盒提取混悬液中麻疹

病毒 RNA 成份：采用一步法 RT-PCR 结合 Taqman
技术，对麻疹病毒的特异性 RNA 核酸片段进行荧

光定量检测
[7-8]

（具体过程按试剂说明书操作）。

部分标本 PCR 曲线见图 2，阳性标本均可有扩增产

物，其扩增曲线明显，Ct 值有效。

四、统计学处理

采用 SSPS 17.0 软件进行数据处理，对计数资

料采用 c2
检验，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、不同方法检测结果的阳性率

       82 份疑似麻疹患者血清标本抗麻疹病毒 IgM
检测，阳性结果 67 例为确诊病例，阳性率 81.71%
（67/82）。对 67 例确诊患者的咽拭子标本一步法

RT-PCR 结果阳性率 98.51%（66/67）；咽拭子标本

涂片间接免疫荧光实验结果阳性率88.06 %（59/67）。
二、RT-PCR 结果与 MV 抗原检测结果的比较

对 67 例麻疹确诊病例咽拭子标本，病毒 RNA
一步法 RT-PCR 检测阳性率明显高于抗原间接免

疫荧光结果见表 1。应用 c2
检验对二者阳性结果

对比分析，阳性率有显著差异（c2 = 4.288，P ＜ 
0.05）。结果提示，感染部位麻疹病毒 RNA 基因

扩增检测法较患者麻疹病毒抗原检测更敏感，而基

因的特性决定该检测方法的特异性更高；且有利于

表 1   67 例咽拭子标本麻疹病毒一步法 RT-PCR 和抗原检测结果（例）

RT-PCR MV 抗原检测结果 合计
阳性 阴性

阳性 59 7 66
阴性 0 1 1
合计 59 8 67

图 1  咽拭子间接免疫荧光表达情况 图 2  麻疹患者咽拭子麻疹病毒 RNA 测定结果
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更进一步分析麻疹病毒变异情况。

    
讨    论

虽然麻疹疫苗的问世使麻疹发病率大大下降。

但由于是一种人类和灵长类共患的疾病，并且还有

病毒变异、慢性感染者是否有传染性等不确定因素

存在
[9]
。决定了麻疹这一疾病将长期伴随着人类。

而早期确诊是控制麻疹蔓延的关键环节。

目前麻疹实验室诊断多采用 ELISA 检测血清

的抗麻疹病毒 IgM 抗体。虽然 ELISA 简便易行 , 但
该抗体要在出疹后 2 ～ 4 d 才能检出。若当患者就

诊时间早于抗体产生高峰期，IgM 抗体仍作为诊断

指标，将会有一定比例的漏诊。因此，该方法对麻

疹早期诊断有一定局限性
[10]
。

单克隆抗体检测麻疹病毒抗原最初用作培养

病毒的分离鉴定。通过改进方法可从患者咽拭子

或尿液标本中直接检测麻疹病毒抗原。张淑芹等
[6]

研究结果显示，咽拭子麻疹病毒抗原的阳性率为

91.9%。本实验中阳性率稍偏低，可能与标本低温

保存及实验操作有关。其次，不同的标本中麻疹病

毒含量不同，也可对实验结果产生影响。针对感染

细胞内麻疹病毒抗原成份的检测，可早期发现疑似

和不典型麻疹病例。检测过程简单快速，整个过程

只需 2 h，适合高发季对可疑病例的筛查。但采集

的脱落细胞数量会直接影响观察结果，必须保证脱

落细胞的数量和质量。如采集时操作不规范、力度

不够、患儿不配合，都会影响脱落细胞采集量，进

而影响试验结果。

RT-PCR 在出疹前后 3 d 内可检测到麻疹病毒

RNA。经过方法改进的一步法实时荧光定量 RT-
PCR，将逆转录过程和扩增过程在一个反应管中完

成。实行完全闭管式操作，大大减少扩增产物被

污染的机会。本研究结果显示，PCR 法检测过程

中部分标本曲线 Ct 值较大时，仍可见明显 PCR 曲

线，表明即使标本中病毒含量较低时，仍能保证实

验结果有较高准确性。且结合 TaqMan 探针后特异

性也大大提高。较常规 RT-PCR 技术，无论从敏

感性、特异性与速度上都更具有优势
[11]

。Michel
等

[12]
使用该方法发现患者唾液中阳性率 98%，血

浆中 95%。灵敏度高于传统方法。且本方法重复性

好，证明其方法可靠。本试验所用试剂盒为特异检

测专用，无需自行设计引物和探针。使实验变得更

加简单，在 3 h 内即可做出诊断。本试验阳性率为

98.51%，与文献报道基本相符。

一步法实时荧光定量 RT-PCR 实验操作和结果

判定都是自动执行，保证了结果的客观性，对操作

人员的要求相对要低
[12]
。商用试剂盒国内已有生产，

费用更经济。而针对感染细胞内麻疹病毒抗原成份

的检测，整个过程都由操作者完成，个人经验和熟

练程度将直接影响结果的可靠性。因此，一步法实

时荧光定量 RT-PCR 是目前更值得推广的实验室诊

断方法。
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