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摘 要 报道 了用辣根过氧化物酶标记的抗人 IgG和抗人 lgM(u链)单克 隆抗体作第二抗体，用 

自己培养、纯化的弓形体(To)、风疹病毒(RuV)、巨细胞病毒(CMV)和单纯疱疹病毒 (HSV 2)的虫 

体和病毒抗原包被酶标扳．研制出检测 TORCH系列的特异性 IgG和 lgM 的间接 ELISA试剂。质 

量检定结果表明，该试剂特异性强、本底低．能有效消除 RF因子等干扰因索的影 响；灵敏度 达 1 

160～640；精密性好．变异系数(C V)在 1．4％～9．O％；试剂稳定，37℃存放 4 d，各项 指标的变化 

率 超过 15％。 

关键词 丑 ￡ 壁銎·l!堕 El—ISA， 堑苎型 

TORCH是 4种 人类 致病 微 生物英 文 名称字头 的组 合：T0代表 弓形 体 (Toxoplasma 

gondii，ToXO)；R代表风疹病毒 (Rubella Virus，RuV)；C代表 巨细胞病 毒(Cytomegalovirus， 

CMV)；H代表单纯性疱疹病毒(Herpes Simplex Virus，HSV)。这 4种病原微生物除容易感染 

人群引起多种疾病外，还有两个共同特征：其一是孕妇由于内分泌的改变和免疫力下降易发生 

原发性感染．既往感染的孕妇体内潜伏的病原体也易被激活而出现复发性感染，妊娠期感染不 

仅危害母体．往往可引起宫内感染而导致流产、早产、死胎。胎儿受感后，可能引起发育迟缓和 

先天畸形．造成新生儿智力障碍、各种瘫痪、失明、耳聋、失聪弱智等严重后果。其二是一般成 

人感染后症状较轻或不出现明显症状．不易被察觉而忽视。因此 TORCH感染 的早期快速诊 

断对防止先天畸形、提高出生人口素质 、优生优育有极其重要意义。目前关于 TORCH 系列体 

外诊断试剂国内外虽上市，但国外产品价格昂贵，国内厂商大都是引进国外主要原料组装，其 

质量尚不尽人意。我们全部用自己生产的原材料、采用间接 ELISA方法研制了 TORCH IgG、 

IgM 检测试剂，并对其产品质量进行了全面鉴定，取得了令人满意的结果。 

1 材料与方法 

I 1 毒 【虫 )种 本试验所用的 Toxo虫种 、RuV、CMV和 HSV毒种、靶细胞(动物)来源见表 1。 

1．2 抗人 lgG和抗人 lgM(I1链 l单克隆抗体 由本所制各，方法见资料【1]。 

1 3 弓形虫虫体抗原的制备 将冻存 的弓形体虫种迅速置36～38℃水潜融化，用 PBS洗涤离 心去上清，沉 

F的虫体用 PBS悬浮后注人小鼠腹腔复苏、增殖。收集腹水．离心．用 PBS洗涤 3次后，用 0．25％胰 酶消化 

l0～l5min，再用 PBS洗 3次．再冻融 3次后超声破碎 ．离心取上清即为包被用虫体抗原。测定蛋 白含量及工 
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作 浓度 后加 50％甘 油 ，一20℃ 保存 备 用 。 

1 4 病毒抗 原 的制备 将 RuV、CMV、HSV．1 

和 HSV一2分别接 种到相应的敏感 细胞 上培养， 

待细胞病变 (CPE)选 卅 ～-}}-后，收集培 养渡和／ 

或病变细胞，采 用相 应措蘸对病 毒抗原进行 灭 

活处理．冻融 3次，超声破碎，差速离心和甘油梯 

度离心纯化病 毒抗原 。测定蛋 白含量和 包被 工 

作浓度后，加 50％甘油 一20℃保存备用 

1 5 酶标抗体的制备 本试验中所用酶标抗体 

(二抗)是采用抗^ IgG单克隆抗体和三株抗不 

表 1 毒I虫】种及靶细胞I动物 

Table 1 V⋯ (protozoon) d t H cells(anit~]s 

病原体 毒(虫)种 靶 细胞(动物) 

Pathogms V (P ) Target celts(Anit~is 

同位 点的抗人 IgM(u链)单克隆抗体进行纯化、标记的。单克隆抗体杂交瘤细胞株 为本所研制保存的 --．按 

常规方法制备腹水抗体．用辛酸一硫酸铵沉墟法 纯化．采用辣根过氧化物酶(Rz≥3 0，Sigma产 品)过碘酸氧 

化法标记t 。 

1 6 试剂盒的制备 检测抗 TORCH特异性 IgG和 IgM 的试剂盒均采用间接 El，ISA方法制备。分别用 4种 

纯化的抗原按常规⋯制 备预 包被板。在试 剂盒 中 除配有 已稀释 到工 作淮 度 的相应的 底物溶 液(TMB和 

)，阳性 、阴性 、临界值血清(弱阳性血清，弱 阳性血清的定值是在普查了大量正常^ 阴性血情的基础 上， 

按 Cutoff值=2．1×阴性平坶值 +2SD来确定)外，在检测 lgG的试剂盒中还配有能消瞻内源性过氧化物酶等 

干扰因子的血清样品稀释液．在检测 IgM 的试剂盘中配有能消除 lgG、类风湿 因子(RF)等干扰 因子影响的血 

清样品稀释液。试剂盒中所有试渡均 用滴瓶分装．每滴 5O ．．直接使用。 

1 7 血清样品的检测 按间接 ELISA常规操作程序进行，即先滴加 2滴(100 L)血清样品稀释液到预包被 

板的孔 中，再加血清样品 1 L(或将血清先啊PBS稀释 1(]倍后．再取 10 L加入孔中)，37℃保温 3Omln_洗板 

4～5次后．加^酶结台物 2滴(100 pL)．37℃保温 30rain．洗板 、拍于．加底物 A(TMB)和底物 B( )各 一 

滴(50 I )．37℃显色 15rain．观测结果。结果判断 ：① 目测 ：显色深于弱阳性对照者为阳性，否皿I『为阴性。② 

机测：先用 1 mol／L的 H2SO4终止，用酶标检测仪测定各孔 0I)d50值。O 5n值 >2．1×阴性 对照 OD值(阴性 

对照 OD值小于 0 1，按 0 I计)者判为阳性，否则为阴性。 

1 8 试剂盒的质量检定 

1 8 1 取相应的阳性和阴性血清(RuV [gM和 IgG 阳性血清来 自江睦某中学一 次风疹 流行时的急性期和恢 

复期血清，CMV阳性血清 由同济医大d',JD科和武汉市儿童医院提供，其它阳性血清及阴性血清是儿普查中筛 

选的)各 10份，分别用相应的试剂盒进行检谢，应不出现假阴性和假阳性。 

1．8 2 阻断试验 将阳性血清(El ISA检测 OD大 0 4左右 )与相应 的抗原(2rag／nil )等量混合、37℃中和 

30min，然后同时测 定中和前和中和后的血清 阻断率应>50％。 

率 = ×100％ 

1 8 3 对 lgM 检测试剂加试 了巯基乙醇破坏试验和 RF网子影响试验。 

t 9 灵敏度 将各种 TORCH阳性血清用相应的血清样品稀释{瘦J)L 1 10开始作倍比稀释，在相应的试剂盒 

中检测，以最高稀释孔为阳性的稀释倍数定为灵敏度 

1 10 精密性 用一份阳性血清同时做 10孔 ．计算其变异系数(c v)。 

1．I1 稳定性 将试剂盒分别置 4℃和 37℃存放 4 d，然后同步检测 同 一份阳性 血清及试剂盒中阳参、弱 阳 

参和阴参血清 按下述公式计算变化率(％) 

变化率(％) 4"C存放的试剂盒测 出的 OD值 一3TC存放的试剂盒测出的 OD 
4'U存破的试剂盘测 出的 OD ×100％ 
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2 结果 

2．1 试剂的特异性检定 

随机挑选 TORCHIgO、IgM 阳性和阴性血清样品各 1O份．分别用相应的试剂盒检测，结 

果见表 2。没有出现一份假阳性和假阴性 。阴性血清样品的 OD值均在 0 10以下(用国营华 

东电子管厂制造的 DG5030型酶联免疫检测仪检测．下同)。 

衰 2 特异 性幢 定结 果 

T日b】e 2 The xesutt~of~pecificiw s 

试剂盘 血清 ! W ． P C N． C 
[gM 陌性血 清(P s) 

一  
IgM 阴性血 清 (N s) 

0x0 

IgG 阳性血 清 (P s) 

【gG阴性血清(N s) 

} 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 565 0 648 0 72．7 0 73} 0 776 0 829 0 856 0 572． 0 437 

0 0}3 0 073 0 066 0．009 0 004 0 0I6 0 000 0 084 0 015 

0 744 0 733 0 365 0 482 0 523 0 723 0 610 0 480 0 554 

0 007 0 0l2 0 024 0 0l2 0 042 0 065 0 071 0 020 0 071 

0 572 0 472 0 646 0 75} 0 50t 0 525 0 448 0 678 0 499 

0 070 0 065 0 055 0 007 0 060 0 085 0 013 0 000 0 002 

0 734 0 732 0 654 0 69} 0 52} 0 454 0 385 0 710 0 456 

0 080 0 060 0 002 0 048 0 009 0 052 0 061 0 074 0 056 

0 508 0 700 0 575 0 634 0 6}7 0 705 0 589 0 665 0 585 

0 (234 0 044 0 OOO 0 O0l 0 05} 0 054 0 000 0 000 0 027 

0 555 0 479 0 461 0 592 0 6}0 0 702 0 385 0 748 0 309 

lgM 阳性 血清 (P S) 

c v 

IgG 阴性 血 清(N s) 0 078 0 100 0 066 0 06} O 009 0 080 0 删 1 0 026 0 055 0 058 

Note：P S is pc6itive rum；N．S is negative蛐rL帅 ；P C is pc6itive controt；W P C is weak posidve contro[I N C is neg 

ative oontm] 

巯基乙醇破坏试验 ：由于巯基 乙醇能将．S‘s键还原成一SH，破坏了 IgM 结构，从而使其失 

去活性。取 9份风疹患者急性期血清各 0．1 mL．用 PBS稀释 10倍后，分成试验组和对照组， 

试验组中加入等量 0 01 mo]／L 2一巯基乙醇，对照组中加入等量PBS．同时置 37℃作用 1 h，然 

后用 RuV IgM试剂盒检测，对照组呈阳性反应，试验组均转阴。结果见表 3。 

表 3 9份 RuV[gM 阳性血清 2-靛基乙醇处理前后的测定结果 

Table 3 The r~ults oi 9 anti．RuV IgM pc6itive se⋯ y beiore and after tD~ qt with 2一 rcapro ethanol 

血清号 

N0 ㈣  S～ 1 7～ 1 9～ 1 16～ 1 20～ l 22～ 1 24～ 1 26～ 1 87 

处理前 

Beforetreatment 十 十 十 十十 }卜 十 * 

赴理后 

Aiteru 叶m即 【 一 一 一 一 一 一 一 一 一 

阻断试验 ：取 TORCH IgM 阳性血清各一份与相应的抗原混合，37℃ 中和 30rain．然后同 

时用相应的试剂盒检测中和前和中和后的 OD值。结果见表 4。 

RF因子影响试验：取 RF阳性血清 5份 (其中强阳性 2份，中等强度阳性 2份，弱 阳性 1 

P N P 

清 清 清 清 血 血 血 血 性 性 性 性 阳 阴 阳 州 
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份)。用 Toxo IgM 试剂盒检测均为 IgM 阴性。随机取 TORCH IgM 检测为阳性血清和 阴性 

的血清各 lO份进行 RF因子检测，在阴、阳血清中都检出了一定份数的 RF固子阳性 的血清 

(表 5)。 

表 4 阻断试验结果 

Table 4 The r~ults of block test 

2 2 灵敏度检测 

结果见表 6。OD450≥O 21判为阳性终点。 

表 6 灵敏度检测结果 

Table 6 The results of sensitlv Lw "tat 

Toxo IgG 

lgM 

RuV IgG 

lgM 

CM V IgG 

IgM 

HSV lgG 

lgM 

Note P C is positive control：W  P C is weak positive cemml；N C is negative control 

2 3 稳定性试验 

试剂盒置 37℃存放 4 d后，与 4℃存放 的试剂盒相 比，各种参 数的变化率均未超过 } 

15％，结果见表 7。 

2 4 精密性试验 

同一份阳性血清用相应的试剂盒连续测 10孔，根据各孔 OD值．计算变异系数(c V) 

结果见表 8。 

∞ ∽ ∞ 棚 删 舢 

惦 ¨ 皿 ∞ ¨ 嘶 

∞ ∞ 伸 弛 驼 

雠 

呈{” 叭 ∞ 叭 

" 丝一”  ̈ ∞ 

” H 一∞ 加  ̈

m 可l型 

0 —0 一n n 0 —0 —0 —0 

Ⅲ 川Ⅲm晰 

m州 

蜥叭 ‰Ⅲ㈣ 

悯姗 ；呈 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 龚镇奎等： I'oRC]-I系列酶标诊断试剂的研制 

表 7 TORCH试剂盒稳定性试验结果 

TaLkie 7 1he~suks t TORCH kit ility te 

OD<0 05．按 l】115 辫 

OD(0 115 ealculal ed by 0 115 

表 s 精密性检秘l结果 

Table 8 The results of precision test 

试剂盒 

Kl1 

3 讨论 

TORCH感染不仅能引起人类各种疾病 、孕妇感染后会 l起宫内感染，可能造成流产、死胎 

和新生儿先天性畸形，对出生几VI素质有直接影响。因此，对 TORCH感染的诊断引起人们的 

高度重视一一些发达国家 已将 TORCH感染的检测作为婚前、孕前和孕期的常规检测项 目．我 

国近几年也相继开展这方面检测 国内外 目前 已有 TORCH系列诊断试剂面市，但国外原装 

试剂价格昂贵 国内厂家大多引进国外公司的主要原材料进行组装，其质量 尚不尽人意，尤其 

是阴性左底高，特异性欠佳，假阳性或假阴性的情况普遍存在 本所研制的 TORCH系列诊断 

试验，所有原材料都是 自己研制生产的。我们所用酶标抗体(二抗)全是单克隆抗体，减少了多 

克隆抗体中⋯些非特异性因子的干扰。同时我们采用多栋抗不同位点的单抗混合标记，提高 

=雪 如 钾 圳 川 }_ 

9  4  l  2  l  4 { - 

兰j雌 叭 呲 叭 雌 

7  0  7  2  6  8  0  6  
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0  O  0  O  0  n  U 

0  0  0  0  0  0  O  0 

舯 帖 
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2  4 7  6  5 4  6  
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了试剂的灵敏度。此外．在检测 IgM 试剂盒中，血清样品稀释液 内加入了适量羊抗 人 IgG抗 

体，这不仅可防止 IgG与 IgM竞争抗原位点，提高 IgM 检测的灵敏度．而且可以排除 RF因子 

的干扰l 。试剂盒中阴性参考血清 的 OD值 一般在 0．05左右，我们检测了近 400名 ToRCH 

抗体阴性正常人血清，平均 OD值也只在 0．1左右 在试剂的稳定性方面 ．我们在酶标抗体、 

阳性 、弱阳性参考血清中加入能有效保护抗体蛋白的保护剂，使试剂盒的稳定性得到有效提 

高．37℃存放 4 d(相当于 4℃存放 6个月)．各项指标的变化率小于 15％。目前我国还没有正 

式颁发 TORCH 系列酶标诊断试剂盒的质量检定规程。我们参照已颁布的其它酶标试剂盒的 

质检规程f5】，从特异性、灵敏度、精密性和稳定性等方面进行了检定，结果是令人满意的。本 

所用此套试剂对武汉地区育龄妇女和孕妇进行 了TORCH抗体水平的调查 ．得到 了令人满 

意的结 果。 
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Preparation of Indirect ELISA Reagent to Diagnose TORCH Infection 

Gong Zhenkui Huang He Luo Lin Xiao Hongyu Gong Rui 

(tnggigute of Virology．HubeiAcademyof Medical Science，Wuhan 430079) 

Abstract Torch is the abbreviation of four pathgenic microbols：Tonoplasma gondic(Toxo)， 

Rubella Virus(RuV)，Cytomegalovirus(CMV)，and Herpes Simplex Virus(HSVI，2) A new 

indirect ELISA reagent to detect the specific IgG and IgM antibody to TORCH has been pre— 

pared．McAbs．1abeled with horseradish peroxidase，against hunmn IgG and lgM are used as the 

secDnd antibodies．Purified Toxo，RuV，CM V，HSV1．2 are used as antigens to coat wells The 

reagent’s quality has been tested．The result showed that the reagent has high specificity and low 

background．The sensitivity is up to 1：160～640，the precision is high and the coefficient of vari— 

ati0n(C．V)is between 1 4％ ～9 0％．The reagent is stable(stored at 37℃ for 4 days，the 

change range of each target is no more than 15％ )． 

Key words TORCH infection，Indirect ELISA，Diagno~ reagent 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

