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基于蛋白质芯片技术疟疾血清学监测方法的建立*
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重点实验室,世界卫生组织热带病合作中心,国家级热带病国际联合研究中心,上海
 

200025)

【摘要】 目的 建立基于蛋白质芯片技术的疟疾血清学监测方法 方法 将间日疟原虫(Plasmodium
 

vivax)裂殖子

表面蛋白119 (merozoite
 

surface
 

protein-119,MSP-119)、环子孢子蛋白
 

(circumsporozoite
 

protein,CSP)和恶性疟原虫

(Plasmodium
 

falciparum)的 MSP-119 作为特异性抗原包被在蛋白质芯片上,通过倍比稀释法筛选抗原并确定滤纸血洗

脱液稀释倍数和筛选抗原的最佳包被浓度,建立基于蛋白质芯片技术的疟疾血清学监测方法。与间接ELISA法共同检

测间日疟和恶性疟现症患者、健康者和高风险地区人群的滤纸血样本,比较两种方法的敏感性和检出效率,并对新建方

法的特异性和质控品板间相关性进行验证。 结果 PvMSP-119 (R01601)和PfMSP-119 (R01604)两种抗原与阳性质

控品间的决定系数R2 分别为0.9849和0.9317。滤纸血洗脱液的最佳稀释度为1∶4,筛选抗原最佳包被浓度为0.2
 

μg/μl。新建方法和间接ELISA法对间日疟和恶性疟现症患者的检出率差异无统计学意义(P>0.05);检测间日疟现症

患者的ROC曲线下面积分别为0.9167和0.9358,检测恶性疟现症患者的ROC曲线下面积分别为0.9167和1;对高风

险地区人群的检出率分别为75.9%(22/29)和31.0%(9/29)(P<0.05),对其中19例有既往感染史人群的检出率分别

为68.4%(13/19)和26.3%(5/19)(P<0.05)。新建方法中PvMSP-119(R01601)抗原对恶性疟患者和间日疟患者的检

出率分别为28.6%(2/7)和83.3%(20/24)(P<0.05),PfMSP-119 (R01604)抗原对间日疟患者和恶性疟患者检出率分

别为29.2%(7/24)和85.7%(6/7)(P<0.05)。阳性质控品板间相关系数为0.9-1,阴性质控品板间相关系数为

0.965-1。 结论 基于蛋白质芯片技术的疟疾血清学监测方法对疟疾现症患者和高风险人群的检出率高,具有较好的

敏感性和特异性,芯片板间结果的一致性好,可作为疟疾消除和消除后阶段高效的血清学监测工具。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

a
 

malaria
 

sero-surveillance
 

method
 

based
 

on
 

the
 

protein
 

chip
 

technology. Methods

 The
 

merozoite
 

surface
 

protein-119 (MSP-119)
 

and
 

circumsporozoite
 

protein
 

(CSP)
 

of
 

Plasmodium
 

vivax
 

and
 

the
 

MSP-
119 of

 

Plasmodium
 

falciparum
 

have
 

been
 

coated
 

on
 

the
 

protein
 

chip
 

as
 

specific
 

antigens.
 

The
 

optimal
 

antigens,the
 

dilu-
tion

 

of
 

serum
 

eluted
 

from
 

filter
 

paper
 

and
 

the
 

optimal
 

coating
 

concentration
 

of
 

screening
 

antigens
 

is
 

determined
 

by
 

multi-

ple
 

dilution
 

method,so
 

as
 

to
 

establish
 

a
 

malaria
 

sero-surveillance
 

method
 

based
 

on
 

the
 

protein
 

chip
 

technology.
 

Filter
 

pa-

per
 

blood
 

samples
 

from
 

patients
 

with
 

P.
 

vivax
 

and
 

P.
 

falciparum,healthy
 

persons
 

and
 

negative
 

persons
 

in
 

high-risk
 

ar-
eas

 

have
 

been
 

tested
 

together
 

with
 

the
 

indirect
 

ELISA
 

and
 

the
 

new
 

method
 

to
 

compare
 

the
 

sensitivity,detection
 

efficiency.
 

Meanwhile,the
 

specificity
 

of
 

the
 

new
 

method
 

and
 

the
 

inter-board
 

correlation
 

of
 

quality
 

control
 

serum
 

have
 

been
 

verified.
 Results PvMSP-119 (R01601)

 

and
 

PfMSP-119 (R01604)
 

have
 

strong
 

correlation
 

with
 

the
 

positive
 

quality
 

control
 

ser-
um,the

 

square
 

of
 

determination
 

coefficient
 

are
 

0.9849
 

and
 

0.9317
 

respectively.
 

The
 

optimal
 

dilution
 

of
 

serum
 

eluted
 

from
 

filter
 

paper
 

is
 

1∶4,and
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

coated
 

antigens
 

is
 

0.2
 

μg/μl.
 

Two
 

methods
 

have
 

no
 

statistically
 

sig-
nificant

 

difference
 

in
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

P.
 

vivax
 

and
 

P.
 

falciparum
 

(P>0.05).
 

The
 

area
 

under
 

ROC
 

curve
 

of
 

these
 

two
 

methods
 

are
 

0.9167
 

and
 

0.9358
 

for
 

P.
 

vivax
 

patients,and
 

0.9167
 

and
 

1
 

for
 

P.
 

falciparum
 

patients.
 

The
 

detection
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

in
 

high-risk
 

negative
 

population
 

are
 

75.9%
 

(22/29)
 

and
 

31.0%
 

(9/29)
 

respective-
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ly
 

(P<0.05),and
 

in
 

19
 

patients
 

with
 

previous
 

infection
 

history
 

are
 

68.4%
 

(13/19)
 

and
 

26.3%
 

(5/19)
 

(P<0.05).
 

In
 

the
 

new
 

method,the
 

detection
 

rate
 

of
 

PvMSP-119 (R01601)
 

in
 

patients
 

with
 

P.
 

falciparum
 

and
 

P.
 

vivax
 

are
 

28.6%
 

(2/

7)
 

and
 

83.3%
 

(20/24)
 

(P<0.05).
 

The
 

detection
 

rate
 

of
 

PfMSP-119 (R01601)
 

in
 

patients
 

with
 

P.
 

vivax
 

and
 

P.
 

falci-

parum
 

are
 

29.2%
 

(7/24)
 

and
 

85.7%
 

(6/7)
 

(P<0.05).
 

The
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

inter-board
 

positive
 

quality
 

control
 

serum
 

is
 

0.9-1.
 

The
 

correlation
 

coefficient
 

of
 

negative
 

quality
 

control
 

serum
 

is
 

0.965-1. Conclusion The
 

malaria
 

sero-
surveillance

 

method
 

based
 

on
 

protein
 

chip
 

technology
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

detection
 

efficiency,good
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

in
 

detection
 

of
 

P.
 

vivax
 

and
 

P.
 

falciparum
 

patients
 

and
 

high-risk
 

negative
 

population.
 

At
 

the
 

same
 

time,the
 

results
 

of
 

protein
 

chips
 

showed
 

good
 

interplate
 

consistency.
 

Thus,the
 

method
 

can
 

be
 

used
 

as
 

an
 

efficient
 

malaria
 

sero-sur-
veillance

 

tool
 

in
 

malaria
 

elimination
 

and
 

post-elimination
 

phase.
【Key

 

words】 malaria;serological
 

methods;surveillance;protein
 

chip
 

technology

  疟疾被世界卫生组织(WHO)列为全球三大公共

卫生问题之一,在全球范围内造成严重的疾病负担[1]。
近年来随着一系列控制措施的实施,如预防性服药和

以青蒿素为基础的联合用药等,许多国家的疟疾防控

取得了显著成果并逐步迈向消除或消除后阶段。在该

阶段,保持疟疾零传播状态、防止再传播是消除后国家

的首要任务,因此加大对疟疾暴露风险的监测变得愈

发重要[2]。
在疟疾消除后地区人群的暴露风险监测中,高灵

敏度的血清学监测方法逐渐受到重视
 [3]。许多研究表

明,感染者体内疟原虫清除后,大部分抗体仍能持续数

月甚至数年(具体时间取决于相应抗体的半衰期),对
抗体标志物的检测可反映人群既往和目前暴露情

况[4-6]。同时,将人群各年龄段抗体阳性率数据拟合合

适的催化模型,还可预测人群的年感染概率,评估人群

的暴露风险。因此,血清学监测方法可作为疟疾消除

后阶段监测的重要补充工具,建立基于重组抗原的血

清学监测方法也是疟疾消除地区研究的重点。
疟原虫裂殖子表面蛋白119 (merozoite

 

surface
 

protein-119,MSP-119)和环子孢子蛋白(circumsporo-
zoite

 

protein,CSP)是血清学监测中常用的重组抗原,
其特异性抗体的血清转化率与疟疾发病率、脾肿率等

暴露指标相关,可作为抗体标志物进行监测[7-8]。本研

究以 间 日 疟 MSP-119 (PvMSP-119)、间 日 疟 CSP
(PvCSP)和恶性疟 MSP-119 (PfMSP-119)作为包被抗

原,与高通量、高灵敏度的蛋白质芯片技术[9]结合,建
立基于蛋白质芯片技术的血清学监测方法,通过与间

接ELISA法比较,验证其用于疟疾消除后地区人群监

测的可行性。

材料与方法

1 材料

1.1 抗原 购买不同公司生产的疟原虫商品化抗原

PvMSP-119,PvCSP和PfMSP-119 共7个,其来源、
货号、名称、浓度及蛋白总量和保存介质信息见表1。

表
 

1 抗原信息表
Table

 

1 Antigen
 

information
 

sheet
公司

Company
货号

Item
 

number
抗原
Antigen

浓度(mg/ml)
Concentration

蛋白总量(mg)
Protein

 

content
保存介质

Storage
 

medium

US
 

Biological 397268 PfMSP-119 4.86 1.0 CBS
US

 

Biological 397270 PvMSP-119 3.32 1.0 CBS
US

 

Biological 214776 PvCSP 1.00
 

0.1 CBS
Meridian R01601 PvMSP-119 3.90 1.0 PBS
Meridian R01602 PvMSP-119 3.32 1.0 PBS
Meridian R01603 PfMSP-119 2.40

 

1.0 PBS
Meridian R01604 PfMSP-119 4.86 1.0 PBS

1.2 滤纸干血滴和质控标本 24例间日疟现症患者

和29例高风险地区人群滤纸干血滴标本,以及间日疟

患者高免疫混合血清
 

(阳性质控)
 

标本由云南省德宏

傣族景颇族自治州盈江县那邦镇卫生院提供,均采自

疟疾高发区缅甸拉咱市;7例恶性疟现症患者滤纸干

血滴标本和恶性疟患者的高免疫混合血清(阳性质控)
标本由浙江省疾病预防控制中心提供,采自输入恶性

疟疾患者;12例健康者滤纸干血滴和健康者混合血清
 

(阴性质控)
 

标本由浙江省疾病预防控制中心提供,采
自从未去过疟疾疫区的健康体检人群。上述所有标本

均通过疟原虫实时荧光定量PCR检测验证。
本实验获得伦理审查会批准,所有参与者均签署

知情同意书。

1.3 主要试剂及仪器 环氧基芯片(1066643)为德国

Schott公司产品;鼠抗人IgG-Cy3和羊抗人IgM-Cy5
(209-165-082)为美国Jackson

 

ImmunoRsearch公司

产品;PBS缓冲液(B310KJ)为上海源培生物科技有限

公司产品;BSA(A602442-0050)为英国 BBI公司产

品;吐温20(A100777-0500)为上海生工生物工程股份

有限公司产品;人疟疾抗体ELISA试剂盒为滁州仕诺

达生物科技有限公司产品。4
 

℃离心机购于美国

Thermo公司;芯片小型离心机购于日本Tomy公司;
芯片扫描仪 GenePix

 

4000B购于美国 Axon
 

Instru-
ments公司。

2 方法

2.1 基于蛋白质芯片技术血清学监测方法的建立

2.1.1 芯片点制 取一张包含14个区域,每个区域
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含256个孔的芯片;分别将7种疟疾抗原倍比稀释为

0.025、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8
 

μg/μl,各取25
 

μl通过

点样仪点在一个区域的256孔中,每个抗原每种浓度

重复4次(14个区域均按上述重复点制)(图1);点样

完成后,将芯片置于点样仪基片载台固定过夜,再放至

4
 

℃冰箱保存。

图
 

1 芯片布局

Fig.1 The
 

layout
 

of
 

chip

2.1.2 滤纸干血滴洗脱 各取5间日疟患者、恶性疟

患者和健康者的滤纸干血滴标本进行洗脱。随机从

903滤纸上剪下血量约20
 

μl的滤纸并置于由PBS、

0.5%牛血清白蛋白(BSA)和0.3%
 

Tween
 

20组成的

1
 

ml洗脱液中,于4
 

℃轻摇过夜洗脱。

2.1.3 抗原包被浓度和滤纸血洗脱液稀释倍数的确

定 将点制的芯片从4
 

℃冰箱取出并恢复到室温,与
围栏贴合后加入100

 

μl
 

3%BSA封闭液室温封闭1
 

h,
除去封闭液。将2.1.2中10例现症患者的滤纸血洗

脱液混合,从1∶1开始作4倍系列稀释至1∶256,各
取100

 

μl加入2.1.1中点制芯片的左侧5个区域内;5
例健康者滤纸血洗脱液混合后按同样标准稀释后加入

点制芯片右侧5个区域内,剩余1个区域加间日疟恶

性疟阳性质控品混合血清作阳性对照,1个区域加阴

性质控品混合血清作阴性对照,最后2个区域做空白

对照,室温反应2
 

h,PBS清洗3次,每次5
 

min;将稀

释的鼠抗人IgG-Cy3和羊抗人
 

IgM-Cy5混合二抗加

入到孔中,室温避光反应1
 

h,PBS清洗后拆出围栏,
甩干后用Axon扫描仪扫描芯片,根据检测结果筛选

抗原,并确定筛选抗原的最佳包被浓度和滤纸血洗脱

血清稀释倍数。

2.2 敏感性及检测效能测定

2.2.1 敏感性测定 将筛选抗原包被在4张蛋白质

芯片上,依据上述最佳反应条件和芯片操作流程检测

24例间日疟现症患者滤纸干血滴标本、7例恶性疟现

症患者滤纸干血滴标本和12例健康者滤纸干血滴标

本,每张芯片最后两个区域分别为阳性质控区和阴性

质控 区,cutoff值 为 阴 性 质 控 区 平 均 荧 光 强 度 值
 

(mean
 

fluorescence
 

intensity,MFI)+3个标准差,高
于cutoff值判为阳性,否则判为阴性。统计包被抗原

的检出例数,计算检出率。
依据包被泛特异性重组蛋白的间接ELISA定性

试剂盒操作说明检测上述3组滤纸干血滴标本,洗脱

方法与2.1.2一致,反应结束后在450
 

nm波长处测

定各孔的平均吸光度(A)值。结果判定:cutoff值为试

剂盒中阴性对照孔平均值+0.15,高于cutoff值判为

阳性,否则判为阴性。统计间接ELISA法的检出例

数,计算检出率。

2.2.2 检出效率评价 依据2.2.1中两种方法对现

症患 者 和 阴 性 患 者 的 检 测 值 绘 制 新 方 法 和 间 接

ELISA方法的ROC曲线,比较两种方法的检出效率。

2.2.3 高风险地区人群筛选能力评价 将筛选抗原

包被在2张蛋白质芯片上,依据方法建立中确定的最

佳反应条件和芯片操作流程,与间接ELISA方法共同

检测高风险地区29例滤纸干血滴标本(其中19份通

过问卷收集到有既往疟疾感染史)。由于间接ELISA
法检测试剂盒只能检测出疟疾血清阳性者,不能区分

间 日 疟 患 者 和 恶 性 疟 患 者,因 此 将 新 建 方 法 中

PvMSP-119 (R01601)和PfMSP-119 (R01604)抗原中

任一抗原阳性的对象均计入结果,以此评价两种方法

对高风险地区人群的检出能力。

2.3 基于蛋白质芯片技术监测方法的验证

2.3.1 特异性验证 根据2.2.1的检测结果分析新

方法中间日疟抗原对7例恶性疟现症患者滤纸血的阳

性检出例数和检出率;同时分析新方法中恶性疟抗原

对24例间日疟现症患者滤纸血的阳性检出例数和检

出率。

2.3.2 质控样品板间相关性验证 对6块蛋白质芯

片的阴性质控品结果和阳性质控品结果进行相关性分

析,评价板间试验结果的稳定性和一致性。

2.4 统计学分析 应用SAS
 

9.4软件对相关数据进

行统计学分析。两种方法检出率比较均采用Fisher
 

exact
 

test;高风险人群分析中,抗原组合对有无既往

感染史两组人群检测值的比较采用 Welch’s
 

test分

析;抗原特异性验证采用 Unpaired
 

t
 

test分析。P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 基于蛋白质芯片技术监测方法的建立

1.1 抗原筛选 绘制不同抗原包被浓度梯度下与阳
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性质 控 品 反 应 的 信 号 值 变 化 (图 2),结 果 显 示

PvMSP-119 (R01601)和PfMSP-119 (R01604)抗原随

包被浓度增加信号值显著增加并趋于饱和。包被浓度

倒数转换后显示两种抗原与阳性质控品决定系数R2

分别为0.9849和0.9317(图3),因此将PvMSP-119 

(R01601)抗原和PfMSP-119 (R01604)作为筛选的最

佳抗原。

图
 

2 7种抗原不同包被浓度下与阳性质控品反应的 MFI值变化

Fig.2 The
 

MFI
 

changes
 

of
 

the
 

reaction
 

of
 

7
 

antigens
 

with
 

positive
quality

 

control
 

serum
 

at
 

different
 

concentrations

图
 

3 筛选抗原浓度与阳性质控品 MFI值的相关性分析

Fig.3 Correlation
 

analysis
 

between
 

screening
 

antigen’s
 

concentration
and

 

MFI
 

value
 

of
 

positive
 

quality
 

control
 

serum

1.2 滤纸血洗脱液稀释倍数的确定 芯片扫描图
 

(图4)
 

显示滤纸血洗脱液4倍和16倍稀释度下信号

值较好。绘制不同包被浓度下PvMSP-1
 

(R01601)和

PfMSP-1(R01604)抗原与滤纸血洗脱液不同稀释倍

数反应的信号值变化(图5),结果显示两种抗原在任

意包被浓度下滤纸血洗脱液4倍稀释的反应信号值均

大于16倍稀释时的信号值,因此将1∶4作为滤纸血

洗脱液的最佳稀释度。

图
 

4 滤纸血不同稀释倍数下的芯片扫描图

Fig.4 Chip
 

scanning
 

figure
 

of
 

serum
 

eluted
 

by
 

filter
 

paper
with

 

different
 

dilution
 

ratios

A PvMSP-119(1601) B Pf
 

MSP-119(1604)
图

 

5 筛选抗原与滤纸血反应的 MFI值变化

Fig.5 The
 

MFI
 

changes
 

of
 

the
 

reaction
 

of
 

screening
 

antigens
 

with
 

serum
 

eluted
 

by
 

filter
 

paper
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1.3 抗原包被最佳浓度的确定 绘制滤纸血洗脱液

4倍 稀 释 时 的 PvMSP-119 (R01601)和 PfMSP-119 

(R01604)抗 原 包 被 浓 度 梯 度 下 的 信 号 值 变 化,

PvMSP-119 (R01601)在0.025~0.8
 

μg/μl的浓度范

围内信号值逐渐增加,在0.4
 

μg/μl达到饱和,0.2
 

μg/μl和0.4
 

μg/μl对应的信号值均高于20000(图

6A);PfMSP-119 (R01604)在0.025~0.2
 

μg/μl的浓

度范围内信号值逐渐增加,在0.2
 

μg/μl信号值较高

(图6B)。为方便检测和统计,两种抗原的包被浓度均

确定为0.2
 

μg/μl。

A PvMSP-119(1601) B Pf
 

MSP-119(1604)
图

 

6 包被浓度梯度下筛选抗原与4倍稀释滤纸血反应的 MFI值变化

Fig.6 The
 

MFI
 

changes
 

of
 

the
 

reaction
 

of
 

screening
 

antigens
 

with
4-fold

 

diluted
 

serum
 

eluted
 

by
 

filter
 

paper

2 与间接ELISA方法的比较

2.1 敏感性 包被蛋白为PvMSP-119(1601)的新建

方法和包被蛋白为泛特异性重组抗原的间接ELISA
法对 间 日 疟 现 症 患 者 的 滤 纸 血 抗 体 检 出 率 均 为

83.3%(20/24)(P>0.05);间接ELISA法(包被蛋白

为泛特异性重组抗原)对恶性疟现症患者滤纸血抗体

的检 出 率 为100%(7/7),新 建 方 法(包 被 蛋 白 为

PfMSP-119)的检出率为85.7%(6/7),差异无统计学

意义(P>0.05)。

2.2 检 出 效 率  根 据 新 建 方 法 中 PvMSP-119 

(R01601)抗原和间接ELISA法检测24例间日疟现

症患者和12例健康者滤纸血标本结果绘制ROC曲

线,ROC曲线下面积分别为0.9167和0.9358(图

7A)。根据新建方法中PfMSP-119 (R01604)抗原和

间接ELISA法检测7例恶性疟现症患者和12例健康

者滤纸血标本结果绘制ROC曲线,ROC曲线下面积

分别为0.9167和1(图7B)。

A PvMSP-119(1601) B Pf
 

MSP-119(1604)
图

 

7 基于蛋白质芯片技术的疟疾血清学监测方法和间接

ELISA法的ROC曲线比较分析

Fig.7 Comparative
 

analysis
 

of
 

ROC
 

curves
 

between
 

malaria
sero-surveillance

 

method
 

based
 

on
 

protein
 

chip
 

technology
 

and
indirect

 

ELISA
 

method

2.3 高风险地区人群检出的能力 新建方法对29例

高风险人群滤纸血标本抗体的检出率为75.9%,间接

ELISA法为31.0%,差异具有统计学意义(P<0.
05)。新建方法对其中19例有既往疟疾感染史者的检

出率为68.4%,间接ELISA法为26.3%,差异有统计

学意义(P<0.05)。将29例受试对象分为有既往感

染史组和无既往感染史组,比较两种方法的检测结果,
新建方法可筛选出具有疟疾既往感染史的人群,组间

差异有统计学意义(P<0.05)(图8A),间接ELISA
法的组间差异无统计学意义(P>0.05)(图8B)。

3 基于蛋白质芯片技术监测方法的验证

3.1 特异性验证 基于蛋白质芯片技术的疟疾血清

学监测方法中PvMSP-119 (R01601)抗原对7例恶性

疟现症患者的检出例数为2例,检出率为28.6%,低
于对间日疟滤纸血的检出率

 

(P<0.05),与12例健
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康者的检测结果比较差异无统计学意义(P>0.05)
(图9A)。PfMSP-119 (R01604)抗原对24例间日疟现

症患者的检出例数为7例,检出率为29.2%,低于对

恶性疟的检出率(P<0.05),与12例健康者的检测结

果比较差异无统计学意义(P>0.05)(图9B)。

A 新建方法 B 间接ELISA法
图

 

8 两种方法检测有无既往感染史人群结果的差异性

A New
 

method B Indirect
 

ELISA
 

method
Fig.8 Differences

 

in
 

detection
 

results
 

among
 

people
 

with
and

 

without
 

prior
 

infection
 

history

3.2 板间质控样品相关性验证 从热图中可以看出,

6块蛋白质芯片中阳性质控品结果的相关系数在0.9
~1之间(图10A),阴性质控品结果的相关系数在

0.965~1之间(图10B)。

讨 论

本研究采用重组蛋 白 PvMSP-119(R01601)和
PfMSP-119(R01604)建立了基于蛋白质芯片技术的

疟疾血清学监测方法,通过与间接ELISA法比较分

析,验证了其应用于人群疟疾监测的可行性。结果显

示,新建方法对间日疟患者和恶性疟患者的检出率分

别为83.3%和85.7%。胡凤悦[10]的研究结果显示

PvMSP-119 对间日疟患者的检出率为83.9%。Rou-
hani等[11]的研究结果显示,PfMSP-119 对恶性疟患

者的检出率为84.2%。表明新方法检测结果可靠。
新建方法检出率与间接ELISA法比较差异无统计学

意义,且根据新方法结果绘制的ROC曲线下面积大

于0.9,检出效率高,说明方法具有一定可行性[12],而
该面积与间接ELISA法相比较小,原因可能是与间接

ELISA法包被的泛特异性抗原相比,新建方法包被的

MSP-119 抗原仅为某一疟原虫种感染过程中多样性抗

原的一种,受人群年龄、感染程度和自身免疫力影响,
相应疟疾抗体是否出现以及数量和持续时间都不能准

确预测[13-14]。因此,为了提升方法的检出效率,将更多

抗原同时应用于疟疾血清学监测十分重要,是今后研

究的重点。

A PvMSP-119(1601) B Pf
 

MSP-119(1604)
图

 

9 新建方法抗原特异性验证

Fig.9 Validation
 

of
 

antigens
 

specificity
 

of
 

the
 

new
 

method

  新建方法检测高风险地区人群的血清学阳性率高

于间接ELISA法,且能够筛查出具有疟疾既往感染史

的人群(P<0.05),原因可能与包被的抗原种类以及

蛋白质芯片技术有关:①MSP-119 的抗体半衰期长,可
以提供较长的窗口期反映人群的疟疾既往感染史,

Drakeley等[15]的研究显示即使没有周期性感染,该抗

体在体内也可能持续至少10年;②MSP-119 为保守抗

原,不易突变,相应的抗体相较于其他抗体而言在暴露

人群体内检出率高[16];③从检测原理看,蛋白质芯片

结果的荧光强度值与吸光度值相比有更宽的动态范

围,因此敏感性高于ELISA方法,当人群症状消失或

体内抗体水平较低时也可以检测到,在检测高风险人

群时具有优势[17]。基于蛋白质芯片技术的疟疾血清
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学监测方法对人群既往和现期暴露情况的全面掌握,
在疟疾消除后阶段的监测中具有重要的应用价值[4]。

A 阳性质控血清 B 阴性质控血清
图

 

10 质控品的板间相关性

A Positive
 

quality
 

control
 

serum B Negative
 

quality
 

control
 

serum
Fig.10 Inter-board

 

correlation
 

of
 

positive
 

and
 

negative
 

quality
control

 

serum

对新建方法进行特异性验证,结果显示PvMSP-
119 (R01601)对恶性疟和间日疟滤纸血抗体的检测结

果差异有统计学意义(P<0.05),抗原特异性良好,但
对2例恶性疟滤纸血的检测结果仍为阳性,同样的

PfMSP-119 (R01604)对7例间日疟滤纸血的检测结

果也为阳性。分析其原因是PfMSP-119 和PvMSP-
119 属于同源性抗原,蛋白质中的氨基酸序列具有

48%~58%的同一性[18-20],但由于这些氨基酸多是半

胱氨酸和其它不太可能暴露于免疫系统的疏水性氨基

酸[21-22],因此在检测时虽具有一定的交叉反应性,但
MSP-119 抗原的检测结果仍具有较高的特异性。在一

项针对柬埔寨成年女性疟疾抗体反应的研究中,Priest
等[23]发现79%的女性血清只与一种 MSP-119 抗原反

应。Bousema等[24]在索马里疟疾低流行区开展人群

血清学调查时也未观察到恶性疟原虫和间日疟原虫

MSP-119 抗体反应间的相关性,本研究结果与之相似。
本研究建立的基于蛋白质芯片技术的疟疾血清学

监测方法具有应用潜力。该方法与间接ELISA法的

检测效率相当,并且对高风险地区人群的血清阳性检

出率高,能筛选出既往疟疾感染史患者。同时,与

ELISA试剂盒不能区分具体虫种相比,该方法两种抗

原可以分别检测出间日疟和恶性疟患者,弥补了间接

ELISA试剂盒的不足。这些优点使其在掌握疟疾消

除后地区人群一段时间的疟疾暴露情况等方面具有重

要的应用价值,可作为消除后地区疟疾监测的重要补

充工具。
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