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　　【摘要】　目的　建立了一种快速检测人巨细胞病毒(HCMV)抗体的酶联免疫方法 ,了解放射工作人员 HCMV感
染状况。方法　应用常规 ELISA法稀释液中加入 3%聚乙二醇(PEG)来加速抗原抗体反应的快速法 , 对放射工作人
员血清 HCMV-IgG、HCMV-IgM进行检测。结果　514例济南地区放射工作人员中总阳性率为 96.69%, 其中 94.
16%为潜伏感染 , 0.19%为原发感染 , 2.34%为复发感染 , 活动性感染率为 2.53%。结论　放射工作人员患 HCMV感
染性疾病存在一定的危险性 , 应引起高度重视。
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【Abstract】　Objective　ToestablisharapidmethodtodetectHCMVwithELISA, andtostudytheinfectionconditions

ofradiationworkers.Methods　usingroutineELISAexceptadding3% PEGtodilutionsolutiontoacceleratethereactionof
antibodytoantigen, theHCMV-IgGandHCMV-IgMintheserumofradiationworkersweredetected.Results　Thetotal
positiveratein514ratiationworkersinJinanis96.69%, ofwhich94.16% islatentinfection, 0.19% isprimaryinfection,
2.34% isrelapseinfection, andactiveinfectionrateis2.53%.Conclusion　Radiationworkershavecertainrisktosuffer
frominfectionofHCMVwhichshoulddeltwithseriousty.
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　　人巨细胞病毒 (humancytomealovirus, HCMV)是一种可导
致多种疾病的 DNA病毒 ,在人群中的感染极为普遍 , 正常情况
下 , 病毒处于潜伏感染 ,通常为隐形感染 , 一旦机体的免疫功能
下降 , 巨细胞病毒又会被活化从而引起疾病 , 如传染性单核细

胞增多症 、胎儿先天性疾病和间质性肺炎 [ 1] 。近几年研究发现
HCMV感染与糖尿病 [ 2] 、肿瘤 [ 3] 、人类动脉粥样硬化甚至是冠
心病 [ 4～ 6]的发生有一定关系 ,因此 HCMV感染的早期快速诊断
有重要的意义。 2002年 8月 ～ 2003年 3月我们对检测 HCMV
抗体的常规酶联免疫吸附试验(ELISA)进行了改良 , 从缩短反
应时间着手 , 建立了快速检测人血清 HCMV-IgG和 HCMV-
IgM抗体的 ELISA方法 , 对 514例放射工作人员血清进行检测 ,

以了解济南市放射工作人员 HCMV感染状况 ,报告如下。

1　材料和方法
1.1　血清标本　514名济南地区放射工作人员健康查体血标

本 , 由山东省医学科学院放射所提供 , 抽取静脉血 2ml, 分离出
血清 , 置 -20℃冰箱保存;类风湿因子阳性血清来自济南市各
大医院;HCMV-IgM和 HCMV-IgG强阳性 、弱阳性 、阴性混合
血清标本来自济南市计划生育门诊。

1.2　试剂　辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗人 IgG(γ链)
和 IgM(μ链)购于 SIGMA公司;聚乙二醇(PEG)粉剂分子量为
6000为日本产。
1.3　方法
1.3.1　HCMV抗原的制备　感染 HCMVAD169株的人胚肺纤
维母细胞培养到细胞病变 >80%时收集 , 灭活处理 , -70℃反
复冻融 3次 , 超声破碎 , 离心取上清;蔗糖密度梯度超速离心 ,
用少量 PBS液稀释 HCMV, 测定蛋白含量 , 加等量体积甘油 , -

70℃保存备用。
1.3.2　常规法检测HCMV-IgG和 HCMV-IgM抗体诊断试剂
由本单位研制 , 经一系列实验鉴定 , 符合中国生物制品标准化
委员会编写的中国生物制品规程中的酶联诊断试剂的基本要

求 [ 7] 。

1.3.3　HCMV包被抗原与 HRP-羊抗人 IgG(γ链)和 IgM(μ
链)工作浓度配比 用棋盘滴定法确定工作浓度 , 检测时样本稀
释液 、酶标记物稀释液中加 3%PEG[ 8] 。

1.3.4　快速 ELISA试剂制备　用确定的最佳浓度的抗原每孔
50μl加于酶标板孔内 , 4 ℃过夜 ,次日甩掉多余的液体 , 用 PBS
加吐温 -20洗涤液洗 1次 , 加封闭液 100μl(pH7.2 、 0.01
mmol/LPBS加 0.5%牛血清白蛋白), 37℃ 2h。液体甩掉 , 室

温除湿干燥 ,板条密闭包装 , 4℃保存。样本稀释液 、酶标记物
稀释液中除加入加速剂 PEG外 ,在样本稀释液中还配有能消除
IgG、类风湿因子(RF)干扰的试剂羊抗人 IgG血清。
1.3.5　快速 ELISA法检测程序　①检测 HCMV-IgM的加样:

在包被好的酶标板孔中滴加 1滴(50μl)IgM样本稀释液 , 再加
稀释好的血清标本 10μl(0.4ml生理盐水加 10μl血清混匀);
②检测 HCMV-IgG的加样:0.4ml生理盐水加 10μl血清混匀
后 ,取 50μl加在酶标板相应孔内;③阴性 、阳性对照血清直接

加 1滴(50μl)于相应孔中;④ 37℃、 15min, 洗板 5次 , 拍干;⑤
加酶标记物 1滴(50μl), 37℃、15min, 洗板 5次 , 拍干;⑥加显
色剂 A液(H2O2)、B液(TMB)各 1滴 , 37℃、 10min;⑦结果判
断:目测 出现明显蓝色的孔判为阳性 ,无色或淡蓝色为阴性;用
2当量浓度(N)的 H

2
SO

4
终止反应 , 用酶标仪测定各孔 OD

450

值 , >2.1×阴性对照平均 OD值判为阳性 ,否则为阴性。

2　结果
2.1　快速 ELISA法的反应温度 、温育时间的确定　含有 3%

PEG的样本稀释液 、酶标记物稀释液应用于检测中 ,选择 37℃、
41℃两种反应温度 ,温育时间选择 15min、 15min;40min、40min;
60min、60min三种条件 , 与常规法(37℃ 40min、40min)及常规
法 15′(不加 PEG, 增加酶标记物含量 , 温育为 37℃ 15min、
15min)对比检测 3次 ,所得 OD值取平均数 ,不同条件的实验用

各自的最佳试验体系(结果见表 1)。由表 1所示 37℃虽然阳性
显色趋势略低于 41℃,但其阴性 OD值低而且稳定。 37℃温育
条件下 ,用 3种不同温育时间检测人 HCMV-IgM和 HCMV-
IgG强阳性 、弱阳性 、阴性混合血清标本的 OD值无明显差别 ,

其与常规法比较也无显著差别;常规法 15′检测的 OD值明显低
于常规法 ,弱阳性标本没有检出(0.113÷ 0.058 =1.95 <2.1,

·142· 中国辐射卫生 2007年 6月第 16卷第 2期　ChinJRadiolHealth, Jun2007, Vol16, No2　

DOI :10.13491/j.cnki.issn.1004-714x.2007.02.006



0.119÷ 0.065 =1.83 <2.1)。因此将 ELISA快速法确定为 37℃15min、 15min。
表 1　不同检测方法中 HCMV-IgG、HCMV-IgM的 OD值

试剂名称 标本
37℃ 41℃

15′ 40′ 60′ 15′ 40′ 60′
常规法 常规法 15′

HCMV-IgM 强阳性血清 0.673 0.681 0.686 0.685 0.689 0.693 0.688 0.323

弱阳性血清 0.206 0.217 0.220 0.216 0.232 0.235 0.221 0.113

阴性血清 0.076 0.067 0.069 0.084 0.102 0.083 0.076 0.058

HCMV-IgG 强阳性血清 0.964 0.937 0.978 0.955 0.983 1.058 0.957 0.629

弱阳性血清 0.241 0.247 0.259 0.255 0.268 0.267 0.253 0.119

阴性血清 0.068 0.073 0.076 0.084 0.078 0.101 0.078 0.065

2.2　快速法特异性检测
2.2.1　HCMV-IgG和 HCMV-IgM抗体阳性血清各 1份 , 按 1

∶50、1∶100、1∶200∶1∶400滴度稀释 , 然后做检测 , 可得到
良好的剂量依赖曲线 。
2.2.2　二巯基醇破坏特异性 IgM试验　取 HCMV-IgM抗体
阳性血清 6份 , 按快速 ELISA法稀释标本后 ,与 0.1mol/L2-
巯基乙醇混合 , 37℃作用 1h, 再加到已包被了相应抗原的酶标
板内进行检测 , 结果全部转为阴性 , 说明此方法检出的抗体为
HCMV感染早期的 IgM。结果见表 2

表 2　2-巯基乙醇破坏特异性 IgM检测结果

试剂 处理
阳性标本检测 OD值

1 2 3 4 5 6

阳性

对照

阴性

对照

CMV

-IgM

处理前 0.586 0.687 0.457 0.876 0.5410.436

处理后 0.076 0.075 0.087 0.088 0.0810.0740.873 0.087

破坏率(%)87 89 81 90 85 83

2.2.3　特异性抗体阻断实验　取 HCMV-IgG、HCMV-IgM
抗体阳性血清 6份 , 血清标本按快速 ELISA法稀释后 , 加入
HCMV抗原(0.5mg/mL)混合 , 37℃中和 30min, 做 ELISA检
测 , 结果测得 OD值与对照相比至少减少 75%以上 , 说明本试
剂检测的 IgM和 IgG为 HCMV的特异性抗体。
2.2.4　类风湿因子(RF)对特异性 IgM的干扰试验　临床上
检测 RF阳性的血清 32份 , 应用快速法试剂检测其 HCMV-
IgM抗体 , 结果只有 1份 HCMV-IgM呈阳性;HCMV-IgM阳
性血清 11份标本 ,用 RF乳胶凝集试剂检测 , 结果没有检测出
RF阳性标本 , 说明类风湿因子对本试剂干扰不大。
2.3　快速法稳定性试验　将快速法的预包被酶标板 、阴性和
阳性对照血清 、样本稀释液 、酶标记物 、浓缩洗涤液 、显色剂 、终
止液全部试剂放入 37℃温箱烤 3d后 , 与同时 4℃存放的试剂
盒比较 , 每份标本平行测定 5次 , OD值取平均值 , 检测 HCMV
-IgG、HCMV-IgM的阴性 、阳性标本变异系数(CV)分别为
8.5%, 7.2%;9.3%, 6.8%, 均小于 15%,说明本试剂稳定性良
好。
2.4　快速法精密性测定　取 HCMV-IgG、HCMV-IgM抗体
阳性血清各 1份连续测定 10孔 , 检测的 OD值的 C.V分别是
8.9%、5.4%, 均小于 15% 。
2.5　快速法不同批号酶联试剂测定　用 3个不同批次的整套

试剂对阳性血清作 10次测定 , OD值取平均数 , 结果 HCMV-
IgG、HCMV-IgM的 CV分别为 7.1%、8.1%, 均小于 15%。
2.6　HCMA感染情况(表 3)　用自制的快速 HCMV-IgM和
HCMV-IgG试剂对放射工作人员血清进行检测。

表 3　514例放射工作人员 HCMV感染情况

近期感染

IgM IgM+IgG

既往感染

IgG
合计

阳性例数 1 12 484 497

阳性率(%) 0.19 2.34 94.16 96.69

　　结果表明 , 514例放射工作人员 HCMV感染的总阳性率为
96.69%(497/514);其中有 0.19%(1/514)呈现单项 HCMV-
IgM阳性 , 为原发感染;有 2.34%(12/514)IgM和 IgG同时阳
性为复发感染 , 近期感染率为 2.53%(13/514), 提示有活动性

HCMV感染;有 94.16%(484/514)的 HCMV-IgG呈单项阳
性 ,为既往感染 , 也称为潜伏感染。

3　讨论
目前检测 HCMV-IgM、HCMV-IgG抗体多用间接 ELISA

法 ,该方法温育时间在 1h以上 , 耗时较长 , 不适合快速诊断和
流行病学调查。 PEG是 1, 2 -亚乙基醇聚合而成的一类化合
物 ,其作为促进剂和增强剂 , 可以提高和加速溶液中抗原 、抗体
复合物的形成 ,增强实验的敏感性 , 缩短实验时间 [ 9] 。本结果
发现 ,将 3%PEG加在样本稀释液和酶标记物稀释液中的快速
法与常规法抗原抗体反应效果无明显差别 , 但快速法缩短了反
应时间。而常规法 15′因反应时间短 ,特异性抗原抗体没有充
分发生反应 ,可能会出现弱阳性漏检的情况。此次试验在样本
稀释液中同时还加入了特定吸附剂羊抗人 IgG, 以消除类风湿
因子和特异性 IgG干扰而出现的假阳性结果 , 从而提高实验的
特异性和敏感性。通过二巯基乙醇破坏特异性 IgM试验 、特异
性抗体阻断试验 、RF的干扰试验 ,均说明快速 ELISA诊断试剂
特异性好;一份阳性血清连续检测 10次 , 得到的 OD值变异系
数(C.V)均 <10%, 整套试剂 37℃存放 3d(相当于 4℃存放 6

个月)后变化率 <10%。说明本试剂重复性好 , 稳定性强。以
上结果表明我们研制的快速检测 HCMV-IgG、HCMV-IgM的
试剂质量良好 , 可用于 HCMV感染的快速检测和流行病学调
查。 HCMV是当今世界上列出的严重危害人类健康的十大病
毒之一 ,可长期潜伏在人体内 , HCMV-IgG阳性是既往感染的
标志 ,也是潜伏的标志 , HCMV-IgM抗体阳性是近期感染的标
志。由于 HCMV是潜伏病毒 , 复发感染时体内潜伏 HCMV被
激活 ,特异性 IgM抗体可再出现 [ 10] 。临床上确诊 HCMV感染
比较困难 ,主要依赖于实验室诊断 。我们对 514例济南地区

放射工作人员血清进行检测 , 巨细胞病毒感染的总阳性率为
96.69%,其中 94.16%为潜伏感染 , 2.14%为复发感染 , 0.19%
为原发感染 , 近期感染率为 2.53%, 也就是说 514名济南市放

射工作人员中有 13人有活动性巨细胞病毒感染 ,因而会产生
HCMV感染而引起的疾病 , 应引起高度的重视。
从事辐射工作的放射工作人员 , 都或多或少地接受到一些

射线 ,日久天长易引起血象低 , 免疫力功能下降 , 目前研究放射
工作人员的放射工龄 、积累剂量 、年剂量与 HCMV感染性疾病
的发生的关系还是空白 ,有待进一步深入研究。
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　　【摘要】　用实验研究了活性炭法测介质表面氡析出率的影响因素。采用 24h的收集时间 , 用含水海绵模拟介质
的不同含水率 , 使用 100g活性炭 , 测量混凝土等介质表面时 ,活性炭每多吸收 1g水造成测量值减少约 1%, 测量石膏
介质表面时 , 活性炭每多吸收 1g水造成测量值减少约 1.85%。正常测量情况下 , 在石膏板析出率模型上测量时 ,收集
时间从 24h增大到 48h和 72h,氡析出率测量值分别减小了 12%和 25%左右 ,对于密度较大的介质 , 如混凝土等 ,反扩
散效应不明显。

【关键词】　氡析出率;活性炭;影响因素
StudyOftheInfluencingFactorsOfMeasuringRadonExhalationRateBytheMethodOfTheActivatedCharcoalAbsorp-

tion.LIULiang-jun.RadonLaboratory, NanhuaUniversity, Hengyang421001 China
【Abstract】　Theinfluencingfactorofmeasuringradonexhalationrateisstudiedwiththemethodoftheactivatedchar-

coalabsorption.Thesamplingtimeis24 hours, andwaterspongeisusedtosimulatethemediumwithdifferentwater.Weuse
100gactivatedcharcoaltomeasuredifferentmaterials.Itisfoundthatwhenwemeasureconcretesurface, activatedcharcoal
absorbsmovethan1gwater, educingthemeasuredvaluebyabout1%.Whenwemeasureplastersurfaces, activatedcharcoal
absorbsmovethan1gwater, educingthemeasuredvaluebyabout1.85%.Innormalcondition, measuredvalueoftheradon
exhalationratefromplastersurfacesreducesbyabout12% and25% respectively, whenwelengthenthesamplingtimefrom
24 hoursto48hoursand72hours.Theanti-diffusioneffectsarenotobvioustothemediumwhichisbiggishsuchindensity
asconcrete.

【Keywords】　 RadonExhalationRate;ActivatedCharcoal;InfluencingFactors

　　测量介质表面的氡析出率是评价天然辐射水平和评价铀

矿山退役治理是否合格的重要手段之一。使用局部静态累积

法测量介质表面的氡析出率时 , 用活性炭收集积累的氡 , 用 γ

谱法测量计算氡析出率是最常用的方法之一 [ 1 ～ 3] , 该法测量可

靠 、便宜又可重复使用。一般认为活性炭对氡的强烈吸附效

应 , 介质表面析出的氡全部为活性碳吸附。由于活性碳对氡的

吸附一方面存在吸附和解析的动态平衡过程 ,另一方面活性炭

对氡的吸附受其吸附的水分多少的影响。如:文献 [ 4]的作者

使用经烘烤的活性炭做氡的吸附试验并与未经烘烤的活性炭

比较 , 发现后者的氡吸附量比前者少 16% ～ 24%, 且下降量与

炭装量和暴露时间的长短无关;文献 [ 5]的作者对 1g活性炭

加水 1.5g,发现其吸附系数下降约 15%。因此 , 活性炭累积法

测氡析出率时 , 累积盒中总有一定的自由氡。由于介质对氡的

扩散具有双向性 , 即由高氡浓度区向低氡浓度区扩散 , 活性炭

法测介质表面的测氡析出率同样可能低估真实值 ,只是累积盒

中氡浓度的增加相对其他方法要小得多 ,因此氡的泄漏和反扩

散也要小得多 , 用活性炭法测得的氡析出率也最接近真实值。

为了氡析出率模型的准确定值 ,我们选择了活性炭累积法

基金项目:湖南省科技厅重点项目(05FJ2003)
作者单位:南华大学氡实验室 ,湖南　衡阳　421001
作者简介:刘良军(1963～ ),男 ,湖南湘潭人 ,高级工程师 ,从事氡的测

量和核电子学研究。

作为主测量方法 , 并就该方法可能的影响因素作了实验研究。

1　湿度效应研究
1.1　实验方法和装置　为保证实验过程与实际的测量相一

致 , 我们将吸水的海棉置于测量装置中 ,其余测量条件不变 ,为
达到相同累积时间活性炭吸附水分量的不同 ,每次测量使用不

同的吸水海绵面积 , 吸水海绵的面积(单位 cm2)分别为:0、 50、
80、130、 150、 200, 吸水海绵用容器装好 , 并用铜质筛网支撑该

容器。不同的测量采用相同的累积采样时间即 24h,使用 100g
活性炭 , 活性炭使用前在 120℃的温度下烘烤 8h时 , 并在无氡

干燥环境下冷却。收集的活性炭样品放置 3h时后开始测量 ,
整个测量过程中 , 环境平均温度基本相同。 测量装置为 OR-

TEC公司生产的 GEM30P4-Plus型高纯锗 γ能谱仪 , 测量前

先用 60Co源进行能量刻度 , 然后用已知活度的活性炭标准源刻
度 γ能谱仪的探测效率 (ε), 测量使用氡子体 Bi-214的

609.32keV的 γ特征峰。实验使用的氡析出率源分别为固体
氡源 、混凝土模型 、石膏板模型 , 实验装置如图 1和图 2所示。

上述氡析出率源经过了 3a以上的监测 , 证明是稳定的。图 1

中的磨口玻璃瓶体积约为 2 600ml, 实验时磨口玻璃瓶盖和瓶

的结合处用凡士林密闭。图 2中的采样器底面积即收集面积

为 615.4cm2 , 采样器与模型间用橡皮泥密封。
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