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新型冠状病毒肺炎特异性IgM抗体两种方法检测比较分析*

徐云云,李宗光,刘海燕,胡安群

(安徽省安庆市立医院检验科 246003)

  [摘要] 目的 对胶体金免疫层析法和荧光免疫层析法检测2019
 

新型冠状病毒(2019-nCoV)进行比较,并初步探讨

2019-nCoV特异性IgM抗体的消长情况。方法 通过胶体金免疫层析和荧光免疫层析两种试剂盒对新型冠状病毒肺炎

(COVID-19)患者和对照组(2019-nCoV
 

流行期间经临床诊断排除COVID-19者)血清中2019-nCoV特异性IgM抗体进行

检测,并对不同病程的COVID-19患者血清特异性IgM抗体检测结果进行统计分析。结果 胶体金免疫层析法总阳性率

(81.25%)略低于荧光免疫层析法(88.75%),两种方法的总阳性率为91.25%;两种方法的特异度均为96%;两种方法均显

示2019-nCoV特异性IgM抗体最早可在感染2019-nCoV
 

3
 

d内即可产生,可持续存在1个月不消失,在病程的15~30
 

d
内阳性率最高;荧光免疫层析法中,早期组与治疗后期组、治愈随访组比较,血清2019-nCoV特异性IgM抗体水平差异均

有统计学意义(P<0.05),早期组与治疗初期组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。治疗初期组、治疗后期组与治愈随访

组间两两比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 荧光免疫层析法检测2019-nCoV
 

IgM抗体的灵敏度高于胶体金

免疫层析法,特异度无差别,且,并在15~30
 

d内达高峰。血清2019-nCoV特异性IgM抗体检测可应用于2019-nCoV感染

的筛查并与核酸检测结果互为补充。
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  [Abstract] Objective The

 

colloidal
 

gold
 

immunochromatographic
 

method
 

and
 

fluorescent
 

immunochromatographic
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

2019
 

new
 

coronavirus
 

(2019-nCoV)
 

were
 

compared,
 

and
 

the
 

growth
 

and
 

decline
 

of
 

2019-nCoV-
specific

 

IgM
 

antibodies
 

were
 

initially
 

discussed.Methods Colloidal
 

gold
 

immunochromatography
 

and
 

fluorescence
 

immuno-
chromatography

 

kits
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

2019-nCoV-specific
 

IgM
 

antibodies
 

in
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

new
 

type
 

of
 

coronavirus
 

pneumonia
 

(COVID-19)
 

and
 

control
 

groups,
 

and
 

serum-specific
 

IgM
 

antibodies
 

of
 

COVID-19
 

patients
 

in
 

different
 

courses
 

were
 

analyzed
 

statistically.Results The
 

total
 

positive
 

rate
 

of
 

colloidal
 

gold
 

immunochromatography
 

(81.25%)
 

was
 

slightly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

fluorescent
 

immunochromatography
 

(88.75%).
 

The
 

total
 

positive
 

rate
 

of
 

both
 

methods
 

was
 

91.25%;
 

the
 

specificity
 

of
 

both
 

methods
 

is
 

96%.Both
 

methods
 

showed
  

2019-nCoV-specific
 

IgM
 

antibodies
 

could
 

be
 

produced
 

as
 

early
 

as
 

3
 

days
 

after
 

infection
 

with
 

2019-nCoV,it
 

persisted
 

for
 

1
 

month
 

and
 

didn't
 

disappear,
 

and
 

reached
 

a
 

peak
 

within
 

15-30
 

days.
 

In
 

the
 

fluorescence
 

immunochromatography,
 

the
 

serum
 

2019-nCoV-specific
 

IgM
 

antibody
 

levels
 

in
 

the
 

early
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

different
 

from
 

those
 

in
 

the
 

late
 

treatment
 

group
 

and
 

the
 

follow-up
 

group
 

after
 

cure
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

signifi-
cant

 

difference
 

between
 

the
 

early
 

group
 

and
 

the
 

early
 

treatment
 

group
 

(P>0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

early
 

treatment
 

group,
 

the
 

late
 

treatment
 

group
 

and
 

the
 

cured
 

follow-up
 

group
 

(P>0.05).Conclusion The
 

sensitivity
 

of
 

fluorescence
 

immunochromatography
 

foe
 

detecting
 

2019-nCoV
 

IgM
 

antibodies
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

colloidal
 

gold
 

immuno-
chromatography,

 

and
 

there
 

is
 

no
 

difference
 

in
 

specificity;
 

The
 

serum
 

2019-nCoV
 

specific
 

IgM
 

antibody
 

detection
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

screening
 

of
 

2019-nCoV
 

infection,
 

which
 

can
 

become
 

supplement
 

of
 

nucleic
 

acid
 

test
 

results.
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  2019年12月以来,湖北省武汉市部分医院陆续发现

不明原因肺炎病例,对病例呼吸道标本通过采用病毒全基

因组序列分析、核酸检测、病毒分离等多种实验室方法被证

实为一种从未在人体中发现的β属冠状病毒新毒株[1-2],并
于2020年1月12日被世界卫生组织命名为

 

2019
 

新型冠

状病毒(2019-nCoV)。
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基于2019-nCoV可通过呼吸道、密切接触、长时间高

浓度气溶胶暴露史传播,以及人群的普遍易感性[3],早发

现、早隔离、早治疗成为此次疫情控制的关键。实时荧光
 

RT-PCR
 

检测2019-nCoV核酸阳性是新型冠状病毒肺炎

(COVID-19)诊断的金标准[3]。核酸检测具有早期敏感、特
异性高等优势,但对于核酸检测结果的准确性与样本类型、
质量、实验因素、试剂盒性能及患者感染周期等因素有

关[4-5],常出现COVID-19影像学表现与核酸检测结果不一

致的病例[6]。
为进一步加强对病例的早发现、早治疗、提高救治能

力,减少疾病传播,本研究采用胶体金免疫层析法和荧光免

疫层析法两种方法检测COVID-19患者血清中特异性的

IgM抗体,探讨IgM抗体检测的临床价值。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

80例患者均为安徽省安庆市立医院北院区(新型冠状

病毒定点收治医院)收治的通过实时荧光
 

RT-PCR
 

确诊的

COVID-19住院病例,根据病程将其分为早期组(发病7
 

d
内采血),治疗初期组(发病8~14

 

d采血),治疗后期组(发
病15

 

d后至出院前采血),治愈随访组(治愈出院并隔离14
 

d后采血)。其中男46例,女34例,年龄为(44±13)岁。所

有确诊病例均符合中华人民共和国国家卫生健康委员会

印发的《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案(试行第六版)》
的通知的诊断标准。健康对照组病例30例,

 

为2019-nCoV
 

流行期间经临床诊断排除COVID-19者。
1.2 试剂与仪器

胶体金免疫层析法2019-nCoV特异性IgM抗体检测

试剂盒由军事医学研究院微生物流行病研究所和北京热

景生物技术股份有限公司(产品批号20200235)提供;荧光

免疫层析法2019-nCoV特异性IgM抗体检测试剂由广州

万孚生物技术股份有限公司(产品批号W27714304A)提供;
广州万孚生物技术股份有限公司干式荧光免疫分析仪(型
号FS-205)。
1.3 方法

采集对照组与COVID-19患者血清3
 

mL,3
 

500
 

r/min
离心10

 

min后,取上层血清,按照两种试剂盒的操作说明

进行操作检测。所有操作均在生物安全柜中进行。
1.4 统计学处理

采用SPSS16.0软件进行统计分析,经
 

Kolmogorov-
Smirnov

 

Test检验正态性,符合正态分布的数据采用x±s
表示,组间两两比较采用两独立样本t检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两种免疫层析法检测2019-nCoV特异性IgM抗体的

灵敏度与特异度

80例COVID-19患者中,胶体金免疫层析法检测

2019-nCoV特异性IgM抗体阳性65例,阴性15例;荧光免

疫层析法检测2019-nCoV
 

IgM抗体阳性71例,阴性9例。
见表1。胶体金免疫层析法和荧光免疫层析法检测2019-

nCoV特异性IgM抗体的敏感度分别为81.25%(65/80)和
88.75%(71/80),两种方法的总灵敏度为91.25%。在50例

对照组中,胶体金免疫层析法检测2019-nCoV特异性IgM
抗体阴性48例,阳性2例,特异度为96%(48/50);荧光免

疫层析法检测2019-nCoV特异性IgM抗体阴性48例,阳
性2例,特异度为96%(48/50)。

表1  两种免疫层析法检测2019-nCoV特异性

   IgM抗体结果(n)

荧光免疫层析法
胶体金免疫层析法

阴性 阳性
总计

阴性 7 2 9

阳性 8 63 71

总计 15 65 80

2.2 两种免疫层析法不同病程2019-nCoV特异性IgM抗

体检测结果

两种方法均在病程的15~30
 

d内阳性率最高。在病

程的0~3
 

d、4~7
 

d、8~14
 

d、15~21
 

d、22~30
 

d、>30
 

d胶

体金免疫层析阳性率分别为66.67%、37.5%、73.68%、92.
86%、100%、86.67%;荧光免疫层析法阳性率分别为66.
67%、62.5%、84.21%、96.43%、100%、93.33%。见表2。

表2  两种免疫层析法不同病程2019-nCoV特异性

   IgM抗体的检测结果[n(%)]

病程
病例数

(n)

胶体金免疫层析法

阴性数 阳性数

荧光免疫层析法

阴性数 阳性数

0~3
 

d 3 1(33.33) 2(66.67) 1(33.33) 2(66.67)

4~7
 

d 8 5(62.5) 3(37.5) 3(37.5) 5(62.5)

8~14
 

d 19 5(26.32) 14(73.68) 3(15.79) 16(84.21)

15~21
 

d 28 2(7.14) 26(92.86) 1(3.57) 27(96.43)

22~30
 

d 7 0 7(100) 0 7(100)

31~ 15 2(13.33) 13(86.67) 1(6.67) 14(93.33)

总计 80 15(18.75) 65(81.25) 9(11.25) 71(88.75)

2.3 荧光免疫层析法不同病程2019-nCoV特异性

IgM抗体的检测

早期组(1.72±1.07)与治疗后期组(3.69±2.
54)、治愈随访组(3.46±2.33)比较,血清2019-nCoV
特异性IgM 抗体水平差异均有统计学意义(P<0.
05),早期组与治疗初期(2.63±1.89)组比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。治疗初期组、治疗后期组与

治愈随访组间两两比较,差异均无统计学意义(P>0.
05)。4四组血清2019-nCoV特异性IgM抗体水平两

两比较见表3。
表3  4组间2019-nCoV特异性IgM抗体水平的比较分析

比较组别 F t P

早期组
 

vs.
 

治疗初期组 4.363 -1.662 0.108

早期组
 

vs.
 

治疗后期组 11.349 -3.741 0.001
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早期组
 

vs.
 

治愈随访组 5.118 -2.478 0.023

治疗初期组vs.
 

治疗后期组 3.271 -1.564 0.124

治疗初期组vs.
 

治愈随访组 0.452 -1.105 0.278

治疗后期组
 

vs.
 

治愈随访组 0.700 0.298 0.767

3 讨  论

  2019-nCoV为人类冠状病毒中的第七种,可引起

肺炎。多项研究表明,2019-nCoV与来自中华菊头蝠

(马蹄蝠属)的蝙蝠 SARS样冠状病毒(SARS-like
 

CoVs)最为相似,核苷酸同源性约为
 

87.9%~98.
7%[7-8]

 

,与中东呼吸综合症冠状病毒(
 

MERS-CoV
 

)
的相似性约为50%[9],对人的感染性很强。2019-
nCoV可通过呼吸道、密切接触等多种途径传播,使得

COVID-19在短时间内迅速传播至全国乃至其他国家

(日本、韩国、美国、泰国、越南、伊朗等[10-15])。截止

2020年3月1日,由国家卫生健康委员会最新统计发

布的全国累计确诊病例达79
 

968例,累计死亡2
 

915
例。现临床确诊主要依靠病毒基因序列测序和逆转

录多聚酶链式反应(RT-PCR)[3]。然而病毒基因序列

测序操作繁琐,实验要求高,RT-PCR虽具有良好的

特异性,
 

但是灵敏性仍有待提高。目前已有报道

2019-nCoV核酸假阴性的情况[16],给2019-nCoV感

染诊断与防控带来巨大的影响。
本研究通过胶体金免疫层析法和荧光免疫层析

法分别对COVID-19患者和对照组血清2019-nCoV
特异性IgM抗体进行检测,发现荧光免疫层析法(88.
75%)的敏感度略大于胶体金免疫层析法(81.25%)。
两种方法结合总的灵敏度为91.25%。在50例对照

组中,胶体金免疫层析法和荧光免疫层析法检测

2019-nCoV
 

IgM 抗体特异度相同,均为96%,其中2
例两种方法检测结果均为“弱阳性”。回顾患者临床

资料发现,2例均系有COVID-19患者接触史,但核酸

检测与影像学检查排除COVID-19的患者,可能是

2019-nCoV特异性
 

IgM 抗体为一种保护性抗体。因

此两种方法检测血清2019-nCoV特异性
 

IgM抗体均

有较高的灵敏度与特异度。
本研究对不同病程血清中2019-nCoV 特异性

IgM抗体检测结果进行分析,发现两种方法在病程的

0~3
 

d、22~30
 

d检 出 率 相 同,分 别 为66.67%、
100%。在4~7

 

d、8~14
 

d、15~21
 

d荧光免疫层析

法的阳性率大于胶体金免疫层析法。>30
 

d时胶体

金免疫层析法阳性率大于荧光免疫层析。其中2例

治疗期患者,胶体金免疫层析法呈强阳性结果,而荧

光免疫层析法结果为阴性,可能是患者IgM抗体水平

较高,荧光免疫层析法检测时出现抗原抗体反应的

“后带现象”,从而出现“阴性”的结果。
2019-nCoV作为一种全新的病毒,其感染后IgM

抗体的消长情况还没有任何报道。从本研究采用荧

光免疫层析法对80例不同时期COVID-19患者血清

中的2019-nCoV特异性IgM抗体定量检测的结果来

看,发现IgM抗体最早可在感染2019-nCoV后2
 

d产

生。从病程时间的关系来看,病程的1周、2周、3周、
1个月阳性率逐渐增高,1个月后降低。可推测2019-
nCoV特异性IgM 抗体在感染2019-nCoV

 

1周内即

可产生,并可持续存在1个月不消失。从早期组、治
疗初期组、治疗后期组及治愈随访期4组血清2019-
nCoV特异性IgM抗体比较结果分析来看,发现仅早

期组与治疗初期组、治疗后期组差异有统计学意义(P
<0.05),余组间进行比较差异均无统计学意义(P<
0.05)。可能是病原微生物侵入机体后,激活B淋巴

细胞产生抗体,需要一定时间,从而形成抗体检测的

“空窗期”,且由于个体差异,不同个体“空窗期”的时

间亦有所不同,早期组采血时间较早,IgM 抗体可能

还未产生或者呈低浓度水平。治疗期患者随着病毒

的不断复制增殖,血清抗体基本均已产生,抗体水平

一定时间内维持较高水平,治愈恢复组患者血清距感

染2019-nCoV时间较长,经过治疗后病毒复制亦得到

控制,IgM抗体亦逐渐减少甚至消失。
基于以上研究,笔者认为荧光免疫层析法检测

2019-nCoV特异性IgM 抗体的敏感度略大于胶体金

免疫层析法,特异度两者相同。两种检测方法结合总

灵敏度高达91.25%。2019-nCoV特异性IgM 抗体

在感染2019-nCoV
 

1周内即可产生,并可持续存在1
月不消失。建议将 RT-PCR 和2019-nCoV 特异性

IgM抗体的检测两种方法结合起来,使病原学和血清

学结果互相补充,以利于2019-nCoV感染的早期诊

断、治疗监测和流行病学调查。本研究也存在一些不

足:部分患者病程时间掌握稍有偏差,各病程样本例

数较少,检测时间点不统一,且缺乏对同一病例的连

续追踪观察,尚不能完全反映COVID-19
 

患者体内的

特异性抗体产生及变化规律。在后期试验中,笔者将

进一步对治愈随访患者
 

2019-nCoV血清特异性IgM
和IgG 抗体进行追踪检测,为疾病的防治与2019-
nCoV抗体的消长规律提供参考依据。
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