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河北省健康人群肾综合征出血热疫苗
免疫前后中和抗体水平研究
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摘要：　 目的　 了解河北省健康人群肾综合征出血热病毒（ＨＶ）隐性感染情况，观察肾综合征出血热双价灭活疫苗的免疫

效果。 　 方法　 选择河北省滦南、北戴河、昌黎 ３ 个县为疫苗接种点，接种对象为 １６～ ６０ 岁的健康人群（去除 ＨＦＲＳ 既往

感染者及疫苗禁忌症者），用荧光抗体病毒中和试验（ＦＡＶＮ）的方法测定免疫前、免疫后中和抗体。 　 结果　 疫苗免疫前

人群血清 ＨＶ 中和抗体阳性率为 ２􀆰 ９２％，免疫后人群血清 ＨＶ 中和抗体阳性率（７０􀆰 ４２％）比免疫前显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５）；免
疫前 ＨＶ 中和抗体阳性率在各年龄段之间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），免疫后各年龄组之间差异有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５），且各年龄段及总人群免疫后抗体阳性率均显著高于免疫前（Ｐ＜０􀆰 ００１）；疫苗免疫后抗体滴度升高，各年龄组间抗

体滴度差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 肾综合征出血热双价灭活疫苗免疫效果显著，值得推广。
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引起的一种病情重、病死率高的人畜共患急性病毒性

传染病。 河北省自 １９８１ 年在唐山市首次证实有

ＨＦＲＳ 病例以来每年都有病例报告，是 ＨＦＲＳ 高发省
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疾病预防与控制工作，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｑｉｎｅｗ＠ １２６􀆰 ｃｏｍ。

份之一［１］，该病严重威胁着河北省广大居民的身体健

康和生命安全。 为了有效地预防此病，我国成功研制

了双价灭活免疫疫苗。 资料表明，中和抗体是由病毒

衣壳或囊膜蛋白刺激机体产生的，能够有效的中和病

毒的毒力，抑制 ＨＦＲＳ 病毒的感染与发病［２］。 为了研

究该疫苗的血清学免疫效果和河北省 ＨＦＲＳ 的隐性感

染情况，遂对河北省肾综合征出血热疫苗免疫前后人

群中和抗体水平进行了测定。

０４ 实用预防医学 ２０１７ 年 １ 月 第 ２４ 卷 第 １ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊａｎ． ２０１７， Ｖｏｌ． ２４， Ｎｏ．１



１　 材料和方法

１􀆰 １　 疫苗　 浙江杭州天元生物药业公司生产的双价

ＨＦＲＳ 沙鼠肾灭活疫苗，批号为 ２００８０６１３，按冷链要求

（２ ℃ ～８ ℃）运输、保存，在疫苗有效期内接种。
１􀆰 ２　 免疫程序与接种方法　 于 ０（即当天）、１４ ｄ 在上

臂三角肌内各注射疫苗 １ ｍｌ，并于疫苗免疫前、首针免

疫后第 ２８ ｄ 采静脉血，分离血清。
１􀆰 ３　 研究对象　 根据河北省 ＨＦＲＳ 疫情情况，结合国

家《扩大国家免疫规划实施方案》要求，选择河北省滦

南、北戴河、昌黎 ３ 个县为疫苗接种点。 在每个县选择

１６～６０ 岁的健康人群（去除 ＨＦＲＳ 既往感染者及疫苗

禁忌者）为研究对象，分 ４ 个年龄组 １６ ～ 、２６ ～ 、３６ ～ 、
４６～６０ 岁，进行分层随机抽样，每县每个年龄组 ２０ 名

共 ８０ 名研究对象，每名研究对象分别采集免疫前、免
疫后血清标本各一份，共采集 ４８０ 份血清标本。
１􀆰 ４　 荧光标记 ＨＦＲＳ 单克隆抗体［３］ 　 将 ＨＦＲＳ 的单

克隆抗体在 ｐＨ ９ ～ ９􀆰 ５ 碳酸盐缓冲液透析过夜，按每

ｍｇ 抗体蛋白内加入 ０􀆰 ０５ ｍｇ ＦＩＴＣ 称取适量 ＦＩＴＣ，加
入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）使终浓度为 １ ｍｇ ＦＩＴＣ ／ １ ｍｌ ＤＭ⁃
ＳＯ，在 １０ ｍｌ 小烧杯中，按上述比例将 ＦＩＴＣ－ＤＭＳＯ 溶

液逐滴加入透析后的抗体溶液中，磁力搅拌器室温避

光搅拌 ４ ｈ，用 ＰＢＳ 透析除去游离荧光素，收集结合

物，测定 Ｆ ／ Ｐ 比值（结合比率）。
１􀆰 ５　 细胞　 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 细胞， ＨＦＲＳＶ 敏感细胞非洲绿

猴肾细胞株 Ｖｅｒｏ－Ｅ６ 由中国疾病预防控制中心病毒

所出血热实验室惠赠，按常规方法传代使用。
１􀆰 ６　 病毒滴定　 见参考文献［４］。
１􀆰 ７　 中和抗体检测方法　 采用荧光抗体病毒中和试

验［５］（ＦＡＶＮ）的方法来检测中和抗体滴度，采用固定

病毒稀释血清方法。 待检血清先 ５６ ℃ ３０ ｍｉｎ 灭活，
在 ９６ 孔板上进行 ２ 倍系列稀释，每稀释度做 ４ 孔， 每

孔 １００ μｌ， 与 １００ＴＣＩＤ５０ ／ １００ μｌ 病毒液等量混合， ３７
℃ ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱培养 １ ｈ，然后将血清病毒混合

液加入到已长成单层的 ９６ 孔上， ３７ ℃ ５％ ＣＯ２ 细胞

培养箱培养 ７ ｄ 后，固定、染色， 在荧光显微镜下观察

特异性颗粒的荧光灶， 凡有不少于 １ 个荧光细胞的

孔，即记为“ ＋”，否则为“–”。 参考 Ｋａｒｂｅｒ 公式推导

得出以 Ｘ（完全中和，即 ４ 个重复孔全无荧光染色细胞

的最大稀释倍数）和 Ｙ（Ｘ 稀释倍数之后出现的无荧光

染色细胞的孔数）为变量的中和滴度计算公式，由中

和滴度为 １０ 的对照血清获得的 Ｘｃ、Ｙｃ 变量的导出中

间值，即该血清的半数中和稀释倍数 Ｎ５０ｃ ＝ １􀆰 ４１４ ﹡

Ｘｃ ﹡ ２Ｙｃ ／ ４，由待测血清获得的 Ｘｔ、Ｙｔ 变量的导出中间

值，即待测血清的半数中和稀释倍数 Ｎ５０ｔ ＝ １􀆰 ４１４ ﹡

Ｘｔ ﹡ ２Ｙｔ ／ ４，待测血清的 ＨＶ 中和滴度 Ｚ ＝ １０ ﹡ Ｎ５０ｔ ／
Ｎ５０ｃ。 以 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 为基础，按前述公式设定 Ｘ、
Ｙ 变量的输入格式、中间运算公式，从而得出中和滴度

的最终导出值 Ｚ。
１􀆰 ８　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 统计软件进行数据的

统计和处理。 采用 χ２ 检验和方差分析对不同人群免

疫前后抗体阳性率和抗体水平进行研究，检验水准 α
＝ ０􀆰 ０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 人群隐性感染率调查　 ３ 个县共采集免疫前血

清 ２４０ 份，用 ＦＡＶＮ 法对免疫前血清 ＨＶ 中和抗体进

行检测，其中 ７ 份检出血清中和抗体，滴度在 １：１０～１：
２０ 之间，隐性感染率平均为 ２􀆰 ９２％。
２􀆰 ２　 隐性感染人群的职业分布 　 血清中含有 ＨＶ 中

和抗体的 ７ 人中，６ 人的职业为农民，１ 人为工人。
２􀆰 ３　 隐性感染人群的年龄分布 　 含有 ＨＶ 中和抗体

的 ７ 人年龄在 １６～６０ 岁之间，经统计分析各年龄组间

阳性率差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），结果见表 １。
２􀆰 ４　 疫苗免疫后人群血清中和抗体阳性率　 检测 ３
个县的疫苗免疫后的 ＨＦＲＳ 血清 ＨＶ 中和抗体共 ２４０
份，免后中和抗体阳性为 １６９ 份，中和抗体阳性率平均

为 ７０􀆰 ４２％。 从年龄构成看，免疫后中和抗体阳性的

对象中有 １０４ 人年龄在 ２６～４５ 岁这一年龄段中，占中

和抗体阳性总数的 ６１􀆰 ５３％。 经统计分析发现，各年

龄组间免疫后阳性率差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），免
疫前和免疫后比较发现，免疫后比免疫前抗体阳性人

群增多，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。
表 １　 河北省 ＨＦＲＳ 疫苗免疫前、后

不同年龄人群血清中和抗体检测结果

年龄组

（岁）

免疫前

检测份数 阳性份数 阳性率（％）

免疫后

检测份数 阳性份数 阳性率（％）
χ２ 值 Ｐ 值

１６～ ６０ １ １􀆰 ６７ ６０ ３４ ５６􀆰 ６７ ４３􀆰 ９３ ０􀆰 ００

２６～ ６０ ２ ３􀆰 ３３ ６０ ５５ ９１􀆰 ６７ ９３􀆰 ８７ ０􀆰 ００

３６～ ６０ ２ ３􀆰 ３３ ６０ ４９ ８１􀆰 ６７ ７５􀆰 ３３ ０􀆰 ００

４６～６０ ６０ ２ ３􀆰 ３３ ６０ ３１ ５１􀆰 ６７ ３５􀆰 １５ ０􀆰 ００

合计 ２４０ ７ ２􀆰 ９２ ２４０ １６９ ７０􀆰 ４２ ２３５􀆰 ４４ ０􀆰 ００

χ２ 值 ０􀆰 ４４１ ３２􀆰 ２２

Ｐ 值 ０􀆰 ９７９ ０􀆰 ００

２􀆰 ５ 　 疫苗免疫前后人群血清中和抗体滴度　 检测 ３
个县的疫苗免疫前后的 ＨＦＲＳ 血清 ＨＶ 中和抗体滴度

见表 ２。 免疫后中和抗体滴度比免疫前升高，但由于

免疫前抗体阳性数较少，故仅对免疫后不同年龄组间

的抗体滴度水平进行比较。 经统计学分析发现免疫后
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各年龄组间抗体滴度水平差异无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。

表 ２　 河北省 ＨＦＲＳ 疫苗免疫前、后
不同年龄人群血清中和抗体滴度

年龄组

（岁）

免疫前

阳性

份数

抗体滴度

ＧＭ 值（Ｌｇ－１）

免疫后

阳性

份数

抗体滴度

ＧＭ 值（Ｌｇ－１）

Ｆ 值 Ｐ 值

１６～ １ １􀆰 ０００ ３４ １􀆰 ３０１±０􀆰 ２３４ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ４５５

２６～ ２ １􀆰 １５１±０􀆰 ２１３ ５５ １􀆰 ３２８±０􀆰 ２４１

３６～ ２ １􀆰 １５１±０􀆰 ２１３ ４９ １􀆰 ３６９±０􀆰 ２２４

４６～６０ ２ １􀆰 ３０１ ３１ １􀆰 ２９１±０􀆰 ２５２

合计 ７ １􀆰 １７２±０􀆰 １６１ １６９ １􀆰 ３２８±０􀆰 ２３６

３　 讨　 论

以往多采用空斑减少中和试验（ＰＲＮＴ 法）来检测

血清中 ＨＶ 中和抗体，但该方法的操作难度较大，所需

要的时间较长等缺点限制了这一方法的使用。 国外已

经有多家研究机构将 ＦＡＶＮ 法用于检测狂犬病毒血清

中和抗体，本研究将 ＦＡＶＮ 法用于血清中 ＨＶ 中和抗

体的检测。 通过本研究所建立的 ＦＡＶＮ 法实验周期相

对较短，约需要 ７～８ ｄ（ＰＲＮＴ 法约需用 ２ 周），且操作

较简便，不仅适合常规检测，而且适合对大量的样本进

行检测，有利于开展大规模的流行病学调查和疫苗效

果研究。 ＦＡＶＮ 法的灵敏性优于 ＰＲＮＴ 法，可能由于

ＰＲＮＴ 法需要用中性红作为指示剂，容易出现假阴性；
而 ＦＡＶＮ 法利用的是抗原抗体特异性荧光染色，所以

较为敏感。 因此，利用荧光技术直接检测中和抗体的

ＦＡＶＮ 法将成为检测血清中 ＨＶ 中和抗体的主要方

法。
本研究使用 ＦＡＶＮ 法对河北省健康人群 ＨＦＲＳ 双

价灭活疫苗免疫前的 ２４０ 份血清 ＨＶ 中和抗体水平进

行检测，人群抗体阳性率为 ２􀆰 ９２％，提示河北省健康

人群中仅有 ２􀆰 ９２％的人有 ＨＦＲＳ 保护性抗体，９７􀆰 ０８％
的人群对 ＨＦＲＳ 易感。 结果与韩占英等［６］研究的双价

肾综合征出血热灭活疫苗免疫前河北省人群血清的中

和抗体滴度水平相似。 因此河北省应加强对健康人群

普遍接种 ＨＦＲＳ 双价灭活疫苗的力度，提高广大人群

对该病的抵抗能力。
河北省 ＨＶ 隐性感染者的职业分布中以农民为

主，这可能与该职业人群的人均收入较低，居住的环境

卫生相对较差，居住场所的鼠类活动相对比较频繁，加
之经常田间劳作，与 ＨＶ 的主要宿主褐家鼠的接触机

会相对较多等因素有关［７－１０］。 不同人群的居住场所、
活动范围及与鼠类接触的机会是影响 ＨＦＲＳ 感染率高

低的重要因素［１１］，农民这一职业人群存在着较大的发

病风险。 因此，应加强对农村地区重点人群的免疫接

种，这种高危职业分布特征对考核疫苗的防病效果是

非常有利的。
从年龄构成看，河北省健康人群 ＨＦＲＳ 双价灭活

疫苗免疫后中和抗体阳性者中有 １０４ 人在 ２６ ～ ４５ 岁

这一年龄段中，占中和抗体阳性者的 ６１􀆰 ５３％，说明了

中青年人的中和抗体阳转率高，疫苗对这一年龄段接

种者的保护率高。
河北省健康人群 ＨＦＲＳ 双价灭活疫苗免疫后中和

抗体的阳性率为 ７０􀆰 ４２％，这与陈阳等［１２］ 报道的接种

原代沙鼠肾细胞双价灭活疫苗免疫后中和抗体阳性率

相似。 表明 ＨＦＲＳ 双价灭活疫苗的抗原量和免疫原性

能够使机体产生较高滴度的中和抗体，对该病具有较

好的预防效果。
河北省是以家鼠型为主的 ＨＦＲＳ 混合型疫区，疫

区广泛分布，人群普遍易感［１３］。 因此河北省选用

ＨＦＲＳ 双价疫苗对该省的重点人群进行免疫接种，
ＨＦＲＳ 防制应采取针对家鼠型疫区的综合措施。
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