
书书书

!论
!!

著!

!"#$%&

和
!'(

细胞用于
())*+

检测的一致性研究"

李云云&

!

%

!于鹏程%

!申辛欣%

!余
!

春,

!吕新军%

!裴秋玲&

!唐
!

青%

#

"

&-

山西医科大学公共卫生学院!太原
.,...&

#

%-

中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所!北京
&.%%./

#

,-

贵州省疾病预防控制中心!贵阳
00...1

$

!!

摘
!

要"目的
!

比较
!'(

和
!"#$%&

两种细胞分别引入快速荧光灶抑制试验"

())*+

$检测体系后其检测结果的差异%方法

!

将
!'(

&

!"#$%&

两种细胞分别引入
())*+

体系后!检测
&./

份人血清样品中狂犬病毒中和抗体!并分析结果的相关性和一致

性%结果
!

两种方法结果之间有较好的直线相关关系"

!2.-304

$!并有正向回归关系!直线回归方程'

"2%-%/&5.-6,6#

"

$

$

.-.&

$#经同一份样品的重复检验!两种方法检测的稳定性较好%结论
!

!"#$%&

细胞系可以用于国内
())*+

检测体系%

关键词"研究#

!

!"#$%&

#

!

!'(

#

!

相关性#

!

稳定性

!"#

!

&.-,4/4

"

7

-899:-&/6,$1&,.-%.&&-.3-..&

文献标识码"

;

文章编号"

&/6,$1&,.

"

%.&&

$

.3$.3%6$.%

$%&'(')*&+

,

')-.

,

%/0123%&4&.056+*77'(&688#9.*)*+)(%&

"

%&"'(

)

'(

&

#

%

#

"'$*(

+

,-*(

+

%

#

.-*(#&(/&(

%

#

"'0-'(

,

#

%1#&(

2

'(

%

#

$*&3&'4&(

+

&

#

56(

+

3&(

+

%

#

$

&7$'84&,9*64:-;,6<*=

)

#

.-6(/&>*<&,64?(&1*!@&:

)

#

56&

)

'6(.,...&

#

0-&(6

%

%7A(@:&:':*

B

C!D&!64E&@*6@*0C(:!C46(<

$!*1*(:&C(

#

0-&(*@*0*(:*!

B

C!E&@*6@*0C(:!C46(<$!*1*(:&C(

#

F*&

2

&(

+

&.%%./

#

0-&(6

%

,7G'&H-C'0*(:*!

B

C!

E&@*6@*0C(:!C46(<$!*1*(:&C(

#

G'&

)

6(

+

00...1

#

0-&(6

&

:;')<4+)

!

";

=

*+)(>*

!

+<=<>

?

@ABCDBEBCB=C8<:AB9FGC9@HCBA!'(@:E!"#$%&=BGG9IB8:

J

8:CA<EF=BEC<CDB())*+EBCB=C8<:

9

K

9CB>-?*)@%.'

!

&./9BAF>9@>

?

GB9HA<>DF>@:LBABEBCB=CBEH<AD

K

EA<

?

D<I8=M8AF9:BFCA@G8N8:

J

@:C8I<E

K

I

K

())*+F98:

J

!"#$

%&@:E!'(=BGG9

#

@:ECDB=<AABG@C8<:@:E=<:989CB:=

K

<HCDBCL<O8:E9<H>BCD<ELBAB@:@G

K

NBE-6*'-7)'

!

+DBABL@9H8:BG8:B@A=<A$

ABG@C8<:

$

!2.-304

&

IBCLBB:CDBEBCB=C8<:AB9FGC9<HCDBCL<>BCD<E9

#

L8CD

?

<98C8MBAB

J

AB998<:ABG@C8<:9D8

?

"2%-%/&5.-6,6#

$

$

$

.-.&

&

-!<CDCDBCL<>BCD<E9D@EH8:B=<:9C@:=

K

#

LDB:FC8G8NBEH<ACDBAB

?

B@CBEEBCB=C8<:<H9@>B9@>

?

GB9-$%&+7-'(%&

!

!"#$

%&=BGG9=<FGEIBF9BE8:E<>B9C8=())*+EBCB=C8<:9

K

9CB>-

2*

,

A%<.'

!

AB9B@A=D

%

!

!"#$%&

%

!

!'(

%

!

=<AABG@C8<:

%

!

9C@I8G8C

K

!!

荧光灶抑制试验$

A@

?

8EHGF<AB9=B:CH<=F98:D8I8C8<:CB9C

#

())*+

&由
'>8CD
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(建立#是世界卫生组织$

P"Q

&推荐的狂

犬病毒中和抗体检测标准方法之一'

%$,

(

)其原理是将待测血清

与攻击病毒经中和反应后接种体外培养细胞#采用荧光抗体试

验$

HGF<AB9=B:C@:C8I<E
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&检测剩余病毒从而计算中

和抗体效价)目前#国内仅少数狂犬病专业研究实验室可以进

行该检测'

1$0

(

)国内
())*+

技术体系均来自法国巴斯德研究

所#使用
!'(

细胞系和
RS'$&&

狂犬病毒固定毒株'
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是
())*+

检测中常用的细胞系#但国内尚未将其用于
()$

)*+

检测'
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)本研究将国内实验室普遍使用的
!"#$%&

细胞

应用于
())*+

检测#并与应用
!'(

细胞系进行的检测平行比

较#现报道如下)
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材料与方法

B-B
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材料

B-B-B

!

细胞系和待测样品
!

!'(

细胞系来自世界卫生组织狂

犬病参比实验室法国巴斯德研究所狂犬病研究室#按照标准传

代方法进行细胞传代)
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细胞系*狂犬病毒攻击株
RS'$

&&

由本实验室保存)

&./

份待测人血清样品由贵州省疾病预防

控制中心提供)样品置
1T

冰箱冷藏#室温下平衡
,.>8:

后
0/

T

水浴灭活
,.>8:

#室温下平衡
,.>8:

后进行检测'
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B-B-C

!

主要试剂和仪器
!

人狂犬病免疫球蛋白国家标准品

$标示效价
%&-1*U
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&购自中国药品生物制品检定所)

)*+R

标记抗狂犬病病毒核蛋白抗体购自
W8GG8

?

<AB

公司)

XWYW
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WYW

培养液购自
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公司)普通倒置光学显微镜
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F9R[1&

型#倒置荧光显微镜为
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>
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检测法操作程序
!

按方案选择一部分细胞板为

稀释板#在相应孔内加入
&..

!

VXWYW

#取待测标准血清

0.

!

V

分别加入相应孔内#混匀%另取培养板作为检测板#相应

孔内加入
&..

!

V&.\

胎牛血清$

)!'

&的
XWYW

#从稀释板内

取出
0.

!

V

待测血清稀释液#在检测板上进行后续
&],

倍比

稀释%设置对照系列#除细胞和病毒对照以外的各孔均加入稀

释至
3.\
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感染量的
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毒种
0.

!

V

#

,6T

感作
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每孔加入
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需要
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的
WYW

培养&细胞悬液
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感作
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%弃培养液#磷

酸盐缓冲液$
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次#弃掉
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后每孔加
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冷

丙酮#
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固定
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%弃丙酮#室温干燥
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#每孔加
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稀释的荧光标记抗狂犬病毒核蛋白抗体'
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孵育
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%弃液后用
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洗涤#加甘油铺满孔底%倒置荧光显微镜下

详细 观 察 记 录#求 得 各 样 品 中 和 抗 体 效 价 值#单 位 为
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统计学处理
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采用统一的
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表记录样品检测信息#

采用
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统计软件进行统计分析)
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&检测的差异分析
!

&./

份样品采用
!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测#经
:

检验#

$2.-,63

#可以认为
!"#$

%&

和
!'(

进行
())*+

检测等效)

C-C

!

采用
!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测的相关性分

析
!

对
&./

份样品分别采用两种细胞的检测结果进行相关性

分析#两者差异有统计学意义$

!2.-304
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$
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&#并且直线

相关关系良好$

!

%

2.-6&

&)经进一步分析#两结果之间存在正

回归关系#直线回归方程!
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&#见

图
&

)

C-D

!

采用
!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测的重复性比

较
!

采用
!'(

和
!"#$%&

细胞对同一样品分别进行
&.

次

())*+

检测#前者样品检测值在
.-34

"

&-,%*U

"

>V

之间#最

大差值
.-1,*U

"

>V

#

/2&-.0*U

"

>V

#

@2.-&0

#

0D2.-&0

%而

后者 检 测 值 在
.-3/

"

&-,4*U

"

>V

之 间#最 大 差 值

.-0,*U

"

>V

#

/2&-&/*U

"

>V

#

@2.-&4

#

0D2.-&/

#显示采用

!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测均具有良好的稳定性#

见图
%

)

图
&

!!

采用
!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测的相关性分析

图
%

!!

采用
!'(

和
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测的重复性比较

D

!

讨
!!

论

当前#中国狂犬病流行态势十分严峻)出于加强狂犬病暴

露后预防处置效果监测的目的#本室建立了狂犬病病毒中和抗

体检测的
())*+

技术体系#并逐步向各省级疾病预防控制中

心推广)鉴于国内引入的
())*+

检测体系中
!'(

细胞系起

源*代次等背景资料不明#尝试用国内实验室普遍使用背景信

息明确的
!"#$%&

细胞进行
())*+

检测#以便对该技术进行

有效的推广)本研究采用两种细胞对同一批血清样品进行检

测#结果表明两者之间差异无统计学意义#且有良好的相关性

和直线回归关系%分别采用两种方法对同一样品进行
&.

次重

复
())*+

检测#表明两者均具有较好的稳定性)因此#

!"#$

%&

用于
())*+

检测效果良好#是
())*+

推广时适宜使用的细

胞系)

!"#$%&

对包括狂犬病病毒在内的多种病毒敏感'

&&

(

#培

养条件简单#在狂犬病研究中广泛使用)

Wc;

细胞是国际上

())*+

检测中应用更加广泛的另一种细胞系#但在国内应用

较少'

&%

(

#本研究拟进一步摸索使用
Wc;

细胞#完善国内
()$

)*+

检测体系)

近年来#发现用于狂犬病病毒中和抗体替代检测的

YV*';

检测试剂盒效能差异大'

&,

(

#而且与
())*+

检测结果一

致性较差'

&1

(

)因此仍不能用于指导免疫程序及免疫措施的制

定'

&0

(

)推广
())*+

检测体系是科学防治狂犬病的一个重要

技术环节#采用国内易于获得的资源开展
())*+

对该技术体

系在国内的完善和发展有益#同时也极大方便了在国家疾病预

防控制体系内该技术的广泛应用)
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