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比较荧光抗体病毒中和试验"
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#和快速荧光灶抑制试验"
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#两项技术用于动物和人血清狂犬病中

和抗体检测的差异$方法
!

以
!"#$

和
%!!&'

两种方法分别对
,*

份动物及人血清进行狂犬病中和抗体的平行定量检测!应用

配对定量资料的
!

检验对所得数据进行统计学分析$结果
!

以
*-.&/

%
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的国际推荐标准!对同一样品经
!"#$

和
%!!&'

两

种方法测定的中和抗体效价进行定性判定!二者对全部
,*

份样品的检测符合率为
2,-,34

"
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%

,*

#$统计学分析显示!两种检测

方法对总体样品及不同动物样品的定量检测结果差异均无统计学意义"

"

$
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#$结论
!
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和
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可通用于动物和人

血清的狂犬病中和抗体检测$

关键词"狂犬病&

!

中和抗体&

!

荧光抗体病毒中和试验&

!

快速荧光灶抵制试验&
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狂犬病是世界范围内广泛流行的人兽共患传染病#中国是

狂犬病的高发区#目前每年仍有近千人死于狂犬病'在中国#

犬及个别野生动物$如鼬獾%是绝大多数人狂犬病的传染源(

(

)

'

因此#动物狂犬病的防控是控制和消除人狂犬病的根本前提'

通过接种疫苗进行免疫预防是动物狂犬病控制的重要手段#北

美*西欧等地区的发达国家#均经历了动物狂犬病严重流行到

逐步控制的过程#并因此实现了基本消除人狂犬病(

+

)

'

动物或人接种狂犬病疫苗一定时间后的狂犬病中和抗体

水平是衡量免疫效果的关键指标'世界动物卫生组织$

P&Q

%

推荐以荧光抗体病毒中和试验$

!"#$

%进行动物狂犬病中和

抗体定量检测(

)

)

#而世界卫生组织$

RSP

%则推荐以快速荧光

灶抑制试验$

%!!&'

%作为人狂犬病中和抗体定量检测的方

法(

)

)

'与之相对应的#中国动物疫控及兽药监察系统采用

!"#$

技术进行狂犬病免疫监测及免疫制品的评价#而中国

的卫生疾控及药监系统主要应用
%!!&'

技术对人进行狂犬病

暴露后免疫效果跟踪及狂犬病疫苗的药效学评价'

!"#$

和

%!!&'

技术的原理均为以梯度稀释血清中和固定量病毒的细

胞水平的病毒中和试验#只是稀释梯度*操作过程和计算方法

分别执行各自的标准(

)

)

#目前对二者的相互通用程度尚无系统

论述'本实验室自
+**.

年以来先后采用了
!"#$

和
%!!&'

技术(

;

)

#并用于动物及人狂犬病中和抗体的检测'本研究选取

临床采集的
,*

份动物及人血清进行了
!"#$

及
%!!&'

的平

行检测比对和分析#现将结果报道如下'

D

!

材料与方法

D-D

!

待检血清
!

动物血清
;*

份#为狂犬病疫苗免疫前或免疫

后采血的试验样品#由本实验室保存并提供#其中犬血清
+*

份#猫血清
,

份#鼠血清
,

份#鼬獾血清
;

份#狐血清
+

份#貉血

清
+

份'人血清
+*

份#为狂犬病疫苗免疫前或免疫后采集的

样品#由本实验室保存并提供'

D-E

!

仪器与试剂
!

倒置荧光显微镜为
PF

I

0

>

G8

产品#型号

&T:.(

'

RSP

狂犬病标准阳性血清$

)*&/

"

01

%由中国疾病预

防控制中心提供&

P&Q

狂犬病标准阳性血清$

,-3&/

"

01

%由本

实验室购买*保存并提供'狂犬病标准攻击毒
U#O:((

株由本

实验室制备*保存并提供'乳仓鼠肾细胞系
VSW:+(

#由本实

+
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+
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验室传代*保存并提供'

ZYQY

培养基为
&9J7B@<

L

A9

产品&新

生牛血清为
[7H=<

产品&细胞培养板及培养瓶均为
$G9=

产品&

5

孔腔室培养玻片为
1?H:'A\

"产品'

D-F

!

方法

D-F-D

!

!"#$

!

参考英国
P&Q

狂犬病参考实验室的
!"#$

标准操作程序#主要操作及计算过程包括!$

(

%在
2,

孔细胞培

养板内对待测血清进行
)

倍梯度稀释#每个样品使用
;],

孔

区域进行检测'稀释区域各孔内预告加入
(**

#

1

培养基#灭

活后血清加入第
(

列
;

孔内#每孔
.*

#

1

#以多道移液器混匀

后#吸取
.*

#

1

进入第
+

列#同法稀释至第
,

列#混匀后吸弃

.*

#

1

'$

+

%取
2,

孔板作为对照板#在对照板内按上述方式对

标准阳性血清$

*-.&/

"

01

%*标准阴性血清$非免疫犬血清%进

行稀释#同时设
;],

孔病毒重复滴定区#以及各
;]+

孔的病

毒对照*细胞对照*培养基对照区'$

)

%取事先确定滴度的狂犬

病病毒
U#O:((

株#以
ZYQY

培养基稀释为
(**'U&Z.*

"

.*

#

1

#除细胞及培养基对照孔外#每孔加入
.*

#

1

#置
)3^

温箱

内中和
,*079

'$

;

%

VSW:+(

细胞经胰蛋白酶消化*分散*计

数#稀释至
;](*

.个"
01

'除培养基对照孔外#每孔加入细胞

悬液
.*

#

1

'置
)3^

#

.4 UP

+

温箱内培养
;5C

'$

.

%细胞固

定与染色过程同
%!!&'

步骤的$

5

%*$

2

%*$

(*

%'$

,

%荧光显微

镜下观察每个孔#孔内有荧光细胞即记为感染#无荧光细胞都

为完全中和'计算待测血清和标准阳性血清对定量病毒的半

数中和稀释倍数#二者相比#再乘以标准血清效价$

*-.&/

"

01

%即为待测血清狂犬病中和效价'也可使用以下基于

O

>

A?@0?9:W?@HA@

公式的推导公式计算!中和效价$

&/

"

01

%

_

*-.]

$

"B

"

"=

%

])

$

VB:V=

%"

;

'公式中,$

VB:V=

%"

;

-为
)

的指

数&

"B

为待测血清整列孔均无荧光染色的血清最大稀释倍数&

"=

为阳性标准犬血清整列孔均无荧光染色的血清最大稀释倍

数&

VB

为待测血清在
"B

稀释度后出现的无荧光染色的孔数&

V=

为标准血清在
"=

稀释度后出现的无荧光染色的孔数'

D-F-E

!

%!!&'

!

参考美国疾病预防控制中心的狂犬病中和抗

体
%!!&'

标准操作程序建立'主要操作过程包括!$

(

%待检血

清于
.,^

灭活
)*079

#将
RSP

标准阳性血清稀释为
+&/

"

01

'$

+

%在
5

孔腔室细胞培养玻片$

1?H:'A\

"

%内对待检及标

准血清进行稀释'在第
(

孔内加入
3.

#

1

含
(*4

新生牛血清

的
ZYQY

培养基#其他
3

孔内加入
(**

#

1

上述
ZYQY

培养

基'$

)

%灭活的待测血清
.*

#

1

加入第
(

孔内#充分混匀后以

移液器吸取
+.

#

1

#移入第
+

孔#与
ZYQY

培养基混匀后#再

取
+.

#

1

转入第
)

孔#依此类推#直至第
5

孔#弃去多余的
+.

#

1

液体#获得第
(

孔为
(`+-.

#梯度为
.

倍的稀释'$

;

%从

a5*^

取出
(

份预先滴定的狂犬病病毒
U#O:((

细胞毒悬液#

以
ZYQY

培养基稀释为
.*!!Z.*

"

*-(01

$

!!Z.*

!半数视野

荧光灶计数单位%#取
(**

#

1

加入各孔内#混匀#获得
.

倍梯度

的系列稀释'对照玻片内如此法稀释
;

孔标准血清$

+&/

"

01

%#加上述等量病毒#同时设不同滴度的病毒对照'$

.

%加完

病毒的细胞培养玻片在
)3^

*

UP

+

温箱内温育
2*079

进行中

和'$

,

%每孔内加入胰酶消化分散的
VSW

细胞
+**

#

1

$

(*

万

个%'同时设不加血清也不加病毒的细胞对照
(

孔'$

3

%在

)3^.4 UP

+

条件下培养约
+*

$

+;C

'$

5

%弃细胞培养上清#

加入
5*4

丙酮溶液固定
)*079

#弃去固定液#自然风干
(*

$

+*

079

#至孔内完全干燥'$

2

%以
bVO

缓冲液将抗狂犬病核心蛋

白荧光抗体稀释至工作浓度#加入
(

"

.**

体积的
(4

的伊文思

蓝#每孔加入上述染色液
.*

#

1

#

)3^

湿盒或水浴温箱内反应

;.

$

,*079

'$

(*

%弃尽荧光抗体染色液#以
bVO

洗板
)

次#每

次
)079

#每孔内加入
5*4

的甘油溶液
(

滴'$

((

%在倒置荧光

显微镜下进行荧光染色检测#每个培养孔内观察
+**

倍视野

+*

个#计数并记录有荧光灶的视野数#应用
%AAD:YAG9=C

公式

计算半数视野中和稀释倍数'待测血清中和效价$

&/

"

01

%

_+

]

$待测血清半数视野中和稀释倍数"标准血清半数视野中和

稀释倍数%'

D-G

!

统计学处理
!

计算
!"#$

和
%!!&'

两组数据定性判定

结果$是否达到
*-.&/

"

01

的保护水平%的符合率&采用方差

分析#

"

%

*-*.

表示差异具有统计学意义'

E

!

结
!!

果

E-D

!

,*

份血清样品的
!"#$

和
%!!&'

检测结果
!

应用
(-

)-(

和
(-)-+

方法分别对
,*

份血清进行狂犬病中和抗体检

测'结果见表
(

'

表
(

!!

,*

份血清样品
!"#$

和
%!!&'

检测结果对照#

&/

$

01

%

编号 来源
!"#$ %!!&'

编号 来源
!"#$ %!!&'

编号 来源
!"#$ %!!&'

(

犬
;-. .-( +(

猫
*-*; *-( ;(

人
*-*; *-(

+

犬
(-. (-; ++

猫
*-*; *-( ;+

人
*-*; *-(

)

犬
*-,, *-, +)

猫
*-,, *-3 ;)

人
*-*; *-(

;

犬
*-+2 *-; +;

猫
+-, +-; ;;

人
*-*; *-(

.

犬
*-*; *-( +.

猫
)-;+ )-) ;.

人
(*-+, 2-+

,

犬
(3-33 (2-. +,

猫
(-23 (-3 ;,

人
(*-+, (*-5

3

犬
)-;+ )-( +3

鼠
*-*; *-( ;3

人
(3-33 (,-5

5

犬
*-)5 *-. +5

鼠
*-*; *-( ;5

人
(3-33 (2-.

2

犬
(-23 (-5 +2

鼠
.-2+ .-. ;2

人
;-. ;-(

(*

犬
(*-+, (* )*

鼠
(-. (-) .*

人
.-2+ ,-)

((

犬
.-2+ .-. )(

鼠
+-, +-+ .(

人
+-, +-+

(+

犬
(-(; (-) )+

鼠
*-. *-,, .+

人
)-;+ ;-(

+

+,((

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
2

期
!

&9BX1?HYAD

!

Y?

I

+*(.

!

#<F-),

!

$<-2



续表
(

!!

,*

份血清样品
!"#$

和
%!!&'

检测结果对照#

&/

$

01

%

编号 来源
!"#$ %!!&'

编号 来源
!"#$ %!!&'

编号 来源
!"#$ %!!&'

()

犬
*-++ *-+ ))

鼬獾
*-*, *-( .)

人
)-;+ )-5

(;

犬
*-)5 *-; );

鼬獾
*-*; *-( .;
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两种检测方法获得的定性判定结果的符合率
!

以
*-.

&/

"

01

的国际推荐标准#对同一样品经
!"#$

和
%!!&'

两种

方法检测的中和抗体效价进行定性判定#即达到或超过
*-.

&/

"

01

者判定为达到保护水平#低于
*-.&/

"

01

者判定为未

达到水平'全部
,*

份样品中#二者检测的符合率为
2,-,34

$
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两种检测方法获得的定量结果的差异显著性分析
!

将猫

血清*鼠血清*鼬獾血清*狐血清*貉血清归为其他动物血清#采

用方差分析对
+-(

所得数据进行统计学分析#统计结果见

表
+

'

表
+

!!

!"#$

和
%!!&'

检测定量数据统计

血清数 血清来源 相差均数 标准差
! "
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针对狂犬病中和抗体的检测技术较多#本研究涉及的

!"#$

和
%!!&'

均为细胞水平的病毒中和试验#检测的敏感

性*特异性和重复性均较好#分别为
P&Q

和
RSP

推荐的狂犬

病中和抗体检测技术'因该技术使用狂犬病病毒#需在具备生

物安全柜等设施的
+

级生物安全实验室内操作#因此其应用范

围受到一定限制#很难在基层机构开展'为此#国内外部分机

构研制了狂犬病中和抗体或抗体酶联免疫吸附试验$

Q1&O"

%

检测试剂盒*胶体金层析试纸等产品(

.:3

)

#但此类产品多用于狂

犬病中和抗体的定性检测#其检测性能须通过与
!"#$

或

%!!&'

平行检测#进行比对评价'

!"#$

和
%!!&'

法计算抗体效价的公式均 为 基 于

O

>

A?@0?9:W?@HA@

公式或
%AAD:YAG9=C

公式的指数形式'因

此#应用公式计算获得的抗体效价值并不是连续值#而是间断

值'同时#受指数函数变化规律的影响#自变量$可看作检测过

程观察到的中和孔数或中和视野数%在不同区间的等幅递增并

不产生相同的效价递增'以
!"#$

为例#中和孔数超过
+*

个

时#每增加一个中和孔#中和效价增加值将超过
)&/

"

01

&而中

和孔数在
,

$

(*

个时#每增加一个中和孔#效价值仅增加
*-+

$

*-.

不等'相对应的较高中和效价值的误差偏大#而较小中

和效价值的误差较小'本研究中人源血清的中和抗体水平普

遍较高#其误差值相对较大即由此导致'鉴于以
*-.&/

"

01

作为是否达到保护的标准#

!"#$

和
%!!&'

检测误差对实际

应用影响甚微'

%!!&'

在早期建立时通过判定视野内荧光细胞$即带毒

细胞%的百分数进行计算(

5

)

#主观性较强#不同检测员根据个人

经验可能有不同的判定数值#会对检测结果产生直接的影响'

这一判定和计算方式目前在个别实验室仍有采用'

!"#$

和
%!!&'

的定量检测结果是与国际标准血清

$

RSP

或
P&Q

提供%平行检测#通过比较计算获得的'中国目

前还没有商品化的标准血清供应#而上述国际标准品的购买*

通关和运输程序繁琐复杂#耗时过久#在一定程度上影响了这

两项检测技术的推广应用'期待中国的药品监督和兽药监察

机构尽早研制和生产符合国际标准的上述参考血清'
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