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应用快速荧光灶抑制试验"
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%对狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒的检测效果进行评价&方法
!

用
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和狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒分别对
&$9

份人血清和
&=7

份动物血清进行狂犬病病毒中和抗体"

\XY1

%效价检测!应

用
*#**''()

分析两种检测方法所得结果的相关性和一致性&结果
!

两种方法所得结果的阳性检出符合率为
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%$两种方法对动物血清和人血清的检测结果之间有较好的直线相关关系!相关系数分别为
)(;:2

和
)(:7&

$同一份标本的重

复性检验显示!试剂盒检测方法具有较好的稳定性&结论
!

狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒可以用于人和动物血清狂犬病病毒

中和抗体的检测&

关键词"狂犬病病毒$
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狂犬病是由狂犬病病毒引起的一种人兽共患传染病#病死

率几乎
&))8

*中国是狂犬病的高发区#目前每年仍有近千人

死于狂犬病*疫苗免疫接种是预防该病发生的唯一途径#按世

界卫生组织$

a^U

&及国际兽疫局$

U5Z

&的要求#人或动物接

种狂犬病疫苗后#需测定其血清内的抗狂犬病病毒中和抗体效

价#不低于
)(95e

"
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时#方可认为达到有效保护#否则应予

加强免疫#直至达到保护水平(

&A'

)

*快速荧光灶抑制试验$

\4A

453

&是
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推荐的检测狂犬病病毒中和抗体的标准方法#

也是
')&9

年版/中华人民共和国药典0第四部规定的检测人免

疫球蛋白效价的标准方法*北京博雅晟康医学科技有限公司

研制的狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒以
\4453

为基础#以

自主制备的
4530

标记的抗狂犬病病毒核蛋白荧光抗体为亮

点#可应用于人和动物血清狂犬病病毒中和抗体效价的检测*

商品化试剂盒可解决
\4453

操作中荧光抗体'

0X*

毒株及所

用
6*\

细胞株的标准化问题#有利于
\4453

的推广使用#但

其检测效能需要进一步评价*鉴于此#本研究分别以人和动物

临床血清标本为检测对象#运用本科室所建立的标准
\4453

对该狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒的检测效果进行评价*
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资料与方法
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材料来源
!

动物血清为鼠血清#共
&=7

份#为狂犬病疫苗

免疫前或免疫后采集的试验标本#由本实验室保存并提供*人

血清
&$9

份#为狂犬病疫苗免疫前或免疫后采集的标本#由本

实验室保存并提供*
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仪器与试剂
!

\4453

所用试剂!

TWZW

高糖培养液'胰

酶'双抗'胎牛血清均购自
!?N?HB

公司%抗狂犬病病毒核蛋白

荧光抗体#购自美国
4T54J

>

?E.N?BT?M

O

@B,F?H,

公司%倒置显微

镜为日本奥林巴斯
0hh7&

型%荧光显微镜为日本奥林巴斯

5h9&

型*狂犬病毒
0X*A&&

标准攻击毒株#由本实验室$中国

疾病预防控制中心病毒病预防控制所狂犬病室&保存%

6*\

细

胞#为仓鼠肾细胞
6̂ _A'&

的克隆#由本实验室保存*
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标准品效价为
$)5e

"
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#购自英国国立生物制品和控制标准

品研究所*狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒由北京博雅晟康

医学科技有限公司提供*
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方法
!
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方法操作程序!将待测血清于
9=f

灭活

$)-?@

#用含
&)8

胎牛血清的
TWZW

培养液于
:=

孔板做
$

倍

系列稀释%标准血清'强阳性血清'弱阳性血清和阴性血清用同

样方法进行系列稀释%病毒对照孔做连续的倍比稀释%除病毒

对照孔外#其他各孔均加入
9)

#

"

最适攻击量病毒#于
$2f

98 0U

'

孵箱孵育
&G

进行中和后#每孔加入
9)

#

"

浓度为
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的细胞悬液%于
$2f 98 0U

'

孵箱孵育
'7G

*

将
:=

孔板从孵箱内取出#于
#'

实验室安全柜内#丢弃培养上

清液#磷酸盐缓冲液$

#6*

&液洗
&

遍%用
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冷丙酮
7f

固定

$)-?@

%将丙酮弃去#加入
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#

"

抗狂犬病毒核蛋白荧光抗体

染色液#

$2f

孵育
$)-?@

后用
#6*

液洗
$

遍%加入
=)8

甘油#

在荧光显微镜下进行荧光灶读数*以应用软件
W?HEB,BKFZ/A

H.D

为基础#根据操作程序中确定的稀释梯度#结合
\..I r

WJ.@HG

法公式#以血清标准品滴度为参照系数#被测标本

9)8

感染孔前后稀释倍数为变量的中和抗体滴度计算公式计

算中和抗体滴度*应用狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒进行

平行检测时严格遵守试剂盒的操作规程*
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统计学处理
!

采用统一的
Z/H.D

记录标本的检测信息#

采用
*#**''()

软件进行检测结果的统计学分析#包括两种检

测方法所得检测结果的阳性检出符合率的比较'相关性分析以

及重复性分析*以
H

&
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为差异有统计学意义*

B
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结
!!

果

B(A

!

阳性检出符合率分析
!

按照达到或超过
)(95e
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者

为阳性结果#低于
)(95e
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者为阴性结果进行统计和计算*

全部
'::

份标本中#两种检测方法的阳性检出符合率为
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B(B

!

检测结果相关性分析
!

对
&=7

份动物血清和
&$9

份人血

清分别采用两种检测方法进行检测#并对检测结果进行回归分

析*针对动物血清标本#两种方法的检测结果差异有统计学意

义$
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&#但二者直线相关关系良好$

B

'

`

)(;)7

&$图
&

&*针对人血清标本#两种方法的检测结果具有更

好的直线相关关系$
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&$图
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图
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动物血清检测结果的相关性分析

图
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人血清检测结果相关性分析

图
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两种方法检测结果的重复性比较

B(C

!

检测试剂盒稳定性分析对同一血清标本分别采用
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方法和狂犬病病毒中和抗体检测试剂盒两种方法进行检

测
&'

次*

\4453

的检测值在
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#最大差值
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%狂犬病中和抗

体检测试剂盒的检测值在
&($'

"

'():5e
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#最大差值
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$图
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&*该结果显示#

中和抗体检测试剂盒具有良好的稳定性*
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!

讨
!!

论
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目前#

a^U

和
U5Z

推荐的应用于狂犬病病毒中和抗体

检测的方法主要有小鼠中和试验$

WY3

&'

\4453

和狂犬病病

毒荧光抗体中和试验$

41XY

&%

')&=

版/狂犬病预防控制技术

指南0'

')&7

版/狂犬病监测方案0及
')):

版/狂犬病暴露预防

处置工作规范0明确指出#如需检测狂犬病酶中和抗体水平#应

当采取中和实验进行检测#主要包括
\4453

及
WY3

两种方

法*本实验室于
')):

年建立
\4453

方法至今#已检测上万份

人或动物血清标本#以往实验结果证明#本实验室的
\4453

方

法具有良好的稳定性'敏感性及重复性(

$

)

*但由于
\4453

需

要使用狂犬病固定毒株
0X*A&&

#以及价格昂贵的
4530

标记

的抗狂犬病病毒核蛋白荧光抗体#因此即便每年的/狂犬病监

测与检测培训班0均会对该方法进行培训与推广#但仅有少数

几家省级疾控中心能建成该实验方法并进行应用*为此#国内

外部分机构和企业研制了狂犬病中和抗体或抗体酶联免疫吸

附试验$

Z"5*1

&检测试剂盒'胶体金检测试剂盒等(

7A9

)

*但这

些方法所包被的抗原多为狂犬病全病毒'狂犬病病毒糖蛋白'

核蛋白或者其他抗原成分#测定的抗体不只是狂犬病中和抗

体#因此只能用于中和抗体的定性检测*

狂犬病中和抗体检测试剂盒在
\4453

原理上建立#自主

制备
4530

标记的抗狂犬病病毒核蛋白荧光抗体的狂犬病中

和抗体检测试剂盒*应用
\4453

和狂犬病中和抗体试剂盒同

时检测人和动物血清标本
'::

份#对检测结果进行统计学分析

发现#该试剂盒具有良好的重复性和稳定性#能够用于人和动

物血清标本狂犬病中和抗体的检测*
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