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细胞培养法检测和分离狂犬病街毒的
可行性研究
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·实验室研究·

【摘要】 目的研究MNA细胞培养法检测和分离狂犬病街毒的可行性。方法用MNA细胞培

养法、荧光抗体实验(FAT)和双抗体夹心ELIsA方法分别检测33份狂犬病街毒样品、20份狂犬病毒阴

性犬脑样品和4份正常鼠脑样品。结果MNA细胞培养法检测57份待检样品，培养48 h的实验结果

显示，33份狂犬病街毒样品均为阳性，狂犬病毒阴性犬脑样品和正常鼠脑样品均为阴性，与FAT、双抗

体夹心ELIsA方法的检测结果完全一致。结论MNA细胞培养法对样品中狂犬病街毒的检测具有

较高的灵敏度和特异性，可用于狂犬病街毒的检测和分离。
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狂犬病是由狂犬病毒感染导致的致死性人畜共

患传染病，对狂犬病毒快速、准确的检测有助于及

时、有效的预防。目前，中国疾病预防控制中心

(cDc)推行的狂犬病毒抗原检测方法有荧光抗体实

验(FAT)和快速狂犬病ELISA，病毒的分离方法有

细胞培养法和乳鼠接种法(MIT)。FAT是狂犬病毒

实验室诊断最精确、快速和最可靠的方法¨3；但MIT

由于较长的观察期，极易延误临床对狂犬病患者的
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预防和治疗。1975年以来采用婴地鼠肾传代细胞

(BHK．21)、鸡胚细胞(cER)或小鼠成神经瘤细胞

(MNA)鉴定和分离狂犬病毒陋]。随着细胞培养技术

的发展，最终证实MNA细胞培养法在检测和分离狂

犬病街毒(野毒株)方面与MIT具有很好的相关性。

而且将诊断时间缩短至2天。1982年，法国狂犬病

参考中心用MNA细胞培养法取代MIT检测和分离

狂犬病毒幢】。中国CDC也于2008年制定的“全国狂

犬病监测方案”中推行用细胞培养法分离狂犬病

毒。本研究采用MNA细胞培养法检测分离狂犬病

街毒的可行性。

材料与方法

1．材料：收集和保存来自安徽、浙江、河南、重

庆、江西、吉林、广西、上海、宁夏和湖北等10个省

(市)的33株狂犬病街毒株(表1)，其中28株分离于
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犬脑、3株分离于人脑、1株分离于鹿脑、l株分离于

牛脑。各毒株颅内接种小鼠后，于小鼠发病濒死时

无菌取脑样品于一70℃冰箱保存备用。浙江省慈溪

市采集的狂犬病毒阴性犬脑样品20份和正常鼠脑

样品4份。

表l实验选用的中困狂犬病街毒株分离资料

注：一：该序列暂时术向GenBarIlc提交

2．方法：MNA传代细胞由美国CDc Esposito博

士惠赠；狂犬病毒攻击毒标准株ll(CVSll)由法国

巴斯德研究所Henry Tsi锄g博士惠赠；均由武汉生

物制品研究所基因工程事保存。异硫氰酸荧光素

(FITC)标记的抗狂犬病毒核蛋白单克隆抗体为武

汉生物制品研究所基因工程室制备№J。狂犬病毒核

衣壳抗原ELISA诊断试剂盒为武汉生物制品研究所

制备博1，批号：20071226，有效期内使用。

(1)MNA细胞培养法：24孑L细胞培养板接种密

度为5×105个／ml的MNA细胞，400“蚜L。将待检
样品用DMEM液(含2％小牛血清)研磨制备成30％

悬液，500×g离心10 min，取上清分别加入已接种

MNA细胞的24孔细胞培养板中，50“l／孑L，每份样

品均做复孔，并设细胞对照和CVSll病毒对照；

37℃5％CO：孵箱中分别培养24 h、48 h和72 h取

出，80％冷丙酮固定细胞，加工做浓度FITC标记的

抗狂犬病毒核蛋白单克隆抗体，荧光显微镜判读检

测结果。

(2)双抗体夹心ELIsAn3：取待检样品用pH值

7．4的磷酸盐缓冲液(PBs)研磨制备成30％悬液，

500×g离心lo min，取上清分别加入狂犬病毒核衣

壳抗原ELISA诊断试剂盒的板条中，100¨l／孑L，每

份样品均做复孔，同时设阳性对照(CVSll毒株感染

的鼠脑悬液上清)、阴性对照(正常鼠脑悬液上清)和

空白对照(样品稀释液)；37℃温育l h，PBS一吐温

20(PBsT)洗涤6次后加酶标抗体100 p蚜L，37℃温

育30 min，PBsT洗涤8次后加底物四甲基联苯胺

(TMB)显色，酶标仪测定反应板中每孔液体450 nIn

处的吸光度(4伽)值。

(3)荧光抗体实验：取待检脑组织样品适鼍涂于

载玻片上，每份样品均做复孔，同时以健康小鼠脑组

织样品涂片作阴性对照、CVSll同定毒株感染的鼠

脑组织涂片作阳性对照。将样品涂片放于生物安全

柜内吹干，冷丙酮固定30 min后取出，室温风干，加

工作浓度FITc标记的抗狂犬病毒核蛋白单克隆抗

体，37℃湿盒内温育45 min，PBS漂洗3次，荧光显微

镜判读检测结果(丙酮固定前的所有实验均在P3实

验室进行操作)。

结 果

1．MNA细胞培养法检测待枪样品培养时间的

确定：MNA细胞培养法检测7份狂犬病街毒样品，

培养24 h、48 h和72 h的实验结果见表2。实验结果

显示，编号为zJzJ和cQH的狂犬病街毒样品培养

24 h检测结果为阴性，其余5份为阳性；而7份狂犬

病街毒样品培养48 h和72 h的检测结果均为阳性。

由此可见培养48 h的检测灵敏度与72 h的一致，优

于24h，但48 h的检测时间比72 h的短，提高了样品

的检测速度，故确定细胞培养法检测狂犬病街毒的

培养时间为48 h。

2．MNA细胞培养法检测结果：MNA细胞培养

法培养48 h的实验结果显示，33份狂犬病街毒样品
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表2不同培养时间细胞培养法检测狂犬病街毒样品结果

和cVsl l病毒对照样品均为阳性，狂犬病毒阴性犬

脑样品和正常鼠脑样品均为阴性，阳性样品的检出

率为100％。CVSll病毒接种孔和狂犬病街毒样品

接种孔的MNA细胞，荧光显微镜下可观察到细胞浆

内有明亮的绿色荧光灶存在，而细胞对照孑L和接种

阴性样品孑L的MNA细胞均未观察到细胞内存在有

绿色荧光灶。图l中A、B、C图分别为细胞对照孔、

CVsll病毒对照孑L和阴性犬脑样品孑L的免疫荧光照

片，D、E、F分别为接种编号为Hl州、Y1JE3、SBH狂
犬病街毒样品孑L的免疫荧光照片，与细胞对照孑L和

阴性样品孔的免疫荧光照片相比，可清晰的看到接

种狂犬病街毒样品孑L的细胞浆内有亮绿色的荧光灶

存在。实验中也发现不同的狂犬病街毒株由于生物

学特性和病毒毒力的差异导致其在MNA细胞上的

感染率(即荧光染色阳性的细胞在全细胞中所占的

比例)有一定的差异，10％～45％不等。图2中A图

为接种狂犬病街毒样品孑L的细胞照片，B图为MNA

细胞对照孔的细胞照片，接种细胞量均为2×105个／

孔，37℃5％co：孵箱培养48 h。图2清晰显示接种

街毒样品孑L的MNA细胞密度明显低于细胞对照孔

的细胞密度。

3．双抗体夹心ELISA检测结果：图3显示，试剂

盒的cut oflF值为0．4，33份狂犬病街毒株样品A。，。值

均≥1．572，即检测结果为阳性；20份狂犬病毒阴性

犬脑样品和4份正常鼠脑样品A。，。值均≤0．139，即检

测结果为阴性。阳性样品的检出率为100％。图3

显示了57份检测样品的A。蚰值(2孔的平均值)，横线

上方代表检测样品为阳性结果，下方代表检测样品

为阴性结果。

4．FAT检测结果：FAT检测57份待检样品，33

份狂犬病街毒样品均为阳性，荧光显微镜下可观察

到明亮的苹果绿或黄绿色荧光颗粒，呈不同形状和

大小，较大、圆形或椭圆形的、在其周边有较亮的染

色者为内基氏体，长条形染色者为感染狂犬病毒的

神经元轴突片段。图4显示的为其中一个阳性样品

的荧光检测照片。

注：A：MNA细胞对照；B：CVSll病毒阳性对照；C：阴性犬脑样品；D：HNN株；E：Y1JE3株；F：SBH株

图l MNA细胞培养法免疫荧光检测结果(100×)
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注：A：接种狂犬病街毒孔的MNA细胞；B：细胞对照孔的MNA细胞

图2接种狂犬病街毒样品孔的细胞照片

一3 l 5 9 13 17 2l 25 29 33 37 4l 45 49 53 57

样品编号

图3双抗体夹心ELISA检测57份

待检样品的A。。值(cut o妇f_O．4)

图4荧光抗体实验检测街毒wHYF脑组织照片(200×)

讨 论

2006年卫生部颁布的“人间传染的病原微生物

名录”中狂犬病街毒危害程度分类为第二类⋯，狂犬

病街毒检测时的主要传染源为手指被有感染的工具

刺伤或割破；新糜烂的皮肤或黏膜与感染物接触也

认为是一种感染途径，所以进行狂犬病街毒检测时

操作必须十分小心，除了设

施要符合基本设计要求外，

应采取的预防措施还包括

个人防护设备(如服装、护

目镜、口罩和手套)和暴露

前接种。

MNA细胞是一种小鼠

成神经瘤细胞，由于狂犬病

毒是嗜神经性病毒，神经细

胞对狂犬病毒更敏感，因此

早在1978年就被用做狂犬

病毒的分离和研究狂犬病的

发病机制n引。大量实验证实MNA细胞在检测和分

离狂犬病毒方面与MIT法具有很好的相关性。FAT

是wHO推荐的用于狂犬病毒检测的金标准n¨。双

抗体夹心ELISA所用的试剂盒(wELYSSA)为本实

验室自行研制n]，曾与MIT及FAT比较，检测1030份

动物脑组织样品，结果完全一致。本实验结果显示，

MNA细胞培养法检测的33份狂犬病街毒样品均为

阳性，其他样品为阴性，与FAT、双抗体夹心ELISA

的检测结果完全一致，MNA细胞培养法对狂犬病毒

的检测具有较高的灵敏度和特异性。但前二者只能

用于狂犬病街毒的检测，不能用于分离病毒，而

MNA细胞培养法即可用于检测病毒，也可用于分离

病毒。

33份狂犬病街毒样品感染MNA细胞后荧光显

微镜下观察发现不同狂犬病街毒株对MNA细胞的

感染率存在一定差异，有荧光灶的感染细胞在全细

胞中所占的比例为10％一45％不等。导致此现象的

原因，一方面本实验的检测仅为定性方法，病毒毒力

的差异可能导致感染病毒量的不同，从而产生不同

病毒株对MNA细胞感染率的差异；另一方面，不同

的狂犬病街毒株可能存在生物学特性上的差异从而

导致其对MNA细胞适应性的差异，适应性强的街毒

株对MNA细胞的感染率高，反之，对MNA细胞的

感染率低。

与MNA细胞对照孔相比，接种狂犬病街毒样品

孔内的MNA细胞的增殖速度均受到不同程度的抑

制。由图2可以清晰的看出接种狂犬病街毒样品孔

的MNA细胞密度明显低于细胞对照孔的细胞密

度。导致此现象的原因可能是因为检测的样品为

30％脑悬液离心后的上清，脑组织样品的一些成分

并不能通过离心彻底去除，某些残留成分的存在影

响了细胞的生长，实验中也发现接种狂犬病毒阴性

 



样品孔的细胞密度略低于细胞对照孔的细胞密度证

明了此原因的存在；另一方面，狂犬病街毒在感染细

胞内增殖，干扰了细胞的正常生长。

目前，wHO专家委员会推荐FAT、ELISA、细胞

培养感染实验和MIT作为实验室内诊断狂犬病毒标

准化的方法[12‘，欧美等国家均采用FAT和细胞培养

感染实验检测和分离狂犬病毒，而国内仍采用MIT

进行狂犬病毒的检测和分离[1引。MIT对狂犬病毒的

检测具有高的检测灵敏度，但较长的观察周期极大

的延误了临床上对狂犬病的预防和治疗，而且仅凭

动物发病症状不足以确定为狂犬病，需结合免疫荧

光法作特异性鉴定。与MIT相比，细胞培养法缩短

了检测时间，降低了检测费用。针对国内在细胞培

养法检测狂犬病街毒研究领域的空缺，本实验采用

MNA细胞培养法检测和分离狂犬病街毒，同时与

、ⅣHO推荐的狂犬病毒检测的金标准FⅪ和双抗体
夹心ELISA的检测结果进行比较。实验结果表明，

MNA细胞培养法对样品中狂犬病街毒的检测具有

高的灵敏度和特异性，可用于狂犬病街毒的检测和

分离。
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