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狂犬病毒中和抗体检测快速荧光灶
抑制试验的建立

于鹏程吕新军 申辛欣曹蕾郑新雄单虎唐青

·实验室研究·

【摘要】 目的建立检测狂犬病毒中和抗体的快速荧光灶抑制试验(RFFIT)，检测狂犬病毒

中和抗体滴度。方法 以狂犬病标准毒株CVS一1 1为标准攻击毒，制备三代病毒，建立CVS一1 1

病毒库；以国际标准抗狂犬病毒血清为对照血清，参考法国巴斯德研究所的RFFIT操作标准，建

立适应于中国狂犬病毒中和抗体检测的RFFIT方法，并验证该方法的特异性、稳定性和重复

性。结果成功建立了检测狂犬病毒中和抗体的RFFIT试验，验证该试验方法的特异性为

100％；重复性试验表明，在本实验室和不同实验室的检测结果P值均>O．5，具有很好的重复性。

结论RFFIT方法的建立进一步完善了中国狂犬病的实验室检测技术，也将提升中国狂犬病的整

体监测能力。
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主，病死率几乎100％。全世界每年约有5．5万人死

于狂犬病⋯，近年来，中国狂犬病发病人数与发病率
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犬病病死率极高，疫苗免疫接种是预防该病发生的

惟一途径，按WHO及国际兽疫局(OIE)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

犬病毒中和抗体效价，不低于0．5 IU／ml时b】，方可认

为达到有效保护，否则给予加强免疫，直至达到保护

水平。

快速荧光灶抑制试验(RFFIT)是WHO和OIE

推荐的检测狂犬病毒中和抗体的标准方法，其根据

中和试验原理，采用一定量的病毒与系列稀释的抗

血清相中和，残留的病毒感染力通过接种细胞，用

RFFIT检测其剩余病毒量，根据中和效价公式计算

结果。RFFIT方法既可用于人的抗狂犬病毒抗体的
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测定，也可用于动物的抗狂犬病毒抗体测定，对狂犬

病的临床诊断、狂犬病疫苗免疫后中和抗体的检测、

免疫球蛋白制剂效价的检测、新疫苗免疫效果的评

估及免疫程序的制定等方面均有广泛应用。本研究

以狂犬病毒CVS一1l毒种为标准攻击毒，BSR细胞

为其适应细胞，WHO推荐的抗狂犬病毒血清为标准

血清，参考WHO标准RFFIT程序和法国巴斯德研

究所的微量RFFIT程序，建立了微量RFFIT检测方

法，并对其特异性和重复性进行检测，结果显示，

RFFIT方法具有良好的特异性和重复性。

材料与方法

1．试验用病毒、细胞和标准品来源：狂犬病毒

CVS—11国际标准攻击毒株，为固定毒，购自中国药

品生物制品检定所；BSR细胞，为仓鼠肾细胞

BHK-21的克隆；WHO推荐的标准血清为人免疫球

蛋白，效价为30 IU／ml，购自英国国立生物制品和控

制标准品研究所。

2．主要试剂、仪器设备：DMEM高糖培养液，购

自杭州吉诺生物医药技术有限公司；胰酶、双抗、

EDTA，由本所配液室配制；胎牛血清，购自杭州四

季青生物工程材料有限公司；抗狂犬病毒核蛋白荧

光抗体，购自美国Millipore公司；倒置显微镜为日

本奥林巴斯CXX41型；荧光显微镜为日本奥林巴斯

Ⅸ51型。

3．待测血清来源：待检血清共105份，其中，未

免疫血清40份、暴露后免疫血清45份(由广州市疾

病预防控制中心提供)和已知滴度的血清20份(由

辽宁成大生物股份有限公司提供)。

4．实验方法：

(1)BSR细胞的培养：胰酶消化BSR单层细胞，

以含10％胎牛血清的DMEM高糖培养液吹打细胞，

细胞计数板计数后，每瓶接种2X 106个细胞，补加培

养液，于37℃5％CO：孵箱孵育。

(2)病毒滴度测定：病毒融化后，在96孔板上选

择相邻2行，将病毒用含10％胎牛血清的DMEM培

养液进行5倍系列倍比稀释(30 gl病毒加入120 111

DMEM培养液中)，每孔加入50“1浓度为l X 106

cells／ml的BSR细胞悬液，37℃5％CO：孵箱孵育

24 h；丢弃培养上清，PBS液洗l遍；用80％冷丙酮

4℃固定30 inin；将丙酮弃去，加入50“l抗狂犬病毒

核蛋白荧光抗体染色液(荧光抗体用PBS进行1：50

倍稀释)，37℃孵育30 rain后用PBS液洗3遍；加入

60％甘油，在荧光显微镜下计数每孔中的荧光灶数，

计算滴度。

(3)病毒的制备：正常制备细胞悬液并进行细

胞计数，将CVS—ll毒种按MOI--0．1的量加入细

胞悬液中，于37℃5％CO：孵箱孵育l h，其中每隔

15 rain摇匀一次，将病毒与细胞的混悬液转移至细胞

培养瓶，于37 oC 5％CO：孵箱孵育72 h，收集培养上

清后分装至小管，标明批次(此为贮存病毒)，于一70℃

保存。以同样的方法，大批量制备贮存病毒。

(4)病毒最适攻击量的滴定：对贮存病毒进行最

适攻击量的滴定，病毒融化后，在96孑L板上选择l

行，将病毒用含10％胎牛血清的DMEM培养液进行

2倍系列倍比稀释(70 gl病毒加入70 gl DMEM培养

液中)；将各稀释度的病毒分别取出50“l加人另一

行各孑L中(含50 gl DMEM培养液)；每孔加入50肛l

浓度为l×106 cells／ml的细胞悬液，37％5％CO：孵

箱培养24 h；RFFIT检测使80％细胞感染(产生荧光

灶)的最高稀释度。

(5)对照系统的设定：本试验对照系统设有标准

血清对照、强阳性血清对照、弱阳性血清对照、阴性

血清对照和病毒对照。标准血清对照采用WHO推

荐的滴度为30 IU／ml的国际标准抗狂犬病毒血清；

强阳性血清和弱阳性血清均将国际标准品用

DMEM培养液稀释至9 IU／ml和l IU／ml；阴性血清

为未接种过狂犬病疫苗的人血清。

(6)RFFIT方法：将待测血清于56℃灭活30 min，

用含10％胎牛血清的DMEM培养液于96孔板做3

倍系列稀释(50 lxl待测血清加入100 gl DMEM培养

液中)；标准血清、强阳性血清、弱阳性血清和阴性血

清用同样方法进行倍比稀释；病毒对照孔做2倍系

列倍比稀释(方法同最适攻击量滴定)；除病毒对照

孔外，其他各孑L均加入50扯l最适攻击量病毒，于

37 oC 5％CO：孵箱孵育l h后，每孔加入50¨l浓度

为l X 106 ceUs／ml的细胞悬液；于37℃5％CO：孵箱

孵育24 h；RFFIT判定结果。

(7)中和抗体滴度计算：以应用软件Microsoii

Excel为基础，根据操作程序中确定的稀释梯度，结

合Reed&Muench法公式，设计以国际标准血清滴

度为参照系数，被测样品50％感染孔前后稀释倍数

为变量的中和抗体滴度计算公式。

结 果

1．病毒的制备：大批量制备狂犬病CVS—ll病

毒，冻存于一70℃。分别测定种病毒、贮存CVS一11

病毒的滴度，其中滴度分别为1．7×107．2×107。
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2．病毒滴度的计算：计数相邻2行最后出现荧

光灶2孔内的荧光灶数，如N1，N2(N1>N2)；N1’，

N2’(N1 7>N2’)，则病毒滴度为x(FFu／m1)=(最后

4孑L内荧光灶平均数×稀释因子X 1000)／每孔所加

病毒体积；最后4：fL内荧光灶平均数N=(N1+N2X

5+N1’+N2’×5)／4，其中5为稀释倍数，4为孔数；

稀释因子为Nl和Nl’孔对应的病毒稀释倍数；病毒

滴度用FFU(荧光灶单位)／ml表示。

3．最适攻击量的确定：病毒的最适攻击量为使

80％的细胞被感染的最高稀释度。在16倍稀释时，细

胞100％被感染；在第32倍稀释时，细胞约有80％被感

染；在64倍稀释时，细胞约有35％被感染，因此，选取

病毒32倍稀释时，即病毒滴度约为6×105 FFU／ml为

最适攻击病毒量(图1)。

CVS一1 1感染(80％9 BSR细胞

图1 CVS一1 I感染和BSR细胞对照

4．RFFIT结果的判定：每次试验都设标准血清

对照、强阳性血清、弱阳性血清、阴性血清对照、病毒

对照和细胞对照，这些对照的检测标准是：标准血清

的50％感染量出现在第5、6孔之间，强阳性血清的

50％感染量出现在第4、5孑L之间；滴度为9 IU／ml左

右，弱阳性血清的50％感染量出现在第2、3孔之间；

滴度为l IU／ml左右，阴性血清的第一孔有超过50％

的绿黄色荧光，滴度<0．5 Iu／ml；病毒对照为32倍

稀释度时细胞80％被感染，细胞对照为满视野没有

黄绿色荧光颗粒(图1)。

5．RFFIT特异性检验：用RFFIT方法检测了40

份从未免疫狂犬病疫苗的人血清和45份暴露后五针

法免疫人血清，前者抗体滴度为0．01～0．1 IU／ml，后

者为0．63～461．67 IU／ml，显示RFFIT的特异性为

100％(判定的临界值为O．5 IU／111l，>O．5 IU／ml判为

阳性，<O．5 IU／ml判为阴性)。

6．RFFIT重复性检测：将15份暴露后免疫血清

用RFFIT方法重复检测2次，检测结果用Wilcoxon

符号秩和检验法检验2次的一致性，经检验，T+=

90，P>0．05，说明RFFIT检测方法具有良好的稳定

性(图2)。

l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 14 15

血清样品

图2 RFFIT检测15份血清样品2次结果比较

7．不同实验室对RFFIT稳定性的比较：将已用

RFFIT检测20份血清样品(经武汉生物制品研究所

基因室检测，样品由辽宁成大公司馈赠)，于本实验

室进行RFFIT重复检测(图3)，检测结果用

Wilcoxon法检验其一致性，经检验，T+=143，P>

0．05，两实验室的检测结果没有差异。

9 ll 13 l 5 I 7 19

血清样品

图3不同实验室RFFIT检测20份血清样品结果

讨 论

本实验室以狂犬病毒CVS—ll为标准攻击毒，

以WHO国际标准抗狂犬病毒血清为对照血清，成

功建立了狂犬病毒RFFIT，并对40份未免疫血清和

45份免疫后血清进行检测，其特异性为100％；对15

份免疫后血清进行重复检测，其检测结果没有差异，

证明RFFIT具有良好的重复性。此外，我们对已被

武汉生物制品研究所基因室用RFFIT方法检验过的

20份血清样品进行重复检验，结果显示，两实验室

在检查结果上也无差异。可见，RFFIT方法是比较

稳定和准确的。本检测与国内的RFFIT方法相比，

每次试验除标准血清外，均会设强阳性血清、弱阳性

血清、阴性血清和病毒对照，使得系统的稳定性一目

了然；如果系统对照血清出现偏差，说明本次试验就

不稳定。相对于国际标准RFFIT方法，本试验方法

是根据法国巴斯德研究所的微量RFFIT方法，在96

孑L细胞培养板上进行试验，而不是8孔细胞载玻板，
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节约了实验成本。

目前，WHO和OIE推荐的应用于狂犬病毒中和

抗体检测的方法主要有小鼠中和试验(MNT)、

RFFTI和狂犬病毒荧光抗体中和试验(FA：、喇)【4】。

MNT应用小鼠进行检测，是国际应用于狂犬病毒中

和抗体检测的金标准，但MNT操作繁琐，所需时间

过长，且不利于动物福利。1992年，WHO狂犬病专
家委员会推荐用RFFIT替代MNT检测狂犬病毒中

和抗体b】。相对于小鼠中和试验，RFFIT方法具有

简便、快捷、重复性好、便于操作且有利于动物福利

等优点。根据程满荣等陆3的研究，RFFIT方法的重

复性比MNT要好得多，且灵敏。国际上曾做过相关

研究，WHO将6份样品分发给8个实验室用RFFIT

检测，其结果均较接近，表明用RFFIT检测狂犬病

毒中和抗体，重复性较好n1。Fitzgerald等¨1也同时

在三个实验室对4份样品进行检测，每份样品用两

种方法检测4次，再用统计学方法对每个实验室的

两种检测结果进行统计学分析，结果发现这两种方

法在不同实验室检测狂犬病毒中和抗体时无显著

差异。

近年来，关于KFFIT方法的改进也有了进一步

的发展，法国P6harpr6等旧1应用荧光显微镜配套的电

脑成像技术进行荧光灶记数，使RFFIT试验检测结

果更加准确，减少了RFFIT判读结果时的主观性影

响。日本Khawplod等“们用表达绿色荧光蛋白的

rHEP．GFP重组狂犬病毒作为攻击病毒进行RFFIT

检测，无需进行荧光抗体试验即可直接观察结果。

本实验室在RFFIT结果观察时采用与荧光显微镜配

套的电脑成像系统进行观察，与肉眼观察结果一致，

本实验室采用的标准血清效价为30 IU／ml的国际标

准血清，所得检测结果更加准确。狂犬病毒RFFIT

的建立，将在狂犬病的临床诊断、狂犬病疫苗免疫后

中和抗体的检测、免疫球蛋白制剂效价的检测、新疫

苗免疫效果的评估等方面发挥重要作用。

(本工作得到法国巴斯德研究所和武汉生物制品研究所的技术

指导，一并志谢)
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