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狂犬病毒E L IS A抗原提取的初步研究

万泽生 沈定霞 王守良
. (第三军医大学训练部 微生物学教研室 》 6 3。。 3公

在狂犬病的确诊和疫 苗效 果考查工作

中
,

目前仍然主要依靠血清学方法检测特异

性抗体或抗原
,

其 中 又 以 E L IS A法更为实

用 《 ’ 》 。

在我国现已开始采用这一技术
,

用于

狂犬病的诊断
、

防治以及科研工作中 ( 2 ) 。 一

般制备狂犬病毒抗原大多用 B H K
一

21 细 胞培

养扩增病毒
,

继之浓缩和提纯
。

由于狂犬病

毒在组织培养细胞中增殖缓慢
,

产量不高 ,

而该病毒在感染小鼠脑组织中能大量增殖
。

为此
,

我们选用感染鼠脑来制备狂犬病毒抗

原
,

并获得较为满意的结果
。

现将制备抗原

的方法和结果报道如下
:

1 材 料 和 方 法

1
。
1

一

毒林和感染鼠脑的制备

狂犬病毒固定毒株北京株 (卫生部长春生物制

品所惠赠
,

已传2 58 代
,

至本室传种 5代 )
,

用无

菌肉汤配制成 10 %悬液
,

由脑内接种 2 周龄昆明种

小鼠 (为本校动物所繁殖
,

雌雄不拘 )
。

小鼠发病濒

死时立即解剖取脑
, 、

共得80 个感染鼠脑
,

置 一
20 ℃

保存供制备狂犬病毒抗原用
。

.1 2 自感染鼠脑中提纯病毒顾粗杭 原

采用S o k ol 自感 染培 养 细 胞 七清液中提取和

纯化狂犬病毒的方法` “ 》 ,

稍加改进
,

简述 如下
:

将80 个感染鼠脑 `重为2 4砂置 无菌乳妹中研磨

后
,

用 T N E缓冲液 (0
.

0 5二 ol / L T r is 一
H C I

, p H 7
.

`

o
一
13址 0 1/ L N a C I

,
o

, 。0 1饥 0 1/ L E D T A 一 N a : )制成

10 %匀浆液
,

经紫外照射和加热 “ ℃各30 。抽 灭活

后
,

即以` 00 0:

阿离心
3 0血 i n ( 4 ℃ ) ,

取上清液按

i / 5 0体积
,

加人 i睡 0 1/ L Z n ( A c ) 2 ( p H e
。
o } 盐析

沉淀 2o . i n ,

再经念o o o r pm离心 4 o rn 云。 ( 4 ℃ ) 后弃

上清
,

将沉淀用饱和 E D T A
一

N a : 液重悬
,

并筱盖于

预先配制好的2。%
,

30 %
,

40 %
,

s0 %和的 %不连

续蔗糖密度梯度液 5 层 (每层 5 单 l) 管顶部
。

使用

R P S Z卜 , 转头
,

以 ` 4 o o o x g 离心 4 h ( 4 ℃ )
,

·

而

后收集含有病毒的区带
,

经透析除去蔗糖后即得纯

化病毒颗粒抗原液
。

1
.

3 狂犬病毒领拉杭原制荆的鉴 定

.1 3
。
l 病毒颗粒的形态检查

纯化的病毒液负染色后
,

直接在 JE M
一
2。。。E X

透射 电镜下观察病毒形态
。

1
.

3
.

2 抗原制剂的蛋白含最测定

用岛津分光光度计 (U V
一

26动测定样品0 D 2助

和 O D : 一。 值
,

按公式
: ( i

, ` s x O D : 一。 值一 。。
7 4 x

O D z “ 值 ) x 稀释倍数
,

计算出蛋白含量《m g / m l)

以表示狂犬病毒抗原液的浓度

.1 3
。
3 狂犬病毒制剂的抗原性检定

,

1
。

3
.

3
.

1 抗狂犬病毒的免疫血 清为本室自制
。

以

狂犬病毒感染鼠脑悬液
,

按常规法免疫小鼠制得抗

体 I , 或免疫家兔并经正常赢脑 吸 收 后制得抗体

卜 用狂犬病毒疫苗 (卫生部长春生物制品研究所

产品 ) 免疫家兔制得抗体 I
。

两种动物均在末次免

疫 1周后
,

分别采血分离血清
.

1
.
3

.
3

.

2 纯化狂犬病毒顺粒抗原液 的抗 原性检

定采用 P o r r iu(
` )双夹心 E L I S人 法

,

包被抗体用
·

阳性病人血清《免疫双扩散 滴度为 1 : 8 〕 , 抗狂犬

病毒特异性抗体用自制抗体 I (免疫 荧光 滴
`

度为

1 : 4 0 )
。

1
.

3
.

3
.

3 采用常规间接E L IS A法
,

分别测定抗体

I 和抗休 I 两种免疫血清的滴度
。

包被塑料微板抗

原为纯化狂犬病毒颖粒抗原
,

其稀释浓度为 i : 5`

2 给 果

2
。

l 狂犬病毒顺粗杭原纯 化 制荆的收获全

狂犬病毒祖提浓经蔗搪密度梯度离心后
,

共出

现 4 条区带 (图 1 》
。

其中 I 带呈乳白色、 I 带呈

浅棕色
,

其余两条区带为深棕色鼠脑组织
。

I 带 ,

,
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纯化 狂 犬病毒颗 杠杭 原电镜 图像

( 放大 x6 0 lOO )

图 1 狂犬 病毒在蔗糖 密度梯度液中的 区带

, 带
,
狂犬病毒感染鼠 脑匀浆液 , Z n ( A c 》 2盐析

后的汪犬病毒粗提液等标本中蛋白含量和收获率见

附表所示
。

附表 各种标本中蛋 白含量及其收获率

标 本

项 日
感染鼠脑
匀浆液

Z n ( A e ) :

盐析粗
提液

蔗搪密
度梯度
区带 I

蔗塘密度
梯度区带

!

狂犬病毒液傲不同稀释度
,

与特异性托犬病毒抗体

I 进行检定其抗原性
,

同时用同于从感 染鼠脑中提

取狂犬病毒的方法获得的 正 常 鼠 脑粗提液作为对

照
。

结果见图 3 所示
。

山图 3 可见
,

区 带 I 中纯化

病毒抗原的不同浓度
, ’

孙十
·

特 异 招
:

坑体反应的

E L sI A测定值 (O D .4
: n m ) 呈现 刘量正相关 , 而

区带 l 各浓度之间的 OI 〕值较低
,

稀释为 1 :

80 以后

其O D值变化不明显
,

民按 近 正常鼠脑抗 原 的 O D

值 如以 P / N 异 2
.

1作为判断阳性反应闪值
,

区带 I

液中含仃狂犬病毒倾拉抗原的滴度达 1 : 1 6 。 ,

而区带

I 液仅为 < 1 : 200

( 1 )体积
( m l )

( 2 )单位蛋
白含量

( m g / m l )

2 4 0

2 6
。
5 6 2

。
1 5

只é七了nUOù11

爵瑟
白 2

008
.

B。
2 65

。
6 0 2 1

。
5 0

1 3
。

20 1
。
0 7

1 0

1
。
4 5

1 4
。
5 0

0
。
7 2

从表可知
,

80 个感 染鼠脑 (重 2 4 9 ) 匀浆液的

蛋白总含 量 为 ZO08
.

S Om g , Z刀 ( A口 : 粗提 液 为

2 6 5
.

5 0m g .区带 I 为 2 1
.

5 0 m g .区带 I 为 1 4
.

s o m g
。

后 3 种提取和纯化 液 的 收 获 率 分别为 13
。

20 %
,

1
。
0 7%和 0

.

7 2 %
。

2
。

2 狂犬病毒的形态观察

图 2 为区带 I 纯化物的电镜负染图像
。

可以看

见弹状的狂犬病毒颗粒 , 大多病毒颗粒被包绕着一

圈电子密度较高的囊膜结构
。

电镜观察时在个别视

野中看见少量鼠脑组织残渣
。

2
。

3 纯化 狂 犬病毒领柱的抗 原性 检 定

采用 E L is A双夹心法
,

将区带 l 和区带 l 纯化

只J月,ój21

..

00000

( 4 )收获率
( % )

:l 加 1 :即
飞 用〕 ! 准咬刃 :1 3印 ! : 6翻 )

图 3 双夫 心 E L巧
: 、

`

去检 测 狂大 病毒

纯化 物杭 原性

A :
l 带 , B : l 带 ; C :

正常鼠脑

2
。
4 用 制得的狂 犬病毒颗 拉杭 原 检 测 兔疾

血清中的特异性才念体

为进一步验证制备出的狂 大病毒液的抗原性
,



我们将区带 l抗原液作 1 :

5 0稀 释后包被酶联小板微

孔
,

按常规间接E L sI A法对感染鼠脑免疫兔血清 (抗

体 I )
,

狂犬病毒疫苗免疫兔 血清 (抗体 I ) 进行

了检定
,

其结果见图 4
。

从图 4 可以 看出
,

我们制

0
.

7

0
一

6

月 ` 了菊下俪i不兹几与万六而

图 4
、

狂 犬病毒纯化物检测狂 大病毒杭体

A :

抗休 I , B :

抗体 I

备的狂犬病毒颗粒抗原经 E L IS A分 析证明
,

能与狂

犬病毒免疫血清发生特异性反应
。

并且
,

在 给定抗原

浓度为 1 :

50 稀释液 (即 4 3n g 蛋白/ m l) 时
,

E L IS A测

定的O D值与狂犬病 毒抗体的浓度呈现剂量正 相 关

性
。

若以 1 :

50 稀释的正常鼠脑液测定与 抗 体 I
、

抗

体 I 反应的O D值
,

均低于。 .

“ 图中未显示 )
。

E L IS A 法检测
,

能发生特异性血清学反应
。

说明本文所用的提取和纯化方法制得的感染

鼠脑狂犬病毒 颗 粒抗原
,

确可用作 E L IS A

试验的抗原制剂
。

目前国外主要采用 从感染细胞 中提纯狂

犬病毒
,

作为血清学检测法的抗原来源 ( ” )
。

由

于 自感染培养细胞或培养上清液 中提取病毒

的方法
,

要求准备大量的感染细胞培养物
,

这

不仅增加了工作量而且费时较长
,

在我国一

般实验中难以做到
。

为此
,

我们选择病毒繁殖

量较大的感染鼠脑组织
,

作为制备狂犬病毒

抗原的来源
,

并将 S o k ol 的提 纯抗原方法进

行了简化
,

使适用于一般 病 毒 实 验室中采

用
。

本文所提纯的狂犬病 毒 颗 粒 抗原的纯

度
,

主要为建立 E LI S A 技术的 抗 原 材料来

源而确立的
。

该制备物如用于分子病毒学研

究
,

还需据其研究 目的进一步纯化
。

关趁词 狂犬病病毒
.

免疫酶技术
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