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［摘　 要］ 　 目前狂犬病疫苗的效力检验采用 ＮＩＨ 法，需要使用狂犬病毒 ＣＶＳ － ２４ 毒株进行攻毒试

验，具有一定的生物安全风险。 为寻求替代 ＮＩＨ 法中脑内攻毒试验的方法，研究扩增狂犬病毒 Ｇ 蛋

白基因，并将其克隆至大肠杆菌 ｐＥＴ － ３２ａ 载体上进行表达，以该蛋白作包被抗原，摸索试验条件，
建立了检测小鼠血清抗体效价的间接 ＥＬＩＳＡ 方法。 使用此方法与国际公认的荧光抗体病毒中和试

验（ＦＡＶＮ）法比较，两者检测结果曲线相关系数为 ０． ９８６，表明相关性较好，但 ＥＬＳＩＡ 方法更加快

捷、简便。 本试验建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法可用于检测小鼠血清中狂犬病抗体，为狂犬病毒血清抗体

测定和单克隆抗体筛选提供依据。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｉｓ ｔｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＮＩＨ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｉｃｈ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ＣＶＳ －２４
ｆｏｒ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔｓ， ｗｈｉｃｈ ｐｏｓｅｓ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ｒｉｓｋ． Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＩＨ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ （ＲＶ） ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ Ｅ． ｃｏｌｉ ｐＥＴ － ３２ａ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｉｎｄｉｒｅｃｔ
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Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙ， ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅｒ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ． Ｔｈｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｒａｂｉｅｓ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒａｂｉｅｓ； Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 狂犬病是由狂犬病毒（Ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，ＲＶ）引起

的侵犯中枢神经系统的人畜共患传染病，发病后致

死率几乎为 １００％ ［１］。 ＲＶ 入侵宿主后能够在宿主

体内大量复制，进而转移至中枢神经系统而使其发

病，狂犬病常见的临床症状包括神经兴奋、意识障

碍等，最终全身麻痹死亡［２］。 我国是受狂犬病危害

较为严重的国家，其发病率仅次于印度，年均有

２０００ ～ ３０００ 人因狂犬病死亡。 该病在我国法定上

报的传染病中位列前三［３］。
ＲＶ 属于弹状病毒科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）狂犬病毒

属（Ｌｙｓｓａｖｉｒｕｓ），是一种具有包膜的单链负股 ＲＮＡ
病毒。 它具有 ５ 种主要的结构蛋白，分别是核蛋白

（Ｎ）、磷蛋白（Ｐ）、基质蛋白（Ｍ）、包膜糖蛋白（Ｇ）
和依赖 ＲＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶（Ｌ）。 其中 Ｇ 蛋白位于

病毒的囊膜外，是目前发现唯一可以刺激机体产生

中和抗体的蛋白抗原［４ － ５］。 通过基因重组表达的

Ｇ 蛋白可用于制备狂犬病亚单位疫苗，这在许多国

家都已经有所应用。 除此之外，Ｇ 蛋白作为抗原还

可以用于 ＲＶ 血清抗体的检测。
本研究拟采用 ｐＥＴ － ３２ａ 作为表达载体，使用

大肠杆菌表达系统，对 Ｇ 蛋白进行优化表达，并对

表达出的 Ｇ 蛋白进行纯化、鉴定，建立以 Ｇ 蛋白为

抗原的间接 ＥＬＩＳＡ 方法，以期为 ＲＶ 血清抗体测定

和单克隆抗体筛选提供依据。
１　 材料和方法

１． １　 试验材料 　 ＲＶ ＣＶＳ － １１ 株由中国兽医药

品监察所提供；ｐＥＴ － ３２ａ 原核表达载体、Ｖｅｒｏ细
胞均为本试验室保存；ｐＭＤ － １８Ｔ 平末端载体、
大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞、ＤＨ５α 感受态细胞

和 Ｒｏｓｅｔｔａ （ ＤＥ３ ） 感 受 态 细 胞 均 购 自 ＴａＫａＲａ
公司。
１． ２　 主要试剂 　 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶购自

ＴａＫａＲａ 公司；Ｘｈｏ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ ＤＮＡ 限制性内切酶、

Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自美国 ＮＥＢ 公司；病毒 ＲＮＡ 提取

试剂盒、反转录试剂盒、胶回收试剂盒、质粒 ＤＮＡ
小量提取试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ － Ｔｅｋ 公司；
抗 Ｈｉｓ 标签单克隆抗体、ＨＲＰ 标记的羊抗鼠二抗均

购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＨＲＰ 标记的兔抗小鼠 ＩｇＧ、
ＨＲＰ 标记的羊抗犬 ＩｇＧ 购自赛默飞世尔科技（中
国）有限公司；ＩＰＴＧ、氨苄、卡那霉素购自天根生物

有限公司。
１． ３　 目的基因的克隆

１． ３． １　 引物设计　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中所提供 ＲＶ 的

Ｇ 蛋白基因序列（ＮＣＢＩ 号：ＮＣ＿００１５４２． １），使用

Ｐｒｉｍｅｒ５ 软件设计上下游引物各一条，其中上游引

物 Ｇ － Ｆ ／ ＥｃｏＲ Ｉ 序列为 ＣＧ ＧＡＡＴＴＣ ＡＴＧＧＴＴ⁃
ＣＣＴＣＡＧＧＴＴＣＴＴＴ，下游引物 Ｇ － Ｒ ／ Ｘｈｏ Ｉ 序列为

ＣＣ ＣＴＣＧＡＧ ＴＣＡＣＡＧＴＣＴＧＧＴＣＴＣＧＣＣ，其中斜体

部分为保护碱基，下划线部分为酶切位点，由生工

生物工程（上海）股份有限公司进行合成。
１． ３． ２　 总 ＲＮＡ 提取及目的基因片段扩增 　 使用

ＯＭＥＧＡ 病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒对 ＲＶ 细胞液进行

总 ＲＮＡ 提取，使用反转录试剂盒利用下游引物

Ｇ － Ｒ ／ Ｘｈｏ Ｉ 获得 ｃＤＮＡ，并以 ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增目的片段：ｃＤＮＡ １ μＬ、上下游引物各

１ μＬ、Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 酶 ２５ μＬ、双蒸水 ２２ μＬ，混匀

后 ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，９５ ℃ １０ ｓ、５５ ℃ ３０ ｓ、
７２ ℃ １ ｍｉｎ，３２ 个循环，７２ ℃ １０ ｍｉｎ，扩增后进行

聚丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 鉴 定 目 的 条 带 并 进 行

胶回收。
１． ３． ３　 目的基因测序鉴定 　 将胶回收后的目的

片段连 接 到 ｐＭＤ － １８Ｔ 平 末 端 载 体 上， 得 到

ｐＭＤ －１８Ｔ － Ｇ 并将其转化至 ＪＭ１０９ 感受态细胞

中，挑取菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，将鉴定连接成功

的阳性克隆菌进行测序并扩增（测序由中美泰和

生物技术公司完成）。
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１． ４　 Ｇ 蛋白的表达及纯化

１． ４． １　 表达载体的构建 　 将测序成功的目的基

因用Ｘｈｏ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ ＤＮＡ 限制性内切酶酶切后，使
用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶与同样进行双酶切的 ｐＥＴ － ３２ａ
载体连接，并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中，转化后

使用含有氨苄西林的选择性 ＬＢ 琼脂培养基 ３７ ℃
过夜进行培养，挑取单菌落进行扩大培养并进行

菌液 ＰＣＲ 鉴定，对鉴定成功的菌液进行质粒提

取，送至中美泰和生物技术公司测序。 将测序正

确的质粒转化至大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细

胞中，经菌液 ＰＣＲ 鉴定成功后将该质粒命名为

ｐＥＴ － ３２ａ － ＲＶＧ。 将表达菌扩大培养后冻存于

－ ８０ ℃备用。
１． ４． ２　 Ｇ 蛋白的表达　 将活化后的表达菌接种到

１０ ｍＬ 含有 Ａｍｐ 抗性的 ＬＢ 肉汤培养基中，３７ ℃
２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇菌过夜，第 ２ 天以 １％ 的比例接种于

５０ ｍＬ含有 Ａｍｐ 抗性 ＬＢ 肉汤培养基中， ３７ ℃
２００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ｈ 后每隔 ３０ ｍｉｎ 取 １００ μＬ 菌液进行

ＯＤ６００ｎｍ测定，直到 ＯＤ６００ｎｍ值达到 ０． ５ ～ ０． ６，停止摇

菌。 取出 １ ｍＬ 菌液作为未诱导对照，再加入终浓

度为 １． ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的诱导剂 ＩＰＴＧ，在合适的诱导温

度下继续培养，诱导结束后收集菌液，将未诱导和

诱导后菌液均离心后弃去上清培养基，加入无菌

ＰＢＳ 重悬沉淀，进行超声波裂解，直至溶液清亮，
１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，分别收集裂解后的沉淀和

上清进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳鉴定。
１． ４． ３　 Ｇ 蛋白的纯化及鉴定　 将鉴定正确的包涵

体蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳后，对所需的条带进

行切胶回收，具体操作是将电泳后的蛋白胶浸泡在

０． ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＫＣｌ 溶液中约 ５ ｍｉｎ，同时将蛋白

Ｍａｒｋｅｒ 泳道和相邻蛋白样品泳道切下染色，观察胶

块中的蛋白条带，并与 Ｍａｒｋｅｒ 对照，将所需目的蛋

白条带切下，用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次，将胶块在洁净密封

袋中碾碎，加入一定量的 ＰＢＳ 溶液，置于 ４ ℃冰箱

中过夜，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，得到纯化后的 Ｇ
蛋白。 对纯化后的蛋白使用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒进行浓度定量测定，并使用 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳

和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 进行鉴定。

１． ５　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

１． ５． １　 抗血清的制备　 使用狂犬病国际标准疫苗

以每次每只 ２００ ｎｇ 的量免疫 １０ 只 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，共
免疫 ３ 次。 初次免疫使用弗氏完全佐剂对疫苗进

行乳化，以后每隔 ２ 周加强免疫一次，加强免疫时

使用弗氏不完全佐剂对疫苗进行乳化。 从首次免

疫后第一周开始，每两周收集一次小鼠血液，共收

集 ５ 次，分离并混合血清，此血清作为阳性标准血

清。 同时取空白的 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠血清作为阴性标准

血清。
１． ５． ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法建立　 将纯化后的 Ｇ 蛋白

作为抗原以不同的浓度包被于固相载体上，封闭后

使用 １． ５． １ 中得到的阳性标准血清和阴性标准血

清作为一抗与包被抗原结合，洗板去除未结合物，
再加入 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠酶标抗体，最后通过加

入能与酶反应的底物显色，通过读取 ＯＤ４５０ｎｍ值进行

定量判断。
１． ５． ２． １　 抗原最佳包被量及一抗最佳稀释比例

的确定 　 使用交叉 实 验 的 方 法：将 纯 化 后 的

Ｇ 蛋白抗原按照 １ μｇ、５００ ｎｇ、２５０ ｎｇ、１２５ ｎｇ、
６２ ． ５ ｎｇ、３１ ． ２５ ｎｇ、１５ ． ６２５ ｎｇ、７ ． ８１２５ ｎｇ 每孔

的量包被到酶标板中，每孔 １００ μＬ；将阳性血

清、阴性血清分别进行 １ ∶ ５０、１ ∶ １００、 １ ∶ ２００、
１ ∶ ４００倍稀释，每孔 １００ μＬ。 操作步骤按照常规

间接 ＥＬＩＳＡ 方法进行。
１． ５． ２． ２　 酶标二抗稀释度优化 　 将 ＨＲＰ 标记的

羊抗鼠 ＩｇＧ 酶标抗体用 ＰＢＳ 进行 １∶ １０００、１∶ ２０００、
１∶ ４０００、１∶ ８０００、１∶ １６０００ 倍稀释。 按照常规 ＥＬＩＳＡ
方法进行，根据试验结果确定酶标抗体的最佳

使用浓度。
１． ５． ２． ３　 底物显色时间优化 　 使用 ＴＭＢ 底物在

室温下避光显色 ５、１０、１５ 和 ２０ ｍｉｎ。 按照常规

ＥＬＩＳＡ 方法进行，根据试验结果确定显色时间。
１． ５． ２． ４　 封闭条件优化 　 分别使用 １％ 脱脂乳、
５％脱脂乳、１％ ＢＳＡ、５％ ＢＳＡ 进行包被抗原的封

闭，同时设置 ４ ℃ 封闭过夜、３７ ℃ 封闭 ２ ｈ 的封闭

条件，按照常规 ＥＬＩＳＡ 方法进行，根据结果确定试

验最佳封闭条件。

·３·
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１． ５． ３　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法阴阳性临界值、敏感性和

特异性鉴定以及标准曲线的确定

１． ５． ３． １　 阴阳性临界值的确定　 使用此方法检测

３０ 份空白小鼠血清，计算血清 ＯＤ４５０ｎｍ值的平均值

和标准方差，并根据公式（阴阳性临界值 ＝ 平均

值 ＋ ３ ×标准方差）计算阴阳临界值。
１． ５． ３． ２ 　 敏感性试验 　 按照 １ ∶ ４０００、１ ∶ ８０００、
１∶ １６０００、１ ∶ ３２０００ 倍倍比稀释狂犬病病毒阳性血

清，依次加入到包被好 Ｇ 蛋白抗原的 ＥＬＩＳＡ 板中，
根据阴阳性临界值确定能够检测为阳性结果的稀

释度，来确定方法的敏感性。
１． ５． ３． ３　 特异性试验　 按照建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方

法，将狂犬病阴性血清和 ３ 份未免疫狂犬病疫苗小

鼠的细小病毒阳性血清、３ 份犬瘟热病毒阳性血清

进行检测，重复 ３ 次，根据待检血清和阴阳血清

ＯＤ４５０ｎｍ值确定试验的特异性。
１． ５． ３． ４　 标准曲线的确定　 使用 ＦＡＶＮ 法和犬的

标准阳性血清对 ＥＬＩＳＡ 方法中小鼠标准阳性血清

的效价进行测定，然后对小鼠标准阳性血清进行梯

度稀释，测定其对应的 ＯＤ４５０ｎｍ 值，以 ＯＤ４５０ｎｍ 值为

ｘ 轴、稀释度对应的阳性血清效价为 ｙ 轴，绘制出

表示两者线性关系的标准曲线。
１． ５． ４　 方法与荧光抗体病毒中和试验（ＦＡＶＮ）法

对比　 使用已经建立的 ＥＬＩＳＡ 方法和 ＦＡＶＮ 方法

分别对 １０ 份小鼠狂犬病阳性血清进行检测，分别

计算出 １０ 份血清效价，比较两种方法的相关性。
２　 结果与分析

２． １　 Ｇ 蛋白基因的扩增 　 以 ＣＶＳ － １１ 株 ＲＶ 的

ｃＤＮＡ 为模版，用上下游引物进行扩增，扩增出 Ｇ
蛋白全长基因片段，大小为 １５７５ ｂｐ（图 １），符合预

期大小。
２． ２ 　 Ｇ 蛋白基因的克隆及鉴定 　 重组质粒

ｐＭＤ１８ － Ｔ － Ｇ 经 Ｘｈｏ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 双酶切鉴定，得到

１５７５ ｂｐ 和 ２９６２ ｂｐ 大小的两个片段（图 ２），证明 Ｇ
蛋白基因已经正确克隆到 Ｔ 载体上。
２． ３　 重组表达质粒 ｐＥＴ － ３２ａ － Ｇ 的构建及鉴定　
用 Ｘｈｏ Ｉ 和 ＥｃｏＲ Ｉ 对目的片段进行双酶切后连接

于酶切后的 ｐＥＴ － ３２ａ 载体上，对质粒进行双酶

１： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｇ ｇｅｎｅ；Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 Ｇ 蛋白基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｇ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ＰＣＲ

Ｍ： ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｇ ｇｅｎｅ；

２： Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＭＤ１８ － Ｔ － Ｇ

图 ２　 ｐＭＤ１８ － Ｔ －Ｇ 双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ ２　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＭＤ１８ － Ｔ －Ｇ

切鉴定，得到 １５７５ ｂｐ 和 ５９００ ｂｐ 大小的两个片段

（图 ３ ）， 鉴 定 正 确 后 送 测 序， 测 序 结 果 正 确。
ｐＥＴ － ３２ａ － Ｇ 构建成功。
２． ４　 重组表达蛋白 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 鉴定及其可溶性

分析　 重组菌经诱导表达后，在 ６２ ｋＤ 附近出现目

的条带（图 ４），且多存在于包涵体沉淀中，表明蛋

白以包涵体形式存在。
２． ５　 重组表达蛋白的纯化及其鉴定　 对切胶纯化

后的 Ｇ 蛋白进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
鉴定，结果显示纯化后的蛋白无杂蛋白， 纯度

较高（图５、图 ６）。
２． ６　 间接 ＥＬＩＳＡ 最佳工作条件的确定　 根据正交

实验结果，当 Ｇ 蛋白抗原包被量为 ７． ８１２５ ｎｇ ／孔、

·４·
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Ｍ： ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｇ ｇｅｎｅ；

２： Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｐＥＴ － ３２ａ － Ｇ

图 ３　 ｐＥＴ －３２ａ － Ｇ 双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ ３　 Ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ －３２ａ － Ｇ

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｐＥＴ － ３２ａ － Ｇ；

２： Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｐＥＴ － ３２ａ － Ｇ

图 ４　 重组表达蛋白 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳结果

Ｆｉｇ ４　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

血清稀释度为 １ ∶ １００ 时，阳性血清接近 １． ０，此时

阳、阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ 比值（Ｐ ／ Ｎ）最大。 因此选择

１∶ １００ 为最佳的阴阳性血清稀释度，７． ８１２５ ｎｇ ／孔
为最佳的抗原包被量。 使用 ４ 种封闭液分别封闭

抗原，间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定封闭效果，使用 ５％ ＢＳＡ
作为封闭液时，阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值在 １ 附近，且阳

性、阴性血清 ＯＤ４５０ｎｍ比值最高，故 ５％ ＢＳＡ 为最佳

封闭液。 将 ＨＲＰ 标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体进行

１∶ １０００、１∶ ２０００、１∶ ４０００、１∶ ８０００ 倍稀释，按照间接

ＥＬＩＳＡ 方法测定阴阳性血清的 ＯＤ４５０ｎｍ以及 Ｐ ／ Ｎ 值，
酶标二抗的最佳稀释浓度为 １∶ ８０００。 使用 ＴＭＢ 底

物显色液在避光条件下进行 ＥＬＩＳＡ 试验，分别在不

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２：Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ

图 ５　 Ｇ 蛋白纯化前、后的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ ５　 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍ： Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ； １ － ３： ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ６　 纯化后 Ｇ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

同的时间终止显色，测定阴阳性血清 ＯＤ４５０ｎｍ值，确
定底物显色时间为室温下避光１５ ｍｉｎ。 对已知的

３０ 份狂犬病病毒抗体阴性血清进行检测，计算

ＯＤ４５０ｎｍ平均值为 ０． １６４８，标准差为 ０􀆰 ０３１３，因此阴

阳性临界值为 ０． ２５８７。
２． ７ 　 ＥＬＩＳＡ 方法敏感性试验 　 使用本试验建立

的 ＥＬＩＳＡ 方法对不同稀释倍数的阳性血清样品

进行敏感性检测。 如表 １ 所示，当血清在 １ ∶ １６０００
倍稀释时，其 ＯＤ４５０ｎｍ 大于阴阳性临界值，且 Ｐ ／ Ｎ
值大于 ２。

·５·
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表 １　 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法敏感性分析

Ｔａｂ １　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ
血清稀释倍数 ４０００ ８０００ １６０００ ３２０００ 阴性血清

ＯＤ４５０ｎｍ ０． ８２７０ ０． ５６０２ ０． ３８３４ ０． ２２２６ ０． １５９１

２． ８　 ＥＬＩＳＡ 方法特异性试验　 用间接 ＥＬＩＳＡ 方法

检测犬细小病毒小鼠阳性血清和犬瘟热病毒小鼠

阳性血清，同时设置狂犬病病毒阳性血清、阴性血

清和空白对照，试验结果如表 ２ 所示，犬细小、犬瘟

热病毒以及空白小鼠血清 ＯＤ４５０ｎｍ平均值均在阴阳

性临界值之下，说明 ＥＬＩＳＡ 方法特异性较好。

表 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 方法的特异性分析

Ｔａｂ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ａｓｓａｙ
血清 ＯＤ４５０ｎｍ平均值 交叉反应

犬细小病毒血清 ０． １０２３ 无

犬瘟热病毒血清 ０． ０９２０ 无

空白对照 ０． ０４１７ ／

阳性血清 １． １９６０ ／

阴性血清 ０． １５９１ ／

２． ９　 ＥＬＩＳＡ 方法标准曲线方程　 使用 ＥＬＩＳＡ 方法

以及已知效价的小鼠狂犬病阳性血清进行试验，如
表 ３ 所示，以 ＥＬＩＳＡ 方法检测的血清中和抗体

ＯＤ４５０ｎｍ值作为 ｘ 轴，以已知的中和抗体滴度作为 ｙ
轴，建立计算抗体滴度的标准曲线方程（图 ７），得
出多项式方程 ｙ ＝ ０． ８３９ｘ２ － １． １７９８ｘ ＋ ０． ５１，其相

关系数为 ０． ９８，接近 １，表明两者的相关性较好。

表 ３　 不同中和抗体滴度对应的 ＯＤ４５０ｎｍ值

Ｔａｂ ３　 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ
ＯＤ４５０ｎｍ ２． ２３８４ １． ８７１４ １． ４１８６ １． ０２９９ ０． ７４１３ ０． ４９１７

中和抗体滴度 ／
（ ＩＵ·ｍＬ － １）

２． １６ １． ０８ ０． ５４ ０． ２７ ０． １３５ ０． ０６７５

２． １０　 ＥＬＩＳＡ 与 ＦＡＶＮ 试验结果比较 　 本试验中

狂犬病病毒感染 Ｖｅｒｏ 细胞荧光照片如图 ８。 当孔

内出现类似如图所示的细胞内荧光显影时，即可将

该孔判定为阳性，未出现细胞内荧光显影，可判定

为阴性，如图 ９。

图 ７　 不同中和抗体滴度对应的 ＯＤ４５０ｎｍ值标准曲线

Ｆｉｇ ７　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＯＤ４５０ｎｍ ｖａｌｕｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ

ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ

图 ８　 ＣＶＳ －１１ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞荧光图

Ｆｉｇ ８　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ＣＶＳ －１１ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

图 ９　 未被病毒感染 Ｖｅｒｏ 细胞荧光图

Ｆｉｇ ９　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｏｕｔ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

·６·
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使用 ＥＬＩＳＡ 和 ＦＡＶＮ 方法检测 １０ 份阳性血清

样品，分别计算其抗体含量，如表 ４ 所示，将两者的

结果变化趋势以折线图表示（图 １０），计算两条折

线的相关系数为 ０． ９８６。 两种方法检测 １０ 份血清

的阳性率均为 １００％ ，表明本试验建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法与 ＯＩＥ 推荐的 ＦＡＶＮ 法检测小鼠血清抗体效价

具有较非常高的符合率。

表 ４　 ＦＡＶＮ 法和 ＥＬＩＳＡ 检测 １０ 份血清样品的抗体含量

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｔｅｎｔ ｕｓｅ

ＦＡＶＮ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ｍｅｔｈｏｄ

血清编号
抗体含量 ／ （ ＩＵ·ｍＬ － １）

ＦＡＶＮ 法 ＥＬＩＳＡ 法

１ １５． ６ ９． １２６

２ １７． １ ９． ２１２

３ ２３． ３ １２． ８０１

４ ６． ６ ３． １１７

５ ７． ７ ５． ４３０

６ ７． ０ ４． ３０３

７ １１． ８ ７． ２７７

８ ２１． ４ １１． ９２６

９ ４． ７ ４． １２６

１０ １５． ４ ９． ０１１

图 １０　 ＥＬＩＳＡ 和 ＦＡＶＮ 法检测 １０ 份血清样品

中和抗体含量结果比较

Ｆｉｇ １０　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ａｎｄ

ＦＡＶＮ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｎ １０ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨　 论

狂犬病严重危害着人类和动物的健康，我国是

受其影响最严重的国家之一。 目前针对人类的狂

犬病，预防性接种和暴露后的接种是防治狂犬病的

主要措施。 狂犬病疫苗的使用效果需要通过免疫

后的抗体效价监测来实现，目前 ＷＨＯ 推荐的抗

体监测方法为 ＦＡＶＮ 法，这种方法在试验过程中

需要使用 ＣＶＳ － ２４ 毒株，存在一定的危险性［６］。
而 ＥＬＩＳＡ 方法具有灵敏度高、快速、操作便捷、成本

低的优点，除使用全病毒粒子之外，使用具有特异

性抗体识别位点的 Ｇ 蛋白进行抗体的检测也具有

一定的可行性［７］。 ＲＶ 中 Ｇ 蛋白的基因全长为

１５７５ ｂｐ，由 ５２４ 个氨基酸组成，Ｇ 蛋白与病毒的致

病力有密切的关系，并且能够诱导细胞免疫，刺激

机体产生对抗病毒的中和抗体。 Ｇ 蛋白是一种跨

膜蛋白，具有三聚体结构，位于狂犬病病毒包膜和

感染细胞的质膜中，包含胞质内区域，疏水性跨膜

区域和胞外区域，三种单体的结合形成了三聚

体［８］。 研究表明 Ｇ 蛋白具有 ３ 个中和抗体结合位

点，其中 ＩＩＩ 号位点最为重要，是位于 ３３０ ～ ３５７ 位

氨基酸序列，Ｇ 蛋白变性后，ＩＩＩ 号位点随即消失，但
除此之外，Ｇ 蛋白还含有一些线性表位，这些表位

不依赖于高级空间结构也能够存在，在变性的蛋白

中能够存在，从而能够被抗体特异性识别。
本研究以原核系统表达的 Ｇ 蛋白作为包被原，

使用免疫了狂犬病标准疫苗的小鼠血清作为阳性

血清，以辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠抗体作

为二抗，摸索各个试验环节的最佳条件，最终建立

了间接 ＥＬＩＳＡ 方法，可以用于检测小鼠血清样品中

狂犬病病毒中和抗体的水平，也可以用于狂犬病病

毒 Ｇ 蛋白单克隆抗体制备过程中，抗狂犬病病毒 Ｇ
蛋白抗体阳性杂交瘤细胞的筛选。 本方法的特异

性好，与常见的能够感染犬只的犬细小病毒和犬瘟

热病毒均无交叉反应；本方法的敏感性高，在血清

稀释度为 １∶ １６０００ 时仍然能够检测出阳性，这也说

明虽然试验使用的包被抗原以包涵体形式存在，但
其主要的抗原抗体结合位点并未受到空间构象的

影响。
ＦＡＶＮ 法具有很好的灵敏度和准确性，其结果

在判定时较荧光灶试验受主观因素影响小，且试验

周期较短，是广泛使用的抗体效价检测方法，也是

·７·
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国际公认的检测狂犬病病毒中和抗体的金方法之

一［９ － １０］。 使用荧光抗体病毒中和试验与本试验建

立的 ＥＬＩＳＡ 方法同时检测 １０ 份小鼠血清，结果表

明两种检测方法得出的结果相关性较好，阳性符合

率为 １００％ 。 进一步说明本试验建立的 ＥＬＩＳＡ 检

测方法结果可靠。 ＥＬＩＳＡ 方法具有简便、快速、灵
敏度高等优点，且对试验条件的要求低，相比于

ＦＡＶＮ 法，具有不用活毒、试验周期短、可检测样本

量大等优点。 因此 ＥＬＩＳＡ 方法更适用于疫苗效力

检验中免疫小鼠血清中和抗体的测定。
本试验中使用 Ｇ 蛋白作为包被原建立的

ＥＬＩＳＡ 方法可用于检测小鼠血清抗体含量，也可用

于狂犬病病毒 Ｇ 蛋白单克隆抗体制备过程中的阳

性杂交瘤细胞筛选，当把本 ＥＬＩＳＡ 方法中辣根过氧

化物酶标记的山羊抗小鼠抗体换作抗犬的抗体之

后，经过优化试验条件，也可用于犬血清中狂犬病

病毒中和抗体的检测，对疫苗免疫后的犬体内抗体

含量变化情况进行监测， 来 评 价 疫 苗 的 免 疫

效果［１１］。
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