双抗体夹心ELISA定量检测狂犬病病毒糖蛋白检测方法的建立及初步应用
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摘要：本实验以狂犬病病毒糖蛋白单克隆抗体作为捕获抗体，狂犬病病毒多克隆抗体作为检测抗体，标准品为以细胞半数感染量(TCID50) 准确定量的狂犬病病毒SRV9毒株病毒液，建立了检测狂犬病病毒糖蛋白（RABV-GP）含量的双抗体夹心ELISA检测方法，对各反应条件进行优化并分析其特异性、重复性和灵敏度。结果显示，双抗体夹心ELISA定量检测方法最佳工作条件为：狂犬病病毒糖蛋白蛋白单克隆抗体包被浓度为2.5µg/mL，4℃包被过夜；1%BSA，37℃封闭2h；狂犬病病毒多克隆抗体1：200稀释，37℃孵育1.5h；酶标二抗1：5000稀释，37℃孵育1h；TMB室温避光显色30min。该方法可特异性定量检测狂犬病病毒，与犬细小病毒、犬瘟热病毒和犬传染性肝炎病毒均不发生反应。该方法线性检测范围为1×104～1.0×107TCID50/mL，平均批内变异系数小于6%，平均批间变异系数小于8%。
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Development and application of andouble-antibody sandwich ELISA detection of Rabies virus
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Abstract:In this experiment, in order to establish double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) for detection of rabies virus, the monoclonal antibody of rabies virus glycoprotein and rabies virus polyclonal antibody was used as the capture antibody and detecting antibody. SRV9 strain of rabies virus have been quantified the 50% of tissue culture infective dose (TCID50) was used as a standard. Optimized the reaction conditions and analyzed the specificity, repeatability and sensitivity, the rabies virus glycoprotein monoclonal antibody coated concentration was 2.5 g/mL at 4℃ overnight, 1％ BSA as blocking agent at 37℃ for 2h, 1:200 dilution of polyclonal antibody against rabies virus at 37℃ 1.5h, the enzyme labeled antibody was diluted into 1:5000 at incubated at 37℃ for 1h, the substrate TMB for ELISA being incubated for 30min at room temperature. This method can detect rabies virus specifically, and have no reaction with canine parvovirus, canine distemper virus and infectious canine hepatitis virus. The linear detection range of this method is 1. 0×104～1. 0×107TCID50/mL, coefficient of variability percent (CV%) of inter-batch duplicative texts and extro-batch duplicative texts was less than 6% and 8%. 
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狂犬病(Rabies)是一种由狂犬病毒(rabies virus, RABV)引起的侵害中枢神经系统的致死率极高的人畜共患传染病，全世界每年至少六万人死于该病[1]。大多数的病例发生于非洲和亚洲，病犬为主要传染源[2,3]。潜伏期短者几天，长者达十余年乃至数十年，致死率高，发病后几乎100%死亡，至今仍无特效治疗药物[4]。狂犬病死亡案例通常是被患狂犬病的病犬咬伤所致，故强调在咬伤后尽快注射狂犬病疫苗，如严重还应加注射血清或免疫球蛋白[5]。若感染者无法及时获得正确治疗，狂犬病病毒一旦进入中枢神经系统，狂犬病感染者几乎无一例外死亡[6]。因此，要想让狂犬病得到控制，通过预防免疫来降低犬及野生动物感染狂犬病的几率非常重要，应用何种狂犬病疫苗，以防止狂犬病的发生就更为重要[7]。当前，传统狂犬病疫苗以灭活疫苗为主导[8]。
狂犬病病毒基因组含有5个开放阅读架(ORF), 从3′端至5′端分别编码五种结构蛋白，依次为核蛋白(NP)、磷蛋白(PP)、膜基质蛋白(MP)、糖蛋白(GP)和转录酶大蛋白(LP) [9]。其中狂犬病病毒糖蛋白为病毒主要抗原部位，为唯一诱导中和抗体的蛋白，一定程度上可以认为疫苗中糖蛋白含量的高低决定了疫苗的保护效力[10,11]。因此建立快速检测狂犬病病毒糖蛋白含量对于疫苗免疫效力的确定及免疫剂量的确定十分重要。
目前，在狂犬病疫苗研制过程中，检测其抗原含量的方法有NIH动物法测定、小鼠半数致死量(LD50)检测和细胞半数感染量( TCID50)检测[12,13]。NIH动物法测定方法测定周期长，操作繁琐，以及国际动物保护协会对实验动物使用的制约，不适用于提纯过程中各步骤的监测[9]。检测狂犬病病毒的 LD50不仅需要使用活病毒，还需使用实验动物，操作繁琐，耗时长，至少需要14d。检测狂犬病病毒的TCID50不仅需要使用活病毒，还需要使用细胞，对洁净程度要求极高，成本较高，实验周期也会长达2d，在一定程度上这两种检测方法均会限制生产效率[14]。
ELISA方法是一种快速、准确、廉价、简便的免疫学检测手段，在狂犬病抗原和抗体的测定中均有广泛应用 [15]。用双抗体夹心ELISA定量检测方法检测狂犬病疫苗中糖蛋白含量，可以间接估算出疫苗的效力。本实验以狂犬病病毒糖蛋白单克隆抗体作为捕获抗体，对犬高免血清进行了纯化，以纯化后的狂犬病病毒多克隆抗体作为检测抗体，建立了间接定量检测狂犬病病毒糖蛋白含量的双抗体夹心ELISA定量检测方法。该方法准确、快速、特异，主要用于狂犬疫苗制品中糖蛋白含量的检测，对于疫苗效价及免疫剂量的确定具有重要意义[16,17]。
1. 材料与方法
1.1 主要试剂
狂犬病病毒、犬瘟热病毒、犬细小病毒和犬腺病毒，均由军事医学科学院军事兽医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室保存；狂犬病病毒多克隆抗体为军事医学科学院军事兽医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室制备并保存；BHK细胞和sf9悬浮昆虫细胞由军事医学科学院军事兽医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室培养；狂犬病病毒糖蛋白单克隆抗体为美国Millipore公司产品；辣根过氧化物酶标记的兔抗犬IgG为三箭公司产品；狂犬病病毒病毒样颗粒（RABV-VLPs）由军事医学科学院军事兽医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室制备并保存[9]；BCA蛋白浓度测定试剂盒及SDS-PAGE相关试剂为碧云天生物技术研究所产品；Tween-20为Solar-bio公司产品；BSA为北京鼎国生物技术有限公司产品。
1.2 标准抗原的制备
狂犬病病毒（RABV-SRV9株）和狂犬病病毒（RABV-ERA株）由中国人民解放军军事医学科学院军事兽医研究所动物病毒学与特种动物疫病学实验室保存。BHK细胞传代至T25细胞瓶内，采用同步接毒法加入P2代SRV9 200μL，放入37℃ 5% CO2细胞培养箱培养3d，吸取上清分装保存为P3代。对P3代SRV9进行病毒滴度测定。BHK细胞传代并按合适细胞密度传至96孔板，100μL/孔。用细胞培养液连续10倍稀释病毒，将病毒原液和梯度稀释液依次加入96孔板内，50μL/孔，每个稀释度重复4个孔。将 96孔板放入37℃ 5% CO2细胞培养箱培养2d，弃去上清，加入预冷80%丙酮 200μL/孔，室温固定30min。甩干丙酮，200μL/孔PBS洗板三次，5min/次。将96 孔板倒置于吸水纸上拍干，弃净液体，在暗室中加入稀释好的FITC标记的鼠抗RABV-N蛋白单克隆抗体（PBS中加入1%抗体、0.5%依文思蓝）50μL/孔，37℃孵育1h，弃液，PBS洗板三次后，荧光显微镜下观察结果。按Karber法计算病毒滴度。
1.3 RABV-VLPs的制备
将重组杆状病毒rpFB1-EG和rpFB1-EM按MOI＝3：2比例共感染sf9悬浮昆虫细胞，27℃、120rpm震荡培养5d后收获 Sf9 细胞-培养液混合物制备狂犬病病毒ERA株病毒样颗粒，命名为 EVLP。4℃、3000 rpm 离心 30 min，去除细胞沉淀，保留上清；将上清4℃、30000 rpm 超速离心 60 min，弃掉上清，PBS 重悬沉淀，4℃溶解过夜；配制 20%、40%和 60%蔗糖溶液，0.22μm过滤器过滤除菌；利用穿刺针依次将已配制好的60%、40%和20%蔗糖溶液加入超离管，由下至上形成 60%-40%-20%蔗糖层，将溶解后液体加至蔗糖层最上层，4℃、24000 rpm超速离心 90 min；小心吸取40%-60%蔗糖层间的白色条带，于PBS中进行脱糖处理，4℃、27000 rpm 超速离心1.5h，弃掉上清，PBS 彻底重悬沉淀，4℃溶解过夜；使用BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定狂犬病病毒样颗粒EVLP浓度，调整终浓度至1mg/ml，分装、-80℃保存备用。
1.4 双抗体夹心ELISA方法的建立
1.4.1 酶标板均一性测定
随机挑选8块不同批次的酶标板，从每块酶标板中随机挑选2列16孔作为包被孔。将  HRP标记的羊抗犬IgG作1：5000倍稀释直接包被酶标板，100μL/孔，4℃包被过夜。PBST洗涤5次，每次3min，1%BSA 150μL/孔，37℃封闭2h。PBST洗涤5次，每次 3min，加入显色液TMB100μL /孔，室温避光显色30min后，加入0.5mol/L H2SO4 50μL/孔终止显色，酶标仪在 450nm处读取D值。根据统计学原理计算各孔平均D值、标准差及变异系数，以检测酶标板的均一性。
1.4.2 捕获抗体和检测抗体工作浓度的测定
将捕获抗体（单抗）从1：50，1：100，1：200，1：400连续倍比稀释，将各稀释梯度抗体分别包被到酶标板的1~4列，100μL/孔，4℃孵育过夜，甩干洗涤后封闭，加入1×107TCID50/mL的标准狂犬病病毒（RABV-SRV9株）作为待检抗原，100μL/孔，37℃作用1h后甩干洗涤，将检测抗体（多抗）从1：50，1：100，1：200，1：400连续倍比稀释，将各稀释梯度抗体分别加到酶标板的A~D排，37℃，1.5h，甩干洗板，加入酶标二抗，37℃作用1h后甩干洗涤，加入显色液(TMB) ，用0.5mol/L H2SO4终止，以D450nm值达到2时，确定这两种抗体的稀释倍数为两者的工作浓度。
1.4.3 酶标二抗工作浓度的测定
将工作浓度的捕获抗体包被到酶标板的1列，4℃孵育过夜，甩干洗涤后封闭，加入1×107TCID50/mL的标准狂犬病病毒（RABV-SRV9株）作为待检抗原，100μL/孔，37℃孵育1h后甩干洗涤，将工作浓度的检测抗体加入到酶标板的A~E排，37℃孵育1.5h，甩干洗板，将酶标二抗从1：5000，1：10000，1：20000，1：40000，1：80000连续倍比稀释加入到酶标板的A~E排， 37℃孵育1h后甩干洗涤，加入显色液( TMB)，用0.5mol/L H2SO4终止，以D450nm值最接近2的稀释倍数为工作浓度。
1.4.4 最佳反应时间的确定
以30min、1h、1.5h、2h分别作为各步的孵育时间，测定反应的D450值。
1.4.5 灵敏度的测定
将培养的RABV-SRV9 (1×107TCID50/mL)作10倍系列倍比稀释( 6个稀释度) 并进行测定。
1.5 双抗体夹心ELISA定量检测方法性能评价
1.5.1 特异性实验
取犬细小病毒（CPV）、犬瘟热病毒（CDV）和犬传染性肝炎病毒（ICHV）作为待检样品进行测定。使用建立的双抗体夹心ELISA定量检测方法在相同条件下对本实验室保存的犬细小病毒（CPV）、犬瘟热病毒（CDV）和犬传染性肝炎病毒（ICHV）进行检测，每份样品重复3次，并设立RABV阳性对照和阴性对照，用以检测建立的ELISA方法的特异性。
1.5.2 重复性实验
1.5.2.1批内重复 取同一批次收获的RABV-SRV9在不同时间作为被检样品进行批内重复检测，计算批内平均变异系数。
1.5.2.2批间重复 取不同批次收获的RABV-SRV9在同一时间作为被检样品进行批间重复检测，计算批间平均变异系数。
1.6双抗体夹心ELISA定量检测狂犬病病毒糖蛋白检测方法的初步应用
用包被液稀释捕获抗体至工作浓度后包被酶标板，100μL/孔， 4℃孵育过夜，甩干后洗涤，加入1% 的BSA，150μL /孔，37℃封闭 2h，甩干后洗涤，加入已知病毒滴度的狂犬病病毒（1×107TCID50/mL RABV-ERA株）和狂犬病病毒病毒样颗粒EVLP100μL/孔，同时加入1×107TCID50/mL、1×106TCID50/mL、1×105TCID50/mL、1×104TCID50/mL、1×103TCID50/mL和1×102TCID50/mL的标准狂犬病病毒（RABV-SRV9株）作为待检样品，同时设阴性对照，37℃作用1h，甩干后洗涤，然后加入稀释至工作浓度的检测抗体，100μL/孔，37℃孵育1.5h，甩干后洗涤，加入稀释至工作浓度的酶标二抗，100μL/孔，37℃反应1h，甩干后洗涤，加入显色液（TMB），用0.5mol /L H2SO4终止，根据标准病毒液的TCID50和D450nm值绘制标准曲线y=kx+b，再将被检样品的x0(D)值代入标准曲线方程，求得y0(TCID50)值，即100μL被检样品所含糖蛋白含量约等同于y0TCID50标准狂犬病病毒液所含糖蛋白含量。
2  结果
2.1标准抗原的制备
对P3代SRV9进行病毒滴度测定结果为1×106TCID50/mL。
2.2 RABV-VLPs的纯化及检测
本实验获得的EVLP由糖蛋白（GP）和基质蛋白（MP）构成。经测定蛋白质量浓度为6.96mg/mL。利用Western Blot分析EVLP 蛋白组成，结果如（图1）所示，可见GP（A，约56kDa）和MP（B，约25kDa）目的蛋白条带。
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图1 狂犬病病毒样颗粒EVLP Western Blot分析
A. GP, 约 56 kDa   B. MP, 25 kDa
2.3 双抗体夹心ELISA定量检测方法的建立
2.3.1 酶标板均一性的测定
经统计学分析，不同酶标板每孔D450nm平均值为0.730，标准差为0.021，变异系数为2.88% ，小于10%，表明此酶标板每孔均一性良好，可满足ELISA实验的要求。
2.3.2 捕获抗体和检测抗体工作浓度的测定
经测定，当D450nm值最接近2时捕获抗体（单抗）和检测抗体（多抗）的稀释倍数分别为1:400和1:200（见表1）。
表1　捕获抗体最适稀释倍数及检测抗体最适稀释倍数的方阵滴定结果
	检测抗体稀释倍数
	捕获抗体稀释倍数

	
	1：50
	1：100
	1：200
	1：400

	1：50
	2.063
	2.015
	1.929
	2.093

	1：100
	2.008
	1.896
	1.927
	2.054

	1：200
	1.936
	1.776
	1.862
	1.998

	1：400
	1.821
	1.745
	1.769
	1.937


2.3.3 酶标二抗工作浓度测定

经测定，当D450nm值最接近2时酶标二抗的稀释倍数为1:5000（见表2），所以根据实验结果建立了单抗－抗原－多抗－酶标二抗这种双抗体夹心ELISA定量检测方法。
表2 酶标二抗D450nm检测结果

	酶标二抗稀释倍数
	D450nm

	1：5000
	1.845

	1：10000
	1.162

	1：20000
	0.704

	1：40000
	0.388

	1：80000
	0.154


2.3.4 最佳反应时间确定
经测定，最佳封闭时间为2h，待检样品最佳孵育时间为1h，检测抗体最佳孵育时间为1.5h，二抗最佳孵育时间为1h。
2.3.5 灵敏度测定
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图 3   标准曲线
由图3可知，1.0×107TCID50/mL、1.0×106TCID50/mL、1.0×105TCID50/mL和1×104TCID50/mL的标准病毒与D450值之间存在线性关系，最低检测限值为1×104TCID50/mL，检测范围为1×104～1.0×107TCID50/mL。
2.4 双抗体夹心ELISA定量检测方法性能的评价
2.4.1 特异性实验
犬细小病毒（CPV）、犬瘟热病毒（CDV）和犬传染性肝炎病毒（ICHV）的D450nm值超出标准曲线检测范围内，OD 值均小于0.15。
结果见表4。特异性实验结果表明， CPV、CDV、ICHV和RABV阳性对照和阴性对照的D450nm值均小于临界值0.602(阴性值eq \o(\s\up 8(-),\s\do 3(X))+2S)[7]，判断结果为阴性。RABV D450nm值大于临界值0.602，判断结果为阳性。表明该定量检测方法具有良好的特异性。
表4特异性实验结果
	病毒
	CPV
	CDV
	ICHV
	RABV（—）
	RABV（+）

	OD450nm
判定结果
	0.132
	0.118
	0. 147
	0.126
	1.948

	
	—
	—
	—
	—
	+


2.4.2 重复性实验
5次不同时间检测同一批次收获的RABV-SRV9的批内变异系数均小于6%（3.38%~5.20%），5次分别收获的RABV-SRV9在同一时间作为被检样品的批间变异系数均小于8%（4.83%~6.28%），批内变异系数与批间变异系数均较小，表明该定量检测方法重复性较好。
2.5双抗体夹心ELISA定量检测狂犬病病毒糖蛋白检测方法的初步应用
根据标准病毒液的TCID50和D值绘制标准曲线y=4×106（2x-1），r2≥0.99。将被检样品已知病毒滴度的RABV-ERA株和EVLP的x0（D450nm）值2.034和1.668代入标准曲线方程，求得已知病毒滴度1×107TCID50/mL RABV-ERA株y0(TCID50)值为1.227×107，该检测结果与病毒滴度检测结果差异较小，表明该定量检测方法同样适用于检测其他不同毒株狂犬病病毒，EVLP y0(TCID50)值为9.344×106，即100μL被检样品所含糖蛋白含量约等同于9.344×106TCID50标准狂犬病病毒液所含糖蛋白含量。
3 讨论
目前，我国已有关于狂犬病病毒定量检测方法的研究报道，例如NIH动物法测定、小鼠半数致死量(LD50)检测和细胞半数感染量( TCID50)检测，这几种方法均为检测疫苗中狂犬病病毒的含量，对疫苗中真正有效抗原糖蛋白含量则不能特异性检测，且此类检测方法无法针对病毒样颗粒疫苗等疫苗进行定量[14,15,18]，只有定量检测狂犬病病毒糖蛋白含量才能实现真正的抗原定量。本文建立的双抗体夹心ELISA定量检测方法是一种特异性检测待检样品中狂犬病病毒糖蛋白含量的方法，该方法实验周期短，不超过1个工作日，具有特异性好、敏感性高、操作快速、简便等优点，且不需要使用实验动物，避免了国际动物保护协会对实验动物使用的制约。可用于狂犬病疫苗产品中糖蛋白含量的检定，并且适用于狂犬病病毒病毒样颗粒糖蛋白含量的间接定量，对于疫苗临床剂量的确定及预测疫苗的保护效果具有重要意义。
参考文献：
1. Caillet-Saguy C, Maisonneuve P, Delhommel F, et al. Strategies to interfere with PDZ-mediated interactions in neurons: What we can learn from the rabies virus[J]. Progress in biophysics and molecular biology, 2015.
2. Messenger S L, Smith J S, Rupprecht C E. Emerging epidemiology of bat-associated cryptic cases of rabies in humans in the United States[J]. Clinical Infectious Diseases, 2002, 35(6): 738-747.
3. Johnson N, Cunningham A F, Fooks A R. The immune response to rabies virus infection and vaccination[J]. Vaccine, 2010, 28(23): 3896-3901.
4. 夏咸柱. 野生动物疫病与公共卫生[J]. 动物保健. 2006(07)
5. Franka R, Wu X, Jackson F R, et al. Rabies virus pathogenesis in relationship to intervention with inactivated and attenuated rabies vaccines[J]. Vaccine, 2009, 27(51): 7149-7155.
6. Joseph J, Sangeetha N, Khan A M, et al. Determinants of delay in initiating post-exposure prophylaxis for rabies prevention among animal bite cases: Hospital based study[J]. Vaccine, 2013, 32(1): 74-77.
7. Barkhouse D A, Faber M, Hooper D C. Pre-and post-exposure safety and efficacy of attenuated rabies virus vaccines are enhanced by their expression of IFNγ[J]. Virology, 2015, 474: 174-180.
8. Starodubova, E. S., et al. (2015).Rabies vaccines: Current status and prospects for development.Molecular Biology 49(4):513-519.
9. 齐瑛琳. 狂犬病病毒样颗粒的构建, 制备及免疫效果评价[D]. 吉林大学, 2015.
10. 曾鸣, 王玉琳, 梁勇, 李根明. ELISA法和NIH法检测狂犬病疫苗抗原量的比较研究[J]. 微生物学免疫学进展, 1996, 03: 20-22.
11. 王佑春. 疫苗效价检测方法的研究[J]. 中国生物制品学杂志, 2007, 20(2): 150-152.
12. Rupprecht C E, Wiktor T J, Johnston D H, et al. Oral immunization and protection of raccoons (Procyonlotor) with a vaccinia-rabies glycoprotein recombinant virus vaccine[J]. Proceedings of the National Academy of Sciences, 1986, 83(20): 7947-7950.
13. Hunter P. OIE manual for standards of diagnostic tests and vaccines , Office International des Épizooties: book review[J]. Journal of the South African Veterinary Association, 2001, 72(3): p. 157-p. 157.
14. 李金秋, 扈荣良, 任文陟, 等. 半定量检测狂犬病病毒含量的双抗体夹心直接 ELISA 方法的研究[J]. 黑龙江畜牧兽医, 2011 (12): 17-19.
15. 苏文全, 廖辉, 商一行, 等. 双抗夹心 ELISA 法快速检测人用狂犬病疫苗的效价[J]. 药学服务与研究, 2008, 8(6): 443-447．
16. Yang L M, Zhao L Z, Hu R L, et al. A novel double-antigen sandwich enzyme-linked immunosorbent assay for measurement of antibodies against rabies virus[J]. Clinical and vaccine immunology, 2006, 13(8): 966-968
17. Sun L J, Xu G L, Wang H L, et al. [Application of immunofluorescence and sandwich ELISA with double-antibodies in detection of human rabies][J]. Fayixuezazhi, 2007, 23(6): 411-413.

18. 朱蓉, 徐葛林, 孙文, 等. 双抗体夹心 ELISA 与 NIH 法在狂犬病疫苗抗原检测中的比较[J]. 中国病毒学, 2006, 20(6): 623-625.
