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狂犬病毒蚀斑方法在病毒研究和 

疫苗研制中的应用 

李宏玲 李河民 俞永新 严子林 

(中匡药品生转 品特定所，北京100050) 

提 要 

本文 采用狂吠病毒CTN—I和 f抹，经Veto细胞传代适应后，以 Veto细胞为培养基 

质 ，建立 了狂犬病毒蚀斑试验耜州斑减少试验 的方法。目前 已将此方法应用于病毒鉴定、 

病毒克隆，病毒滴定 以及抗扛犬血请的格 测，并取得了较好的结果。 

关蕾 词：狂交病毒 蚀斑方 法 

目前对于狂犬病毒及其抗体的检测，国内外已经建立了多种体内外试验，包括小 鼠 

法 免疫荧光法⋯，酶联免疫吸附珐(ELISA)⋯，放射免疫测定⋯。上述力法中，有的特 

异性强而敏感性差，有的特异性差而敏感性强。在我国目前的狂犬 病毒 的科 研及 生产 

中，仍沿用传统的小鼠法。为了寻找一个特异敏感而又简便可靠的方法，本实验首次采 

用 Veto细胞作为狂犬病毒蚀斑的培养基质，以及新的狂犬病毒 Vero细胞 适 应 株 c|r 

V ⋯  一 ⋯ 4口0一Y。+。株 ( 表示代次 )，建 立了狂犬病蚀斑方法。并使该技术应 

用于病毒鉴定，病毒克隆，病毒滴定以及抗狂犬血清的检测上，也进一步证实了该技术 

趵实 用性。 

材 料 与 方 法 

一

， 寰毒株 

1．经v ero细胞传 代适应_的狂犬病毒栋 ．即C4 2一V日⋯ Cl 0 3-V· 4,G—Vs+．(I衰示代次 )a 

原株cTN一卜38株，CTN一1_102椽 由本室严子林同 志提供。4aG株购于 武汉生物制品研 究所。 

2．CVS栋为 国际标准狂犬病毒椿 ，由本室严子林 同志提供。 

3．HD a 7一BHK株 由肖泽帅同志提供 

=、兔疵血清 

1．85RS为我国第一批抗狂犬病参考血清， 是用狂 犬病毒 40G株免疫的家鬼血清。 血清效倩 

26．53 IU／ml。 由本室严子林同志提供。 

2．自制的抗狂犬病兔血清。 

3．人抗狂犬病血清系唐山地区确证为疯狗咬伤的患者经 0、3、 7、14、2l000六钟狂式庸废 

苗注射后，于咬伤后第39l天采血取血清所得q 
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4．正常家兔血清 由本所动物标准化室李雪东同志提供。 

兰、翊■糠 

1．Veto细胞145代由上诲生物莉品研究所惠赠。 

2．BHK一21细胞 由本室敖坚同志提供。 

四、抗一片 ． 

1．抗原片 CTN一2狂犬病毒株 由奉室 曲小肃同志提供。 

2．抗原片4aG及CTN-1株均为 自制。 

五、动忉 ● 

1．小自鼠 昆明种，三周龄，体重l0一l4g， 本所动物宝提供。 

2．乳鼠，昆明种， l～ 3 日龄， 由本所 动物宝提 供。 

六、方法 

i．半微量蚀斑试验和 蚀斑 减少试验．见文献Ï 。 

2．间接荧光抗体试验，取制备好的抗原涂片。用PH7．4；gjPBS漂洗3次， 3～ 5分／次，吹干 

后加对倍 稀释 的血清0．5m1／ 孔，37~C水踏 l小 时，漂洗吹干后加荧光抗体 (伊文氏兰 1 ：lO00n 

稀释 )。37"(3水浴 1小时，漂洗致干，加 盖玻片，荧光显微镜捡恻，荧 光 强度判定参见文 献 l5，。 

结 果 
’  

_、病毒鉴定 
I 

禾实验采用我们建立的狂犬病毒蚀斑法，对狂犬病毒4aG株、CTN一卜42株适应 

Vero细胞前后的变化情况进行了研究鉴定，见表 1及图 1。 

寰1 狂 戈■●对v~rom奠遁直曹后 的佳蠢性曩的敢壹 

Ttble 1 Chanse Df vl rcs prope rtie s befo re mnd tfte r sdtptatlon in Veto eeIh 

4ao／OftgiⅡtl 

4,c／V】4 

c~9／OrlgiⅡ 

C 42／Vl4 

0 

3 x 10 E 

5 x l0 4 

3．1 5X 1Dl 

Note： V 14： 14 ple sages of rahie e T{ru●in Ve ro eel11 

(Vl4表示两株在大病毒在 ，o细胞上传了l4代 ) 

结果表明，狂犬病毒4aG株在Vero细胞上适应前以及早期传代时，无蚀斑形成。而 

在晚期传代中，出斑大小不一，直径为0．5～1．5ram，其中多为大斑，即1．O～1．5ram, 

CTN-l一42株在适应前也出斑，但均为小斑，0．5～0．8ram，适应后的蚀斑多为大斑。由 

此可见，两株狂犬病毒在对Vero细胞适应前后，在蚀斑的有无及大小特性上发生了明显 

的变化。用此蚀斑法可加以鉴别。与此同时，本实验也做了CVS株及 HD$7-BHK抹狂犬 

l蒲毒的 蚀斑试验，证 明未经细胞适虚只经脑组织传代的病毒抹 不 能出斑 如 CVS，4*G 

株，而经过细胞传代适应的病毒多能出斑，如 H 7-BHK、c·2‘V 4aG‘V ‘、cmV̈  

等。 
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同1．i．在犬痛毒4aC-株在Veto 

细胞上适应前后的性质变化 

Figi
．

i．Changv of 4iC Itrala 

property b f0⋯ Dd after 

id。PI●ti⋯ i Ve ro c ll 

困i．2．在犬 府毒CTN*·I株在Veto 

细胞上适 应前看的性质变化 

Fig1
．
2．Change 0f CTN·1 sI⋯  

ia prope rIv before 4日d iftt r 

●dttptatloa in Veto cell- 

二，病毒克隆 

采用蚀斑法将C 4 2-V C~oa-Vm 4aG—V 三株狂犬病毒 两次蚀斑纯化，各挑选出两 

株蚀斑。其中，c V 克隆的两株皆为大斑，其直径 1．O～1．5ram。c os-V e-1株为大 

斑，cm-V 。-2株为小斑 (直径0．5～O．8ram)，4aG株，Vitt-1株以大斑为主，混有个别 

小斑，纯化得不够。4aG-V15--2株为大斑。将 6株克隆的病毒分别扩增并用蚀斑法和小 

鼠法进行滴定，测其致病力的变化，结果 见表 2。 

从表 2可见，病毒滴定以c V 一l株为高，且为大 斑，毒力强。以 cm—V 2株的 

病毒滴度为低，且为小斑。但后者蚀斑法的滴度较小鼠法高一个数量级，在这一克隆株 

中可能存在着对小 白鼠致病力减弱的弱毒颗粒 

三、病毒滴定 

病毒卉旺量与蚀斑教的黄辱 
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裹 2 用小曩洼和蚀斑法进行狂米囊■ 寞瞄椿的漓定的比较 

TIb1e 2 cnm” 日。n。f，i r ．titeT 7_ice-nd p1-que methodl afteT e1。时_I 

裹 3 ●■ 稍■与蚀^鼍曲关蒜 

T 1。 3 Re1atj om between Ti~es dose ‘口d nember of plaque 

采用蚀斑法观察表 3所示的 5株病毒的病毒卉畸量与蚀斑数的关系·结果表明，随看 

病毒稀释度的增高，蚀斑数呈规律性地减 少。同时也表明，蛆蚀斑数反应的病毒 滴度不 

仅敏感，而且准确。 

2．四种方法滴定病毒的比较 

本实验采用同批连续10倍稀释的病毒以成鼠法、乳鼠法，蚀斑法、 法同时进行 

滴定。结果如表 4所示。 

裹 4 瞳种方堆矗竹■■■毫蚺仕● 

T_bIe 4 Cornp ariso~ of assay Tiru s hy different method s 

Note： AM }Adult mice SM； Su ekliag mlte 

以四种方法的数据比较，看其敏感性l蚀斑法>cPE=乳鼠法>成鼠法。究其蚀斑法 

更为敏感的原因，可能是由于三株病毒中存有弱毒颗粒所致· 

四、抗狂犬血清的检测 ’ 

中和用病毒悬液的蚀班澳4定 。 

● 

● 
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用冻存于一70"C的相 两稀释 度 的 

舟毒液经37"C水捂1小时后，定量接种 

不同日期， 不同批号的 Veto细胞各 t 

孔，其蚀斑的平均数在三次试验中各为 

22个／孑乙、24个／孔、27个／孔，说明 

每次用于中和试验的活毒数量相近。 

2．‘蚀斑数与血清稀释度的关系 

本实验用 85RS抗狂犬病毒(aG株) 

参考血清，自制的免疫兔血清及免疫人 

血清分别以 1 l 180、1 l 4O、1 I 4开始 

作对倍稀释， 稀释 度 见表 5注释。 以 

48PFU／0．1ml的病毒液加入 等量的不 

同稀释度的血清巾，37℃ 水 浴中 和 1 

小时，同嘲做病毒对照，至少 4孔，其 

平均蚀斑数 l内 24PFU／0．1ral 以蚀斑 

减少一半时的血清稀释度作为终点稀释 

度 ， 井设正常血 清对照。 根据 Reed— 

Mueach法计算结果， 见表 5及图 2 

厦 2 抗拄犬病血清稀释度与蚀疆教的关系 

Fig 2 ReI ti iP b et⋯ n anti bi s。eruⅢ 

diJutioa ●口d numb㈣ f plaque 

囊 5 盘清■■童和蚀斑t的关曩‘ 
Table 5 ReIBtlen between -atirahles i_rⅡm diI u cion aad numbe r at"Pi-qu● 

Note
． 85RS：St．ada rd refe reaee ra}Jblt 5e rⅡm杯礁抗狂犬兔血淆 

1RS：lmⅢunlIni洲d hbit⋯ nm兑痘兔血倚 

lHs 1Ⅲmuaized bu⋯ E m免疫^血清 
No． of·e rnm dilatioa： l～ 8 

1 2 3 4 5 6 7 8 

85RS． 1：160 320 640 1280 2560 5120 10240 20480 

lHS1 1l 4O Sn 180 320 640 1280 25SO 5l20 

1 HS= 1|4 8 I6 2 64 128 266 612 

从表 5可见，在蚀斑减少试验中，血清稀释度与蚀斑呈直线正榴关。随着血清稀释 

度的增加，蚀斑数也增加。 

3．三种力法检测抗血清滴度的敏感性比较 

本实验采用小鼠浩，蚀斑法 ．『白j接免疫荧光法检测三批抗狂犬血滑，其稀释度嗣表 

5注释 比较三种力法的敏感性，结果见表 6。 

从以上三种方法 可见，蚀斑法最为敏感，小 鼠法与间接免疫荧光法相近。．肌二匕表可 

皿，在小鼠法和蚀斑法的血清滴度的国际单位之阃存在着柑 性。根据端别 学棚关 l弩 
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囊 B 兰种方砖拉董抗鞋犬血清技册的比较 
Table 8 Compsrllo~ -" 盟 8Rtibody “te ，three mothocl$ 

N。I。【 。5R导I Sla~dard refereaee rabbit se rum 

l RSl Im且unil●d r-bblt● rⅡm 

1 HSi Immaal-ed ham·n ● m 

回归关系公式得出O．O5>P>o．01，相关系数r有显著性，即认为小鼠法与蚀斑法在检测 

抗狂犬血清漓度时存在着相关性，并计算出回归系数为 O．503，即当蚀斑法增减 1 IU／m! 

时·夺囊法增减O．503 IU／ml。 

讨 论 

尽管国内外关于狂犬病毒蚀斑的报道已有很多” ， 但由于其应用上的有限性以及 

方法尚不够稳定 ”⋯ ，故在实践中未能广泛应用。 

本实验采用经WHO认 可用于生产狂犬病疫苗的我围芒J己建立的CTN一1株 在 ver0 

细胞上传l弋适应后，建立了快速蚀斑法，并应用于实验中。闫蚀斑法进行狂犬病毒鉴定 

的结果表明t经细胞 f睾代适应的狂犬病毒株能在Vero~胞上产l生蚀斑J而只经动物骑组 

织传代未经细胞适应的狂犬病毒株一般不产生蚀斑，如我圈目前使用的人用狂犬病疫苗 

的毒株aG株 以及 CVS株则不能在细胞上产生蚀斑。而cTN—l、I-ID。 一BHK，c‘rV 4aG 

- V 则能够产生蚀斑，结疫苗的研 制及捡测工作带来很大 的方便。 

采用蚀斑方法进行病毒克隆，可以为病毒的纯化，毒力不同，滴度各异的毒株的挑 

选，特别是为弱毒株的挑选以及狂犬病活疫苗的研制提供了方法。 

在病毒滴定 中，可以看到蚀斑珐比乳鼠法，小鼠法更加敏感的特性，这 可能是由于个 

别的病毒发生毒力变异形成弱毒颗粒所致。这种甥毒颗粒对小白鼠已变为无致病作用。 

成年小鼠脑内接种病毒后可见，在高稀释度组中，个别小白鼠发病潜伏期延长，有的从 

发病到死亡的时间延长，最长者迭2O天 有的小鼠发病后又恢复了健康，这些都证明了病 

毒在传代过程中毒力可变弱，也说明了蚀斑法在滴定病毒上足够敏感。 

有文献报道 ”” ，狂犬病毒的蚀斑减少中和试验 与经典的小鼠法中和试验检测狂犬 

病毒中和抗体同样敏感，前者可以代替后者。但本文的实验结果证实蚀斑法比小鼠法、 

问接免疫荧光法更为敏感，且比小鼠接快出结粜，比问接免疫荧光法的结果切实 可靠。 

在病毒研究及狂犬病疫苗研制的捡测工作中，该力法可将小鼠法的检测周期l4天以 

及以往蚀斑法的 7--10天提前到 4天判定结采。可见该方法不但具有特异敏感的特点 ，也 

具有简便决速的特点，大大缩短了狂犬病毒及其抗体的检测周期，为开展Vero细胞扛犬 

病疫苗的研糊提供了一个新的检’捌力法。 

● 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


■●拳黼 2．Ino 
h●loltu  Sialel 

t 1 

参 考 丈 越 

[1】 Sehnetdef L et·1．，1973，Lab Teeh tⅡRahi85_Thi=d editi01g．P338． 

C2) V· 。der M-f·J．P·l-J．，D 9刀；。J 51and 5口，197． 

(8) Wiktot个．J et·1．，1973，L“ Teeh il Rahlem．3Jd editio口．P192． 

[4] 李宏玲等，1390．中华微生畅学殛免疫学杂志(待显表 )． 

[5) 严玉-蔷等，1932，中国医学科学报4(2)t 67． 

[6) Wikt0r T．J el t1．．1973，A ^ M icrobio 1 134A_ 271． 

(7] B-̈ h E et-1．，lg 8i．J Bi Stand 9|81． 

[8] sehaeide r L el·1．1 1973_ Lah Te ch in Rahlee， 3 rded． P339． 

[9) EaHerfsq F et at．， 198 J Vire! f̂ethods 4-盯7． 

C1 0， 肖痒帅等，lO87，实验 括床痛毒学杂志I(1)一I 6． 

[1I) 严子林等．1938，病毒学杂志2 143， 

[12) WHO．_198I．E=pert cammitlec OD Rahie。7th Repert_P9． 

[13) $ck 8S R．K e·at．，19TI，Buli W HO 45：1． 

Application of Plaque Assay Method for Rabies Virus 

in the Study of Virus and Vaccine 

Li Hong-ling Li He—min Yu Yong—xin Yah Zi—lin 

(National Institute for the Centre!of Pharmaceutical atad Biological Products．Beiiin1) 

We explored rabies virus adapted to Vero cells making plaque formation 

promptly．The plaque could be all exposed and easily seer under microscope on 

4th day．It Was shown that plaque method w¨ m ore sensi
．

tive than mice(i_ ) 

method on the titer of vi rus and assay neutralizing antibody．Up to now， the 

plaque formation has been applied to virus cloning， virus identify， virus “一 

t ration。eValuation of serum—antibody COIltent by the virus neut ralization tech— 

nique，providing an important assay method for the study and preparation for 

Purified Vero Rabies Vaccine(PVRV)． 

K ey W ordsl Rabies virus Plaque method 
．  
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