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应用病毒感染细胞酶联免疫吸附试验 

检测肾综合征出血热病毒抗原和抗体 

张天明 莉 杨 占秋 肖红 向近敏 

(湖北医学院 病毒研究所，武汉 4300 71) 

提 要 

t 

应用病 毒感染 细胞 酶联免 疫吸附 试 验 (VIC—ELISA)检 测肾综 合征出血 热病毒 

(HFRSV )感染性滴度 比双抗体间接ELISA~问接免疫 荧光法 (IFA)分别敏感 10倍 和 

lOO倍 VIC-ELISA检测兔抗HFRsV抗体 的稿度比双抗体间接夹心 ELISA和IFA分别敏 

感 1．6倍 和 8倍。 VIC—ELISA能敏惑，快速、有效地检测HFRsV抗原和抗 体 

关奠饲：肾综合征 出血热病毒 病毒感 染细胞酶联免疫吸 附试验 双抗体间接 夹心 

SV)的存在以来，使 HFRS的 病 原学及其诊断 问题逐步趋于解决，随之建立起来的特 

异性检测技术也在不断地改进和发展。为了进一步提高病毒诊断的特异性和敏感性，我 

们采用一种新的技术，病毒感染细胞酶联免疫吸 附试验对 HFRSV抗原和抗体进行了检 

测，并与双抗体间接夹心ELIsA和间接免疫荧光法进行了比较，现报道如下 

材 料 与 方 法 

一 、 晴■和细臆 HFRSV H114株系从湖北省 EHF急性期患者尿液中分离到，Hantaan病 毒 

76—1l8株引自美国陆军传染病研究所。Asa9~细胞传代用含10嘶小牛血清的1640培养基，维持液换 

以 2曲小牛血清的1640培养基。 

二、兔抗HFRSV血清 用感染滴度为 10‘TCIDS0／ml的Hant*tall病毒76—118株给家鬼背部多 点 

注射，于 注射后第 9周取 血备用。 

三、靠毒感染性滴度的测定 用lO倍连续稀释的Hant aS．I]病毒76—118株病毒溉，接种96孔微量 

培养板内长满单层的A549细胞，37℃吸附 l小时后，暖出病毒液，拓维持液培养，同时 设细胞 对 

照 ，第l2天分别用VIc—ELISA，双抗体 间接夹 心ELISA和IFA捡铡 ，计算TCIDS0／m1。 

四、靠毒感染细置一联免疫吸附试验 (筒靠VIc—ELIŝ )将76—1l8株和H 114株病毒分别接种 

于96孔微量培养板 内长满单 层 的 AS49细胞 37℃吸附 1小 时后 ，吸 出病毒液，加维 持液培养，同时 

设细胞对 照。于第6天和第 12天 吸出维持液 ，每孔加 10嘶甲醛 10嘶氯化钙固定液 ，室温下 2O分钟 ， 
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用蒸馏水洗 1次，加 2啦小牛血清 的1640阻断液 ，37℃ 20分钟 ，用0．0lmol／L pH7．4 PBS含0．1啦 

Tween20洗液洗 4次，加兔抗 HFRSV血清37。c 2小时，洗涤，加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗 

体37℃ l小对，洗涤，加^底物 ^BTS 37℃显 色30分钟后，在BIo-TEK自动酶标仪上读取OD值， 

结果判断：以被捡标本 OD值比阴 性对 照标本平均 OD值≥2．1为 阳性。 

五、双抗体间接夹心ELIŝ 按文献l 2l 

六、间接免疫荧光法 按文献 【’】。 

结 果 与 讨 论 

一

、 病毒感染性的滴定 用VIC—ELISA、ELISA和IFA法所测病毒感染性滴度分别 

为l0‘TClD50／ml，10 4TCID 50／ml，1,0’TCID 50／ml。VIC—ELISA比 ELISA法 敏 感l0 

倍 ，比IFA法敏 感 100倍。 

二、兔抗HFRSV抗体的滴度 76-118株和H11 4株分别感染A 549细胞于第 6天和第 

12天用VIC—ELISA测兔抗HFRSV抗体滴度分别为r：80和 l l 320。 这表明随着病毒培 

养时间的延长，病毒在细胞内逐渐增殖，可使检测的敏感性提高 4倍。 

三、VIC-ELISA与ELISA$flIFA测抗体滴度的比较 用VIC—ELISA、EL／SA和IFA 

同时对兔抗 HFRSV抗体进行效价滴定，分别为I 3 ，1 I 200，1 40。 VIC—ELISA 

比ELISA敏感 1．6倍，比IFA敏感 8倍。 

HFRSV在细胞培养中增殖，一般不 gI起细胞病变。本文报告的VIC—ELISA是病毒 

接种于96孔微量培养板细胞单层，增殖后感染细胞已固定在板上，再用ELISA的程序检 

测。这一方法结台了细胞培养和免疫酶测定的优点，可进行病毒抗原和抗体的检测。采 

用96孔微量培养板培养病毒具有省材、省力、简便等优点。96孔微量培养板经适当处理 

后，可重复使用。 VIC—ELISA将会得到更为广泛的应用。 
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Detection of Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome 

Virus Antigen and Antibody by VIC—ELISA 
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Deteetion of HFRS virus infectivity titer using irus—inf ect ed eell 

enzyme一1inked immunosorhent a ssay(VIC—ELISA )was l~tore sen$itiv e than 

the indirect adouble．sandwioh" ELISA and indi rect imm unofluorescent an— 

tibody(IFA)technique 10 and 1 00 tirues respectiv ely．Det ection of rabbit 

anti-HFRS virus antibody tit r using VIC—ELISA Wags more s ensiti ve than the 

indireet“double—sandwich” ELISA and indirect IFA technique 1．6 and g tirues 

respectively
．

The VIC—ELISA carl be used for rapid， se]3 sitive and effi c— 

leat detection of HFRS virus antigen and antibody
． 

Key w ordsl Hemorrhagic fever with renal synd rome vi rub Virus 

— infected cell enzyme—linked immunosorhent assay Indirect“double—sand— 

with” ELISA Indirect immunofluorestent antibody technique Antigen 

and an tibody 
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