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#的效果$方法
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异硫氰酸荧光素"
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#标记用于
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公司
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为对照试剂!对
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例人血清进行平行
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检测!

将结果进行统计学分析$结果
!

两种抗体检测结果的线性相关分析显示相关系数"
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'两种抗体检测定性结果一致率为
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#!发生定性结果不一致的
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C@&&D
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清两种抗体检测结果均小于
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例两种抗体检测结果均小于或等于
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F*

的血清样品中有
(

例"
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#发生结果定

性不一致!其余样品均未发生不一致的情况$结论
!

使用荧光标记抗
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与
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进行
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检测时结果高度一

致!荧光标记抗
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%是
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狂犬病专家委员会推荐的抗狂犬病病毒

中和抗体检测标准方法之一'
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年版)中国药典*第
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部

也已将
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列为抗狂犬病病毒中和抗体检测标准方法之
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需要通过荧光抗体试验$
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%观察结果#敏感,高效的荧光标记抗狂犬病病毒核

蛋白单克隆抗体诊断试剂是
"=$

的关键因素'
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(

+国内尚无获

得正式批准文号的荧光标记抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体

诊断试剂#进口产品价格昂贵#进口周期长+本研究对新型荧

光标记抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体#抗
1!234150.

用于

!""#$

检测的效果进行评价#结果报道如下+
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材料与方法
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材料
!
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是各血清型狂犬病病毒核蛋白共

有的一段保守线性表位肽与
)*+

耦联后免疫
,-./
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小鼠制

备的高效价单克隆抗体#可以识别培养细胞和动物脑组织中的

狂犬病病毒天然抗原+对抗
1!234150.

进行浓缩,纯化,异硫

氰酸荧光素$
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%标记后摸索适宜

工作浓度用于
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检测#以
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公司荧光标记抗狂犬

病病毒核蛋白单克隆抗体产品
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S

I9HN70:;-1
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为对照试剂+
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待测样品
!

'&&

例待测人血清由北京市通州区潞河医院

狂犬病门诊提供+待测血清样品置
KZ

冰箱冷藏#测定前需在

室温下平衡
C&F7I

#然后
>(Z

水浴灭活
C&F7I

#取出后在室

温下平衡
C&F7I

+每次检测均设立阴性血清对照,弱阳性血清

对照,强阳性血清对照,
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病毒对照,正常细胞对照+
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各要素及标准操作流程
!

按照参考文献'

K

(进

行#同一样品采用两种荧光标记抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗

体进行平行
!""#$

检测+

A@D

!

统计学处理
!

采用
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统计软件进行两种荧光标

记抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体
!""#$

检测值相关性分
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析#拟合回归曲线#给出回归曲线方程&对两种荧光标记抗体进

行
!""#$

检测时定性检测结果中和抗体阳性率比较的
!

' 检

验#按照检验水准
#

?&@&>

分析两种抗体检测定性结果差异是

否存在统计学意义+

B

!

结
!!

果
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新型抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体主要特点
!

从

a;I;/-IV

中选择各基因型狂犬病病毒代表毒株核蛋白氨基酸

序列#经同源性比较,二级结构分析,亲水性和疏水性分析#

)#[ab3$a3c)$3

是各基因型狂犬病病毒代表毒株核蛋白

氨基酸序列中的保守线性肽段+

)#[ab3$a3c)$3

合成多

肽与
)*+

耦联免疫
,-./

"
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小鼠制备抗
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单克隆抗

体#经过浓缩,纯化,

"#$6

标记可在
%d'&&

稀释度有效识别
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感染
,[!

细胞中病毒抗原#见图
%

+

!!

=

为感染
62[1%%

的
,[!

细胞&

,

为正常
,[!

细胞+

图
%

!!

"#$61

抗
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识别感染

细胞的
62[1%%

#

%e'&&

$
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新型抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体在
!""#$

检测中

的表现
!

"#$61

抗
1!234150.

用于
!""#$

检测时标准品,细

胞对照,病毒对照表现良好#标准品
>&D

分界点定位在第
>

,

(

孔之间#细胞对照孔内无荧光灶#病毒对照显示
62[1%%

毒种

用量符合
B&D

感染量#见图
'

+

!!

=

为标准品第
>

孔$

'>D

细胞感染量%&

,

为标准品第
(

孔$

J>D

细胞感染量%&

6

为正常细胞对照$无荧光灶%&

<

为病毒对照$

B&D

细

胞感染量%+

图
'
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用于
!""#$

检测

时标准品%细胞&病毒对照的表现

B@C

!

使用两种抗体进行的样品检测结果分析
!

'&&

例血清样

品无变质,污浊等导致无法用于
!""#$

检测的问题+使用

57..7

8

9:;

公司
<"=>%&&

和
"#$61

抗
1!234150.

进行平行检

测+对定量检测结果进行回归分析#回归方程
:?&@&>Kf

&@AA>%

#相关系数$

!

%

?&@AB&

+对定性检测结果进行两样本

率比较的
!

' 检验#

!

'

?&@&AB

#$

"?&@J>K

#

"

$

&@&>

%#使用两

种抗体的阳性检出率差异无统计学意义#见表
%

+

表
%

!!

两种抗体检测结果比较

检测结果
<"=>%&&

'

'

$

D

%( 抗
1!234150.

'

'

$

D

%( 合计$

'

%

阴性
''

$

%%@&&

%

'K

$

%'@&&

%

K(

阳性
%JB

$

BA@&&

%

%J(

$

BB@&&

%

C>K

合计
'&&

$

%&&@&&

%

'&&

$

%&&@&&

%

K&&

(B

例两种抗体检测结果均小于或等于
%#E

"

F*

的样品中

有
(

例$

B@B'D

%发生结果定性不一致#其余样品未出现两种抗

体检测结果定性不一致+使用
<"=>%&&

检测阴性标本中有
'

例使用
"#$61

抗
1!234150.

检测阳性#对其中编号
%(J

的样

品在不同时间进行
%&

次重复检测#使用两种抗体的阳性检出

率均为
(&D

&使用
<"=>%&&

检测阳性的标本中有
K

例使用

"#$61

抗
1!234150.

检测阴性#对其中编号
%&J

的样品在不同

时间进行
%&

次重复检测#使用两种抗体的阳性检出率均为

(&D

+对这
'

例样品用两种抗体的阳性检出率进行比较#

!

'

检验$

!

'

&

&@&&%

#

"?%

#

"

$

&@&>

%#显示这种差异由操作系统

引起而与使用的抗体无关+
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!

讨
!!

论

狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体可用于狂犬病病毒血清学

分型#这是不同抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体以.鸡尾酒/配

对方式组合检测多个血清型狂犬病病毒的原理'

>

(

+目前使用

较广泛的荧光标记抗狂犬病病毒核蛋白抗体产品主要基于上

述原理#本研究中
<"=>%&&

由
C

个抗狂犬病病毒核蛋白单克

隆抗体配对#可检出已知
>

个血清型狂犬病病毒+抗狂犬病病

毒核蛋白单克隆抗体一般采用天然狂犬病病毒核蛋白抗原或

表达狂犬病病毒核蛋白抗原免疫
,-./

"

0

小鼠制备#尚未使用

合成肽免疫动物制备针对狂犬病病毒核蛋白某区段的单克隆

抗体'

(1B

(

+本研究利用各血清型狂犬病病毒核蛋白共有保守线

性区段合成肽制备可能检出多个血清型狂犬病病毒的单克隆

抗体#抗
1!234150.

#该抗体可识别感染细胞中天然狂犬病病

毒核蛋白抗原#用于以
62[1

$

为攻击毒株的
!""#$

检测中具

有和
<"=>%&&

等同的检测效力+

狂犬病病毒核蛋白相对分子质量为
>&@>e%&

C

#由
K>&

个

氨基酸组成#其中第
(K

%

%&>

位和第
'&%

%

C'A

位氨基酸是两

个高度保守区域#后者中第
'%&

%

'K'

位和第
'J%

%

C%J

位氨基

酸是更保守的区域#单克隆抗体抗原位点分析证实存在
&

,

$

,

'

,

(

K

个抗原表位#其中
&

$第
C>B

%

C(J

位%,

(

$第
C>A

%

C((

位#第
CJ>

%

CBC

位%为线性抗原表位#

$

,

'

为空间构象性

表位'

A1%&

(

+采用狂犬病病毒核蛋白抗原免疫动物制备的抗狂

犬病病毒核蛋白单克隆抗体针对空间构象或线性抗原表

位'

%&

(

+采用合成肽免疫动物制备的抗狂犬病病毒核蛋白单克

隆抗体仅针对线性抗原表位+

)#[ab3$a3c)$3

肽段位于

第
%>'

%

%(K

位氨基酸#是未曾报道的线性抗原表位区域#显示

抗狂犬病病毒核蛋白单克隆抗体抗原表位研究仍有拓展空间+

我国是世界第二大狂犬病流行国#每年消耗狂犬病疫苗

%'&&

%

%>&&

万人份'

%%1%'

(

+进行狂犬病预防处置效果评估需

通过
!""#$

检测血清抗狂犬病病毒中和抗体效价#国内仅少

数实验室可以进行该检测+

'&%&

年)中国药典*第
C

部的颁布

实施将促使国内相关实验室及各狂犬病疫苗和免疫球蛋白生

产厂家建立
!""#$

检测体系#对荧光标记抗狂犬病病毒核蛋

白抗体需求将迅速增长#大量采购进口试剂不仅花费巨大#而

且耗时较长+本研究推出的
"#$61

抗
1!234150.

经研究完全

能够用于
!""#$

检测#是值得推广的荧光标记抗狂犬病病毒

核蛋白单克隆抗体#拟进一步验证该抗体与其他血清型狂犬病

病毒的反应特性#探讨应用该抗体检测各血清型狂犬病病毒的

可行性+
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<_33<%,

基因编码一种胞内信号蛋白#该蛋白是
$3"1

#

&

型受体$

$3"1

#

!

&

%结合蛋白的结合配体#能够负调控细胞

因子引起的
$3"1

#

!

&

信号转导'

%'1%C

(

+

<_33<%,

蛋白表达

于
<6

细胞亚群和
3)

细胞#在活化
$

细胞中表达明显上

调'

%K

(

+在哮喘过程中#一部分活化的
$

细胞发育为
$+'

细

胞#

<_33<%,

蛋白调控
$+%1$+'

细胞因子级联反应并通过

抑制
$3"1

#

!

&

信号转导调控其他炎症信号通路+

为了解中国儿童哮喘与
<_33<%,

基因多态性的关系#

本研究选取
C

个
[34

位点进行了检测分析'

(

#

%>

(

+研究结果显

示#

:H%JJ>KKK

位点
C

组基因型及等位基因频率分布在两组间

的差异有统计学意义#其中#哮喘组
$6

和
$$

基因型频率明

显低于健康对照组#哮喘组
$

等位基因频率低于健康对照组&

这与国外文献中报道的欧裔人群和非裔儿童中的研究结果相

反#提示该位点在中国哮喘儿童中可能为保护性
[34

位点+

此外#为了进一步探讨
<_33<%,

基因多态性导致儿童哮喘

易感性的机制#本研究分析了哮喘儿童
:H%JJ>KKK

位点基因型

与血清
#

S

_

水平的关系#结果显示哮喘儿童该位点基因型与血

清
#

S

_

水平无关&提示该位点多态性并未导致患者血清
#

S

_

差

异#

<_33<%,

基因多态性可能通过其他途径导致儿童哮喘易

感性+

目前#

<_33<%,

蛋白在哮喘病理,生理过程中的作用仍

然知之甚少#对于
<_33<%,

基因多态性与哮喘易感性的关

系#尚需在更多的人群中进行重复研究以及功能基因组研

究'

%

#

%(

(

+本研究是对
<_33<%,

基因与儿童哮喘相关性的初

步调查#更多大量样本的研究#以及
[34

位点与
!3=

转录水

平,细胞因子水平的关系仍在进一步研究之中+对
<_33<%,

基因研究的不断深入将为哮喘基因的确立,哮喘的预测,防治

和治疗提供新的线索和途径+
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