小鼠仙台病毒ELISA抗体检测规范化试剂盒的研制与应用
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【摘要】目的 按照实验动物国家标准和农业部对于兽医诊断制品的要求研制小鼠仙台病毒抗体检测试剂盒，并在临床检测中分析其适用性。方法 建立仙台病毒的种子批和BHK-21细胞的细胞库；标化仙台病毒生产工艺、抗原蛋白纯化工艺；优化ELISA反应板体系；标化质控血清。使用规范化的ELISA试剂盒对我单位672份送检血清样品进行检测，使用IFA和Western blot方法进行复检。结果 病毒的种子批检验表明在-80℃保存半年以上毒力稳定；病毒生产和抗原纯化工艺的标准化提高了抗原生产的稳定性；对照体系的设定降低了环境等变量对于结果判定的影响。在对临床样本的检测过程中发现3种方法的灵敏度ELISA高于Western blot高于IFA。结论 规范化的小鼠仙台病毒ELISA抗体检测试剂盒能对小鼠仙台病毒感染状况作出准确判断，具有一定的稳定性和结果可重复性。
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The development and application of standardized ELISA kit for mouse Sendai virus 
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【Abstract】Objective To develop a standardized ELISA kit for mouse Sendai virus and test it in clinical application. Methods Sendai virus seed batches and BHK-21 cell banks were set firstly; then the crafts for virus production and antigen purification were established; the detection system in ELISA flat was also optimized; the positive and negative serum controls were normalized. A totally 672 sera samples were analyzed by the current ELISA kit, and the results were confirmed by IFA and Western blot. Results the Sendai virus seed batches stored at -80℃ were stable for more than 6 months; the virus production craft and antigen purification craft improved the antigen quality; the control systems reduced the effects from environment. The detection sensitivity of ELISA kit is higher than Western blot, much higher than IFA. Conclusion the standardized mouse Sendai virus detection ELISA kit can detect the Sendai virus infection condition, and the detection result is stable and reproducible.
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    仙台病毒是实验用大鼠和小鼠严格控制的病毒性疾病，严重影响实验动物的质量，因此清洁级以上实验大小鼠中必须严格控制[1]。目前在病毒性病原体的检测中多采取血清学方法，在我国的实验动物国家标准中也推荐了如免疫荧光法（IFA）、免疫酶法（IEA）和ELISA（酶联免疫吸附试验）等传统的血清学方法[2]。但是目前我国的实验动物的检测过程中多是以各自实验室自行制备的试剂进行检测，而检测过程中检测试剂的质量会最终影响到检测结果的判定，因此对现有的检测试剂进行标准规范化的研究十分必要。
根据我中心多年的工作积累，我们按照我国农业部对于兽医诊断制品的要求[3]，对小鼠仙台病毒抗体ELISA检测试剂盒进行了较为规范的研制。
1 材料和方法
1.1 病毒、细胞等的来源和种子批、库的建立
仙台病毒和病毒培养细胞BHK-21来自美国ATCC。培养仙台病毒用SPF鸡胚来自北京梅里亚维通实验动物技术有限公司。培养BHK-21细胞的EMEM培养基来自美国ATCC。胎牛血清和其他添加剂为Invitrogen公司产品。100 µL 仙台病毒原液接种SPF鸡胚收获尿囊液，继续在鸡胚传代分别混合成批，经病毒的种子批纯净性和毒力等检定分别建立仙台病毒的原始种子批，基础种子批和工作种子批。BHK-21细胞经扩大培养传代建立相应的3层细胞库。
1.2 病毒抗原的生产和纯化
以一定毒力的工作种子批病毒接种培养成单层的BHK-21细胞，培养一定时间后对培养物做反复冻融，经56℃ 30 min对培养物做灭活处理，经连续的差速离心去除细胞碎片，收集病毒。病毒经超声处理，离心后的上清测定浓度，作为仙台病毒ELISA检测中的抗原蛋白进行后续包被。
1.3 标准血清的制备
以鸡胚尿囊液培养的仙台病毒多次不同途径接种6-8周龄SPF级BALB/C小鼠，最后一次接种一周后收集血清，并作灭活处理[4]。以IFA方法和ELISA方法对免疫血清做滴度检测，IFA滴度大于1:160的血清可混合成批，对每批混合血清做IFA滴度测试使其达到1:160以上。批次免疫血清做梯度稀释后进行ELISA检测，按照测定值在1.1-1.6范围内的稀释度稀释免疫血清可以做后续ELISA检测的阳性对照（阳性标准血清）。能够用IFA方法做阳性判定的最低稀释度免疫血清作为ELISA检测的阳性临界判定血清（阳性临界值血清）。普通的SPF小鼠经鉴定排除仙台病毒感染，血清混合作为阴性对照（阴性标准血清）。
1.4 ELISA反应板体系的优化
分别以不同浓度的抗原蛋白包被ELISA平板，测定梯度稀释的免疫血清，选择最优的抗原包被浓度。测定不同反应条件（反应温度）对于检测结果的影响。确定最优反应条件。
1.5 样品的检测
对照标准血清和待检样品做1:40倍稀释100 µL，加入预先水化的ELISA孔中，每个样品做复孔，留空白孔做对照，37℃ 孵育1 h；扣除孵育液，PBST洗板3次后加入酶标记物，37℃ 孵育1 h；扣除孵育液，PBST洗板3次后加入酶底物液，室温孵育10 min以内，待阳性标准血清显色至OD600读值至0.8加入终止液终止显色反应，OD450读值检测。阳性临界血清测量值作为阳性样品判定标准；阴性标准血清测量值加0.15做阴性样品判定标准。
1.6 IFA和Western blot对于结果的验证
参照国家标准中的IFA方法制备仙台病毒感染细胞的抗原玻片，进行IFA方法检测。使用包被ELISA平板的抗原蛋白行SDS-PAGE电泳转至NC膜上和1:100稀释的血清样本进行杂交，使用酶标记二抗显示特异条带，ECL发光显影。
1.7 检测体系的质量控制
对ELISA试剂盒的生产、保存、使用等环节进行质量控制。关键质控点包括：抗原蛋白的纯度测定；酶标板批内批间的稳定性检测；标准血清的批次滴度测定；检测体系中空白孔、阴性标准血清、阳性标准血清、阳性临界浓度血清测量值范围做限定。
2 结果
2.1 仙台病毒种子批和BHK-21细胞库的建立和鉴定
将500 µL 仙台病毒原液接种5只SPF鸡胚收获尿囊液混合成批，作为原始病毒的种子批，在鸡胚继续传代混合成批，分别制备基础种子批和工作种子批，使用血凝法对病毒的毒力进行测定，血凝毒力达到要求的1:128以上。3层种子批通过了无菌检验、支原体检验、病毒的特征性血凝抑制实验，达到农业部对于病毒的种子批纯净性和毒力等检定的要求。BHK-21细胞经扩大培养分别建立了原始细胞库、基础细胞库、工作细胞库，通过了农业部要求的检验。每3个月对病毒种子批进行毒力测定，发现病毒保存6个月内毒力无明显变化，细胞库6个月复苏测定细胞复苏效率未发现明显变化。建立了病毒种子批和细胞库的保藏管理和更新维护的体系，以满足后续试剂盒的长期生产需求。
2.2 病毒抗原的生产和纯化工艺研究
以不同剂量的仙台病毒接种培养成单层的BHK-21细胞，结果发现血凝滴度低于1:64的仙台病毒鸡胚尿囊液培养物感染BHK细胞在1周以内不能很好的引起细胞病变，测试血凝滴度低于1:32；当血凝滴度高于1:512时细胞病变发生迅速（小于24小时），但血凝滴度未能达到1:64；使用血凝滴度1:128的仙台病毒培养物感染BHK-21细胞，在60-84小时间细胞培养物中病毒的滴度处于增殖状态，而之后的时间段病毒滴度下降，在更换培养基后滴度有少量提高。
[image: ]图1：不同剂量仙台病毒接种BHK-21细胞培养病毒血凝滴度变化
Fig. 1 The HI changes of Sendai virus cultured in BHK-21 cells with different inoculation doses
对病毒细胞培养物做反复冻融，经56℃ 30 min对培养物做灭活处理，做后续抗原蛋白纯化。直接使用细胞培养物作为ELISA抗原，结果显示抗原特异性差；使用10000rpm低温离心30分钟能有效去除细胞碎片，在经过35000 rpm低温离心3小时收集病毒颗粒。直接使用病毒颗粒进行ELISA平板包被，和对照血清的反应结果显示不同孔之间检测数值存在差异，差值较大。对病毒颗粒进行超声处理后进行平板包被，平板孔与孔之见差异极小，适用于ELISA抗原生产(具体数据另文报告)。因此确定为病毒抗原生产工艺。
2.3 标准血清的制备
每批50只国家标准检测合格的6周龄SPF级BALB/c小鼠，使用SeV鸡胚尿囊液，浓度为100 TCID50 /100µl，先后以一次腹腔、2次滴鼻的方式每隔一周进行一次接种。最后一次免疫后第10 d，尾尖采血，56℃ 30min灭活，5000rmp/min 离心20min后取上清测定抗体IFA效价。效价高于1:160认为免疫合格进行后续采血。 对同一批次的免疫血清进行检验。每批混合血清做IFA滴度测试，3批次免疫血清均达到1:320。
混合成批的免疫血清从1：40开始进行倍比稀释至1：40960将稀释好的血清加入用已包被有SeV 抗原的ELISA板中，根据ELISA反应条件进行操作，最后在450nm波长处测OD值。测定值在1.1-1.6范围内的稀释度为1:640左右，对3批次免疫血清做1:16倍稀释后作为阳性对照。再做1:40稀释达到1:640，多次测量OD450吸光度在1.1-1.6范围内。检测吸光度达到合理范围，可以做后续ELISA检测的阳性对照（阳性标准血清）。阳性标准血清再进行8倍稀释后可以被IFA方法做阳性判定。继续稀释不能做IFA法阳性判定。因此将阳性标准血清做8被稀释可做ELISA检测的阳性临界判定血清（阳性临界值血清）。普通的SPF小鼠经鉴定排除仙台病毒感染，血清混合成批作为阴性对照（阴性标准血清）。
2.4 ELISA反应板体系的优化
将抗原稀释成10μg/mL、5μg/mL、2.5μg/mL、1.25μg/mL蛋白浓度，小鼠抗SeV免疫血清从1：40开始倍比稀释，进行间接ELISA实验，结果表明，包被抗原为1.25μg/mL时为最适抗原包被浓度。
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图2. 最适抗原包被浓度的确定
注：A：1.25μg/mL；B: 2.5μg/mL；C: 5μg/mL；D: 10μg/mL
Fig. 2 The optimization of antigen coating concentration
Note: A：1.25μg/mL；B: 2.5μg/mL；C: 5μg/mL；D: 10μg/mL
对于30份标准样品进行检测，选择不同的血清孵育温度，以及不同二抗孵育反应的温度分析标准样品在不同条件下的检测结果，结果发现不同反应温度的变化影响到ELISA检测读数，也会影响实验结果的判定。控制反应温度在37℃，反应1h 可以保证免疫反应的充分进行，实验结果较为稳定。因此确定血清样本的反应温度和二抗的反应温度均在37℃，各自反应1h可作为试剂盒检测的最适条件。
2.5 小鼠血清样品测试ELISA试剂盒
来源清晰的SPF级小鼠血清样本、仙台病毒免疫小鼠血清和其它方法测定仙台病毒阳性小鼠血清样本的作为测试样本，测定多批次小鼠仙台病毒ELISA检测试剂盒阴性样本的均值和标准差。结果发现：513份SPF小鼠血清ELISA检测OD450均值在3次实验中分别为0.043±0.035；0.056±0.045；0.067±0.052； IFA法判定的仙台病毒阳性的免疫血清的临界浓度在ELISA检测中OD450的测量值在0.3至0.45之间变动；672份待测血清样本使用阴性对照测量均值+0.15（3倍标准差）作为阴性样本的判定标准，测得试剂盒的特异性高于99.7%；使用仙台病毒阳性的免疫血清的临界浓度在ELISA检测中OD450的测量值作为阳性样本的判定标准，敏感性高于99.5%。
2.6 IFA和Western blot对于结果的验证
参照国家标准中的IFA方法制备仙台病毒感染细胞的抗原玻片，进行IFA方法检测。小鼠仙台病毒ELISA检测试剂盒与国家标准IFA方法的符合率为98.33%；将ELISA检测结果处于2个临界浓度之间的血清进行Western blot检测，在被检的10份血清中有6份存在阳性条带。
2.7 ELISA试剂盒的质量控制
3批次抗原蛋白行SDS-PAGE电泳，转至NC膜和免疫血清进行杂交，结果如图3所示：3批抗原蛋白均显示出主要抗原蛋白条带，无明显杂带存在。符合此标准的抗原蛋白可以进行后续抗原包被工作。
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图3  3批抗原和标准免疫血清杂交的结果
Fig 3 the Western blot reaction of 3 batches antigens with standardized immune serum
为了测定小鼠仙台病毒ELISA检测试剂盒批间和批内检测标准样品的实验重复性，测定同一样品的在不同批次产品测试结果的变异率，以及批间和批内的测试变异对于检测结果的影响，随机抽取3批ＥＬＩＳＡ平板样品，每批样品随机抽取6块ＥＬＩＳＡ平板，使用同一组测试血清样品３０份，在每个测试平板上测试，并做复孔。统计测试结果在不同批次和批内的变异率，同时计算测试的敏感性和特异性，评价批内结果的变异率和批间结果的变异率对检测结果的影响。结果发现：用IFA方法测定30份血清样品，其中5份为阳性，２5份为阴性血清样品。使用ELISA方法测定阳性样本为5份，阴性样本为２5份。不同批次和批内不同试剂盒平板不影响检测结果的判定。阴性样本OD450测定数值的批内变异率小于5％，批间变异率小于５％（图4）；阳性样本OD450测定数值的批内变异率小于５％，批间变异率小于１０％（图5）。


图4  25份阴性样本测试ELISA试剂盒批内变异率和批间变异率
Fig. 4 The variability of 3 batches ELISA kits tested by 25 SeV negative sera

图 5  5份阳性样本测试ELISA试剂盒批内变异率和批间变异率
Fig.5 The variability of 3 batches ELISA kits tested by 5 SeV positive sera
混合制备的小鼠仙台病毒阴性血清ELISA检测多次重复试验OD450的测量值在０.1以下；对3个批次的免疫血清的批次滴度进行测定，结果如图6所示，进行倍比稀释用ELISA试剂盒进行检测，3批次免疫血清测量值重复性较好。


图6  3批仙台病毒免疫血清用ELISA方法做质控检验
Fig. 6  The quality control tests of 3 batches SeV immune sera
3 讨论
酶联免疫吸附试验作为较为常规的血清学检测方法操作简便，对设备要求不高，样品检测通量较大，目前在实验动物的质量控制方面应用前景广阔。但是作为一种实验动物的诊断用试剂，其质量的稳定性十分重要。在ELISA试剂盒的质量控制中最为关键的问题包括抗原的质量，生产工艺的稳定性，参比血清的稳定性等，因此本文就我中心研发小鼠仙台病毒ELISA试剂盒过程中的质控技术做了阐述。
包被抗原是酶联免疫吸附试验的重要因素。天然抗原目前仍是最具代表性的抗原物质，因此我们在本试剂盒的开发中首选天然病毒抗原。考虑到生产成本和生产工艺的稳定性，本试剂盒采用BHK-21细胞作为病毒扩大培养的载体，和鸡胚来源的病毒相比，该方法排除了鸡胚蛋白对于实验的干扰（结果未展示），生产工艺稳定。在病毒抗原生产中感染用仙台病毒的接种剂量有一定的范围要求。当病毒接种剂量过低时，短时间内不能很好的引起细胞的病变，一方面影响了病毒的增长，对于生产的病毒的质量产生影响；同时病毒生产的周期过长，不利于病毒培养的条件控制，也提高了生产的成本。而病毒接种剂量过高导致被感染细胞病变速度过快，同样影响了病毒的质量，使得病毒的生长不完全，而细胞破碎严重。适当接种剂量的仙台病毒（在本研究中选择了血凝滴度1:128的接种剂量）可以在感染细胞2-3天的时间范围出现病毒的快速增长，病毒的培养较为稳定，在接种后72小时收获病毒，符合试剂盒病毒生产的需要，可以作为最适的培养条件。
仙台病毒作为颗粒性抗原，大小在100 nm以上，对于酶标板表面的吸附性较差。本研究中将病毒抗原做超声处理后进行酶标板的抗原包被，结果显示包被孔之见差异较小，有效的提高了抗原包被的稳定性。而对于抗原纯度的控制我们采用了免疫印记的方法对于主要抗原带型进行了鉴定。通过此种质控手段，本试剂盒的批间检测结果的变异率控制在较低水平。
通过对大量检测样品的测试，我们发现SPF级动物的血清检测数据多控制在0.2以下。而不同实验对此标准会有一定影响，例如显色时间和显色程度，因此我们采取阴性参比血清的检测结果加0.15作为阴性判定标准。以此标准对大量样品做多次检测，检测的特异性达到99%以上。因此在检测过程中低于此标准的样品可做阴性判定。而高于此标准的血清样品，仍有少量不能用IFA和Western blot等其他方法做阳性判定，而高于IFA法临界浓度的样品，在阳性结果的判定上有较高的一致性。可以看出对于小鼠仙台病毒的检测最为灵敏的方法为ELISA方法，其次为Western blot，而IFA方法灵敏度相对较低。因此在本试剂盒中增设了阳性临界浓度血清判定指标，当ELISA检测结果高于此标准时，使用其他方法可对此样品做出一致的判断。而低于此标准高于阴性判定标准的样品，其来源动物的种群需要做进一步的检测。我们对仙台病毒感染小鼠也做了消长规律的研究（数据），在感染一周后就可以用ELISA试剂盒检测抗仙台病毒的抗体，而感染3个月后抗仙台病毒抗体的水品任然维持在高位，因此目前国家标准对于实验小鼠仙台病毒检测周期的要求是合理的。
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