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摘要 目的：组织不同的实验室分析假病毒中和法（Pseudo Virus-based Neutralization Assay，PBNA）

对不同样品的狂犬病病毒中和抗体水平的检测能力，并比较其与经典的快速免疫荧光灶抑制试验

（Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test，RFFIT）以及小鼠中和试验法（Mouse Neutralization Test，

MNT）的相关性。方法：共9家实验室，分别采用PBNA、RFFIT以及MNT法对6份样品进行狂犬病病

毒中和抗体检测，每个实验室进行3～5次重复实验。采用配对t检验及Pearson相关系数对3种检测方法的

结果进行统计学分析。结果：PBNA与RFFIT、PBNA与MNT、RFFIT与MNT Pearson相关系数分别为

0.985、0.988和0.974，抗体几何平均滴度进行t检验，差异均无统计学意义（P＞0.05）。结论：3种方法

重复检测6份样品的定量结果具有高度的相关性，PBNA法可作为《中华人民共和国药典》方法RFFIT、

MNT的一种替代或补充方法，用于人用狂犬病疫苗临床血清、狂犬病人免疫球蛋白及抗狂犬病血清的

狂犬病病毒中和抗体效价检测。
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Study on the Pseudo Virus-based Neutralization Assay for Rabies Virus 
Neutralization Antibody Test
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Beijing 102629, China)

Abstract   Objective:  To analyze the ability of pseudo virus-based neutralization assay (PBNA) to detect rabies 
virus neutralization antibody levels in different samples in different laboratories, and compare its correlation 
with classic rapid fl uorescent focus inhibition test (RFFIT) and mouse neutralization test (MNT). Methods: A 
total of 9 laboratories were used to test rabies virus neutralization antibody in 6 samples by PBNA, RFFIT and 
MNT methods respectively, and 3 to 5 repeated experiments were carried out in each laboratory. Paired t test 
and Pearson correlation coeffi  cient were used to analyze the results of the three detection methods. Results: The 
Pearson correlation coeffi  cient between PBNA and RFFIT, PBNA and MNT, RFFIT and MNT were 0.985, 0.988 
and 0.974 separately. The geometric mean titer of antibody was tested by t test, and there was no significant 
diff erence (P>0.05). Conclusion: The quantitative results of the repeated detection of 6 samples by three methods 
are highly correlated. PBNA method can be used as a substitute or supplementary method for RFFIT and MNT 
methods in Chinese Pharmacopoeia for the detection of rabies virus neutralization antibody in clinical serum of 

·监管技术·
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狂犬病病毒中和抗体是评价狂犬病人免疫球

蛋白、抗狂犬病血清以及评价狂犬病疫苗免疫效果

的重要指标。目前，快速荧光灶抑制试验（Rapid 

Fluorescent Focus Inhibition Test，RFFIT）和荧光

抗体病毒中和试验（Fluorescent Antibody Virus 

Neutralization Test，FAVN）分别是世界卫生组织

（World Health Organization，WHO）和世界动物

卫生组织（World Organization for Animal Health，

OIE）推荐的中和抗体检测“金标准”[1]。我国

2020版《中华人民共和国药典》（以下简称《中国

药典》）收载的中和抗体检测方法是小鼠中和试验

（MNT）及快速荧光灶抑制试验（RFFIT）[2]。

近几年来，我国人用狂犬病疫苗每年的批签发

量约为1600～1800万剂，狂犬病人免疫球蛋白签发

量逐年增加，近3年年批签发量约为1100～1200万

瓶[3]。同时，人用狂犬病疫苗临床效果评价的需求

巨大。因此，建立快速高通量的中和抗体效价检测

方法对上述制品的评价和加速该类制品发展具有十

分重要的意义。随着无生物安全担忧的假病毒技术

的快速发展，假病毒中和试验（PBNA）已经广泛

应用于病毒类疫苗免疫效果的评价[4-8]以及新发突

发传染病治疗用免疫球蛋白的质量控制[9]。中国食

品药品检定研究院（简称中检院）通过对假病毒包

装系统进行优化，打破了狂犬病病毒假病毒的构建

瓶颈，获得了高滴度的狂犬病病毒CVS-11株假病

毒，建立了狂犬病病毒中和抗体检测的假病毒中和

法（PBNA）并进行了标准化研究。前期的研究结

果显示PBNA法对狂犬病人免疫球蛋白效价检测呈

现出良好的灵敏度、特异性、重复性及准确性，与

经典的RFFIT法有良好的相关性（R2=0.946）[10]。

为评价该标准方法用于狂犬病人免疫球蛋白及抗狂

犬病血清质量控制的可行性，本研究邀请了共9家

有资质的实验室进行协同验证，考察不同实验室间

PBNA法的重现性以及与活病毒方法的相关性，为

该方法纳入药典标准方法提供科学数据。

1   材料与方法
1.1   试验材料

MNT法狂犬病毒标准攻击毒株（CVS）、

RFFIT法标准中和毒株（CVS-11，为标准攻击毒株

CVS的细胞适应株）由中检院提供，各实验室参照

《中国药典》传代保存使用；狂犬病病毒CVS-11

株假病毒（批号为20190813、病毒滴度为8.6×106 

TCID50·mL-1）、RFFIT用BSR细胞、PBNA用293T

细胞及国家标准品均由中检院提供。检测用标准

品为第六批狂犬病免疫球蛋白国家标准品，批号

为250011-201306，标示效价为37.0 IU·mL-1。

1.2   试剂与仪器

相关试验试剂、检测用仪器均由各实验室常

规配置。

1.3   协作验证

样品选取6份高、中、低效价及不同来源样品

（编码B11~B66），其中B11、B55为人用狂犬病疫

苗免疫后人血清，B22、B33、B44为狂犬病人免疫

球蛋白，B66为马抗狂犬病血清，由中检院制备分

装后按照协作研究方案发放至各实验室，实验室编

号为01～09。

1.4   方法 

将检测用假病毒株、细胞、国家标准品、协

作验证用样品以及3种检测方法的标准操作规程统

一发放给参与协作验证的9家实验室，各实验室独

立开展3～5次重复实验。RFFIT法和MNT法参与验

证实验室均为生物制品生产及检验的有资质实验

室, 采用本实验室传代保存的标准攻击毒株和中和

毒株进行检测，并由长期从事该项检测的实验人员

完成。假病毒中和试验参与验证实验室为经过假病

毒中和试验能力验证考核的实验室。

1.4.1   小鼠中和试验法（MNT）实验[2]

参照“《中国药典》2020版三部通则3512

第一法”进行。取2倍系列稀释的待检样品及标

准品各8个稀释度0.5 mL，等量加入中和用标准

攻击毒株病毒悬液0.5 mL，病毒含量为32～320 

LD50·0.03 mL-1，同时设立病毒对照。37℃水浴

中和1 h，分别进行小鼠脑内注射，每只小鼠注射

0.03 mL，每稀释度注射6只小鼠。观察小鼠14 d，

记录接种后4 d发病死亡小鼠，按照Reed-Muench 

法计算LD50，根据标准品效价计算样品结果。

human rabies vaccine, rabies human immunoglobulin and anti-rabies serum. 
Keywords:   pseudo virus-based neutralization assay; rapid fl uorescent focus inhibition test; mouse neutralization 
test; rabies virus neutralization antibody; collaborative study
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1.4.2   快速免疫荧光灶抑制试验（RFFIT）[2]

参照“《中国药典》2020版三部通则3512

第二法”进行并计算结果。在96孔板上3倍系列

稀释待检血清及参考品（50μL+100μL）；然

后每孔加入50μL适量的病毒（可引起细胞达到

80%～95%荧光病变面积的病毒量），同时设立

病毒对照及细胞对照。37℃、5%CO2培养箱中和

1 h；取出96孔反应板后，每孔加入50μL BSR细

胞（1×106·mL-1）。37℃、5%CO2培养箱里培养

24 h后弃培养液，用0.1 mol·L-1 PBS（pH7.2）洗1

遍，然后加入-20℃预冷80%丙酮50μL，4℃固定 

30 min。弃掉丙酮，待残余丙酮挥发后，每孔加入

50μL工作浓度的 FITC标记抗狂犬核蛋白单抗，

37℃、5%CO2培养箱中孵育30 min。0.1 mol·L-1 

PBS（pH7.2）洗3遍，置荧光斑点分析仪扫描观

察，记录每孔荧光病变面积的情况。根据标准品及

血清样品荧光病变面积在50％上下的2个稀释度，

参照《中国药典》公式计算血清中和抗体滴度。

1.4.3   假病毒中和试验（PBNA）测定法

将 3 倍 系 列 稀 释 至 适 宜 稀 释 度 的 标 准 品 及

供试品各100μL加入至96孔板中，各孔中再加

入中和用假病毒，每孔50μL（含假病毒1600 

CCID50·mL-1），同时设正常细胞对照孔及病毒对

照孔。混匀后置37℃孵箱中和1 h。取出培养箱中

已准备好的293T细胞（汇合率达80%～90%），

用0.25%胰蛋白酶消化细胞并制备细胞悬液，再

用DMEM完全培养液将细胞稀释至4×105·mL-1，

向细胞悬液中加入DEAE-dextran，使其浓度为25 

mg·L-1。96孔细胞培养板中每孔加入100μL细

胞，于37℃、5%CO2孵箱里培养40～52 h。培养结

束后，从细胞培养箱中取出96孔板，用多道移液器

从每孔中吸弃150μL上清液，加入100μL荧光素

酶检测试剂，将96孔板室温避光反应2 min。反应

结束后，用多道移液器将反应孔中的液体反复吹吸

6~8次，使细胞充分裂解，再从每孔中吸出150μL

液体，加于对应96孔化学发光检测板中，置于化学

发光检测仪中读取发光值，计算中和抑制率。中和

抑制率＝[1-（样品组的发光强度均值-空白对照均

值）/（病毒对照组的发光强度均值-空白对照值均

值）]×100％。按照Reed-Muench 法计算ID50，通

过标准品与样品ID50比值对样品进行中和抗体滴度

计算。

1.5   统计分析

利用SPSS 23.0和GraphPad Prism（Version 8.0）

软件进行分析。采用配对t检验对3种方法检测血清

抗体几何平均滴度（Geometric Mean Titer，GMT）

进行比较，P＜0.05差异有统计学意义。将抗体滴

度结果进行对数（Log）转换后，进行Pearson相关

系数（r）及线性回归分析。

2   结果
2.1   协作验证数据收集

中检院共收集来自5个实验室的18个RFFIT检测

数据、4个实验室的12个PBNA检测数据、2个实验

室的5个MNT检测数据，计算各实验室每个样品分

别采用3种检测方法的抗体GMT及各实验室内和实

验室间变异系数（Coefficient of Variation，CV）。

最后取所有实验室相同方法检测抗体结果的GMT

作为该方法每份样品检测的最终结果。见表1。

2.2   协作验证结果分析

2.2.1   检测结果变异系数分析 

M N T 法 各 实 验 室 内 检 测 结 果 变 异 系 数 为

0%~29.8%，实验室间变异系数为13.7%~44.5%；

R F F I T 法 在 各 实 验 室 内 检 测 结 果 变 异 系 数 为

0.8%~35.8%，实验室间变异系数为7.5%~32.5%。

均符合验证方案要求。参与假病毒中和试验验证

的01实验室因标准品最高稀释度中和抑制率大于

50%，无法计算ID50，无抗体滴度结果；03实验

室B55样品因实验室内变异系数为189.9%，不符

合假病毒中和试验预设100%变异范围[11]，判定为

无效数据。统计有效实验数据，假病毒中和试验

（PBNA）在各实验室内变异系数为0%~37.0%，实

验室间变异系数除去B55为24.0%~49.9%，B55样品

实验室间变异系数为79.3%。

2.2.2   对不同检测方法相关性分析 

PBNA与RFFIT的Pearson相关系数为0.985，

P＜0.01；PBNA与MNT的相关系数为0.988，

P＜0.01；RFFIT与MNT的相关系数为0.974，

P＜0.05。线性回归分析R2分别为0.971、0.976、

0.948，如图1、图2、图3。3种方法抗体平均几何

滴度进行配对t检验，P＞0.05，差异无统计学意

义，见表1、图4。
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图 1   PBNA 与 RFFIT 相关性

图 3    RFFIT 与 MNT 相关性

图 2    PBNA 与 MNT 相关性

图 4   三种方法配对 t 检验

3   讨论
假病毒中和抗体检测方法（PBNA）因其安

全、快速、操作简单、定量客观等优势，正逐步成

为替代传统活病毒中和抗体检测的方法，成为经典

的中和抗体检测方法之一[12-13]。尤其在新冠疫情暴

发后，新冠病毒（SARS-CoV-2）假病毒中和抗体

检测方法的快速建立和标准化[14-15]，使该方法成为

新冠疫苗研发中重要的免疫原性评价方法。PBNA

的应用需经过严格的标准化控制和充分的性能评

价，尤其是对已有标准检验方法、标准检测毒株

以及检测标准品的生物制品如流感疫苗、EV71疫

苗、狂犬病疫苗、脊髓灰质炎疫苗等质量控制及中

和抗体评价，必须与已有标准方法进行充分的方法

验证与比较[16-17]。

狂犬病假病毒中和试验方法鲜有文献报道[18-20]。

Wright等开发的PBNA方法与FAVN检测符合率为

100%, 中和抗体滴度检测相关性较好（R2=0.89）。

本研究构建的狂犬病病毒假病毒糖蛋白序列来

源于RFFIT法的标准中和毒CVS-11株，并且病

毒滴度可以达到1×107 TCID50·mL-1，与RFFIT

的检测结果具有更高的相关性（R2=0.946）[10]。

本研究中9家实验室统一用第六批狂犬病免

疫球蛋白国家标准品平行检测，对6个样品检测结

果以IU·mL-1进行了赋值。采用3种不同方法对6

份样品进行了协作验证，狂犬病假病毒中和方法

（PBNA）与RFFIT及MNT标准方法定量检测滴度

水平高度相关（R2=0.971和R2=0.976），与前期实

验室的研究结果一致[10]，符合国家相关指南中对于

PBNA方法的要求[15-16]。 9家实验室的协同验证结

果进一步证实PBNA与RFFIT及MNT检测结果基本

IU
/m

L
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一致，抗体GMT结果差异无统计学意义。按照统一

操作规范，各实验室采用不同检测方法的检测结果

重现性良好。RFFIT法和MNT法实验室内和实验间

检测结果变异系数均在50%之内。PBNA法检测除

去其中一份样品B55检测结果实验室间变异系数为

79.3%, 其余样品检测变异系数在50%之内。B55样

品结果变异较大是由03实验室检测偏差较大引起。

分析可能原因一是B55由多份人免疫后血清混合后

制备，样品均一性无法充分保证；二是PBNA检测

仪器高灵敏性及人员操作引起的实验结果偏差。由

于荧光素酶检测试剂半衰期较短，室温避光反应时

间必须严格控制在2 min，同时实验前检测试剂应

平衡至室温，排除不同温度下荧光素酶酶促反应值

差别较大引起的实验偏差。后续可通过加强人员培

训和加大协作验证样品量来进一步进行确认。

PBNA法使用化学发光仪自动检测，排除了人

员在RFFIT结果判定中的主观因素影响，且能快速

读取数据，提高了检测效率，更重要的优势是不使

用活病毒，避免了生物安全的风险，也无需使用动

物，符合国际倡导的3R原则。因此，PBNA法对于

人用狂犬病疫苗大量临床血清的免疫效果评价和狂

犬病人免疫球蛋白及抗狂犬病血清的质量控制更加

有效和适用，可作为传统的狂犬病病毒中和试验方

法的替代方法或补充方法进行推广使用，并将为我

国狂犬病防控发挥重要作用。
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事医学科学院微生物流行病研究所、四川大学华西

医学院重点实验室、成都生物制品研究所、武汉生
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