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狂犬病诊断的研究进展 

王新伟 综述，余光开 审校(泸州医学院附属医院感染科，四川泸州646000) 

Research Progress in Diagnosis of Rabies 

WANG Xin—wei(Department ofInfectious Diseases，the Affiliated Hospital ofLuzhou Medical College，Luzhou 

646000，China) 

Abstract：Recently，the prevalence of rabies tends to rise，which is seriously imperilling the development of an— 

imal husbandry and the health of human beings．The diagnosis of rabies is of important hy~ene significance． 

The research progress in diagnosis of rabies in the last several years is reviewed． 
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摘要：近年来狂犬病在我国的流行呈上升趋势，严重威胁着畜牧业的发展和人类的健康，狂犬病的诊断具有重要的公共 

卫生意义。为此，就近年来有关狂犬病的诊断研究进展进行综述。 
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狂犬病是由狂犬病病毒所致的急性、进行性、几乎 

不可逆转的致死性脑脊髓炎，属古老而严重的自然疫 

源性疾病。人狂犬病的临床特征是恐水、怕风、咽肌痉 

挛和进行性麻痹等，尤以恐水症状为突出，一旦发病， 

病死率几乎达 100％[11。狂犬病呈世界性分布，严重 

威胁人畜的健康，在发展中国家尤为严重，印度人狂犬 

病病例居世界之首，中国是第二位．2 J。我国是狂犬病 

严重流行地区，近几年狂犬病的发病数呈快速上升趋 

势 J。狂犬病的诊断在临床上主要依靠流行病学和 

临床表现，缺乏对狂犬病特异性实验室诊断，而实验室 

诊断对狂犬病的确诊具有重要意义。本文就狂犬病实 

验室诊断方法作一综述。 

1 狂犬病病毒抗原的检测方法 

1．1 直接荧光抗体试验(DFA) 感染狂犬病病毒的 

细胞携带狂犬病病毒抗原，狂犬病病毒抗原可以特异 

性与异硫酸荧光素(FITC)标记的抗狂犬病病毒单克 

隆抗体结合。FITC在荧光显微镜下显示可见荧光，使 

抗原抗体的特异性反应在荧光显微镜能直接观察。此 

法快速、特异又敏感，为目前诊断狂犬病病毒感染的首 

选方法，已被世界卫生组织(WHO)和我国卫生部推 

荐。可用于狂犬病患者和感染动物的诊断，其标本可 

选受伤处的皮肤组织、后颈带毛囊的皮肤组织(皮肤 

切片)和部分体液(唾液、脑脊液等)，而角膜(印片)因 

取样困难，可靠性低，因此不推荐使用。死后可做脑组 

织检查，在细胞内病毒特异性荧光为黄绿色颗粒，分布 

在感染细胞的胞浆内。根据特异性荧光颗粒的多少、 

荧光亮度、阳性细胞在细胞总数中所占比例，可将免疫 

荧光反应分为“+一++++”(阳性细胞数<25％为 
“ + ”

，25％ 一50％为“++”，50％ 一75％为“+++”， 

>75％为“++++”)，无特异性荧光为阴性。阳性 

结果表示有狂犬病病毒感染，有确诊意义。 

1．2 酶联免疫吸附实验(ELISA) 根据抗原抗体特 

异性结合特点，用抗狂犬病病毒特异性单克隆抗体包 

被塑料板，与标本中待检抗原结合，其中待检抗原又与 

后加入的辣根过氧化物酶标记的抗狂犬病病毒单克隆 

抗体特异性结合，通过辣根过氧化物酶与底物作用而 

发生颜色反应，其显色程度与待检抗原含量呈正相关， 

检测到狂犬病病毒抗原阳性有诊断意义。此法又被称 

为快速狂犬病毒酶免疫诊断(RREID)，由法国Pasteur 

研究所首创并被 WHO推荐用于检测狂犬病病毒抗 

原。其灵敏度高、特异性强，加之无需昂贵设备，操作 

简便，因此便于推广使用。余光开等 建立了ELISA 

检测家犬唾液中的狂犬病病毒抗原，并研制出检测狂 

犬病病毒抗原试剂盒，其方法敏感、特异，已应用到犬 

只测毒推广项目中。 

1．3 免疫细胞化学检测(ICCA) 亦称免疫组织化学 
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或免疫酶化学检测，通常用于组织中的病毒抗原或感 

染病毒的组织的定性检测L5 J。可在不使用荧光显微 

镜情况下对狂犬病病毒进行定量检测，经济实用，适于 

基层推广。王继麟等【6 用该方法成功进行了对狂犬 

病病毒的定量检测，具有较好的灵敏度和稳定性，与荧 

光抗体检测结果相当和平行。 

1．4 动物接种试验 取患病动物的大脑皮层、海马 

角、小脑和延髓等脑组织研磨处理后，用含抗生素的等 

渗培养液制成匀浆，离心取上清液，接种于 1—2日龄 

的乳鼠脑内，观察2l天，第5天开始出现麻痹或其他 

神经紊乱症状而死亡时，可确诊为狂犬病，最好用 

DFA试验检查小鼠的脑组织加以确认。 

1．5 聚合酶链式反应(PCR) 逆转录聚合酶链式反 

应(RT．PCR)的方法可高灵敏度地检测狂犬病病毒的 

核酸并进行定量分析。在应用核酸检测技术时，样品 

的质量非常重要，由于其敏感度非常高，因此极微量的 

污染即可导致原来阴性的样品被扩增出现假阳性。 

RT．PCR方法常需要在不同的试管中多次转换核苷 

酸，易被污染出现假阳性 J。检测狂犬病病毒核蛋白 

(N)基因片段的TaqMan PCR检测方法较传统 一 

PCR检测方法敏感度提高 1O倍，可检出、区别狂犬病 

病毒基因型【8】，是一种快速、灵敏、特效的方法。但狂 

犬病病毒的遗传异质性是该诊断技术发展的障碍 】， 

基因点突变可出现假阴性结果 。̈。。PCR技术在定量 

病毒水平上是有效的应用方法[】川，还可用于不适合做 

免疫荧光的标本，如唾液、脑脊液。 

1．6 其他方法 狂犬病病毒的单克隆抗体技术可区 

别核蛋白和糖蛋白，能鉴别狂犬病病毒株分类。仅含 

少量狂犬病病毒的样品很难用常规检测方法进行确 

认，可将病毒在细胞培养物上复制，增加病毒浓度，再 

用DFA试验检测。 

2 狂犬病中和抗体的检测方法 

2．1 病毒中和试验 最早的病毒中和试验采用动物 

接种，测定血清与病毒感染后残存的病毒感染力[1 。 

目前这一方法基本上全部被细胞水平的中和试验取 

代。狂犬病病毒中和抗体的细胞中和试验有多种，分 

别叙述如下。 

2．1．1 小鼠血清中和试验(sm ) 该方法[1 采用动 

物实验，能够定量检测狂犬病病毒中和抗体的水 

平 引̈。主要用于人和动物疫苗后是否具有免疫力的 

中和抗体测定，以及被动免疫治疗用的精制抗狂犬病 

血清和人源抗狂犬病免疫球蛋自制品进行国际单位的 

测定。此法属经典方法，不需现代实验设施，但耗时 

长，成本高，需要大量实验动物。因此，WHO不推荐为 

首选方法。 

2．1．2 空斑减少中和试验(PRT) 是较精确的测定 

病毒感染力的方法。被狂犬病病毒感染的细胞通常不 

能被活性染料如中性红染色，是由于退化或死亡不能 

摄人染料所致，形成无色的细胞蚀斑。而病毒在被抗 

体中和后 ，会使样品中病毒减少导致蚀斑的减少。据 

此可以计算血清中狂犬病病毒中和抗体的效价。该测 

定方法主要在实验室研究时应用。 

2．1．3 细胞病变中和试验 由兔脑或鼠脑连续传代 

适应的狂犬固定毒株的病毒直接接种细胞培养，大部 

分病毒不产生细胞病变，但是经连续在某种细胞中传 

代适应的狂犬病病毒株，可在其适应细胞中经培养后 

产生细胞病变。因此，可以通过血清中和抗体对狂犬 

病病毒的中和作用使病毒失去细胞病变作用的程度， 

测定相应的中和抗体水平。该方法观察结果直观，但 

是需要时间也较长，适用于实验室对不急于获得结果 

样本的中和抗体鉴定。 

2．1．4 快速荧光灶抑制试验(RFFIT) 是 1996年 

Smith等  ̈建立的，现被 WHO推荐的检测狂犬病中 

和抗体的标准方法。是将一定量预先滴定的攻击病毒 

与系列稀释的待检血清一起孵育，让病毒与抗体在体 

外进行中和反应。用未被中和的残余活病毒的反应液 

接种细胞，培养24小时后再用荧光素标记的抗狂犬病 

病毒核蛋白抗体染色，病毒感染的细胞会形成荧光灶。 

根据荧光灶的数量与已知效价的血清标准品对照，可 

计算出待检血清的抗体效价，用国际单位表示。当血 

清稀释成0．5IU／ml为阳性时，WHO提示出现对狂犬 

病病毒攻击的保护。 

2．1．5 荧光抗体病毒中和试验(FAVN) 是1998年 

Cliquet等  ̈建立的，目前在WHO狂犬病参考实验室 

中广泛使用。该方法的操作流程和RFFIT基本相似， 

但比前者所需时间长，需4O-48小时。两种方法最后 

的测定结果在统计学上无显著性差异。 

2．2 抗原一抗体间接凝集试验 

2．2．1 间接血凝试验法 用吸附法或利用金属离子 

处理红细胞制备狂犬病病毒抗原或抗体的致敏细胞， 

在一定条件下，致敏细胞能和相应的抗原或抗体发生 

特异性凝集。该方法步骤繁琐，灵敏度低。 

2．2．2 反向被动血凝试验(RPHI) 预先将不同稀释 

度的抗体和4单位抗原结合，再以抗体致敏细胞检测 

未被抗体结合的游离抗原，从而得知抗血清抑制血凝 

的能力或程度。此法以最高稀释度时血清不出现血凝 

者为该待检血清的抗体效价[1 。该方法同样步骤繁 

琐，灵敏度低，较少被采用。 
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2．2．3 乳胶凝集试验 是将狂犬病病毒糖蛋白在一 

定条件下致敏的乳胶颗粒与被检血清在载玻片上进行 

反应，根据凝集的有无判断有无抗体的一种检测方法。 

该方法操作简单 ，反应时间一般只需 3～5min，特异性 

高，但最低检出水平为 2IU／ml，可以用于疫苗接种动 

物血清阳转的检测  ̈。 

2．3 间接酶或荧光标记检测法 

2．3．1 间接免疫荧光试验 在含有已知抗原，如感染 

狂犬病病毒的细胞涂片或组织切片上，加入待检血清， 

抗原和抗体作用之后，再以荧光标记的抗体染色，出现 

荧光反应时提示待检血清含抗狂犬病抗体。但因参与 

反应的组份较多，受干扰的机会较大，故不常应用。 

2．3．2 酶联免疫吸附检测 (ELISA) 该方法 由 

Cliquet等人建立  ̈ J，法国 Pasteur研究所的 Platelia 

狂犬病ELISA试剂是一种检测人血清中抗狂犬病毒 

糖蛋白抗体的免疫酶技术。试剂盒有灭活及提纯的狂 

犬病毒膜提取的糖蛋白抗原包被固相，结合物为过氧 

化物酶标记的A蛋白，3—4小时可完成试验。主要用 

于疫苗接种后抗体阳转的大量筛选，可进行定性和定 

量结果判定。Yang等 。。建立了一种新型的双抗体夹 

心酶联免疫吸附试验，可快速测定多种标本中的狂犬 

病毒抗体。而糖蛋白上的有些表位诱导产生的抗体是 

非中和抗体[2̈，目前 ELSLA方法测定的是总抗体，不 

代表具有保护性的中和抗体水平，所测抗体为所有能 

与包被板上抗原结合的IgG抗体，包括一些非特异性 

抗体，结果不能用国际单位(IU／m1)表示，只能用等价 

单位(EU／m1)表示，其结果仅供参考，WHO和我国卫 

生部不推荐此法检测狂犬病中和抗体。 

3 组织病理学检测 

狂犬病脑部病理检查为一般性炎症，与一般病毒 

性脑炎无明显差异，而内基小体在中枢神经系的检出 

是狂犬病的病理学诊断依据。因内基小体的检出率较 

低(20％一70％)，故灵敏度不高。 

4 结语 

欧美国家对狂犬病的确定除了通过症状判定外， 

必须经过实验室诊断确诊。我国对狂犬病的判断一般 

没有经过实验室诊断，缺乏充分的科学依据。相信随 

着分子生物学等新技术在狂犬病研究上的广泛应用， 

会有更多的、实用的诊断方法在基层医疗机构推广。 
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目前大多数学者认为育龄期夫妇同居 1年以上而 

因男性原因导致不育的称为男性不育症。男性生育功 

能障碍约占总不育原因的50％。按致病因素男性不 

育症基本可分为三大类：(1)睾丸前因素：包括下丘脑一 

垂体一睾丸轴内分泌调控失衡等原因；(2)睾丸因素：睾 

丸先天发育异常、感染、肿瘤等因素；(3)睾丸后因素： 

输精管道发育异常、损伤、感染，射精功能障碍等因素。 

无精子症则是男性不育中最严重的一种，估计发病率 

约为7％一10％。必须是育龄期男性，3次精液检查 

(并经射精管后尿液检查排除逆向射精)都显示无精 

子才能诊断为无精子症 现就导致无精子症相关病因 

综述如下。 

1 睾丸前因素 

1．1 特发性促性腺激素减退性性功能低下症(IHH) 

和KaRamann综合征 临床可表现无精子症和少精子 

症，导致男性不育。下丘脑分泌 GnRH不足是 IHH和 

Kallamann综合征的共同原因。Kallamarm除了有 IHH 

症状外合并嗅觉丧失或减退。已经发现这两种疾病的 

遗传方式是常染色体显性、常染色隐性或 x染色体隐 

性遗传。引起下丘脑垂体一性腺轴调控异常的基因包 

括：(1)KAL 1(Kallamann sydrome 1)基因：编码蛋白为 

anosmin一1蛋白，目前对这个基因研究较多，认为anos— 

min-1蛋白可能是成纤维细胞生长因子(．FGF)信号传 

导通路中的重要介质⋯。(2)NROB 1(又称 DAX 1) 

基因：NROB 1位于 X染色体，有两个外显子，编码的 

蛋白是核受体家族成员。NROB 1表达在性腺和肾上 

腺分化阶段以及下丘脑发育阶段，可以抑制睾丸发育， 

促进卵巢发育 】。-成纤维细胞生长因子受体一1(FGFR 

1)基因突变引起功能的丧失可导致发生 KaUamann综 

合征，对于 FGFR 1基因的突变与表型之间的关系仍 

需进一步研究。在特发性的IHH家族中发现50％有 

GnRHR发生基因突变，并且发生突变的严重程度与临 

床症状有明显关系，在男性严重程度可发生对 GnRH 

的治疗发生抵抗，青春期丧失或者发生隐睾。PPR54 

是最近在IHH：家族中发现的一个新的基因，目前对其 

功能仍不清楚 。 

1．2 高泌乳素(-PRL)血症 垂体腺瘤是高PRL血症 

最常见原因。PRL的作用是增加 Lid受体的数量，使 

LH作用于 Leydig细胞发挥促激素生成作用。而高 

PRL则抑制促性腺激素分泌，引起性激素的合成和释 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

www.med126.com

http://www.cqvip.com

