
2. 2　 PCR法与 EIA法检测 3组尿液 HBV-DNA阳性

率 ,见表 2

表 2　 PCR法与 EIA法检测不同人群尿液 HBV情况比较

组别 例数 PCR阳性例数 (% ) EI A阳性例数 (% )

HBe Ag阳性组 27 9( 33. 0)** 2( 7. 4)

HBeAb阳性组 8 2( 25. 0)* 0( 0)

阴 性 组 14 0( 0) 0( 0)

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01与阴性组比较

3　讨论

3. 1　 HBV-DNA阳性率比较

　　 EIA法检测血清 HBV的标志物为 HBeAg阳性

组、 HBeAb阳性组病人以及全阴性正常人的血清 ,其

HBV-DNA阳性率分别为 92. 5% ( 25 /27)、 50% ( 4 /8)、

14. 3% ( 2 /14) ,与其他学者报告一致
[1 , 2]
。其对应尿液

组的 HBV -DNA阳性率分别为 33% ( 2 /27)、 25% ( 2 /

8)、 0。血清中的 HBeAg 阳性组 ,血清和尿液中的

HBV-DNA检出阳性亦高 ,组间比较 ,血清、尿液

HBeAg阳性组与阴性组比较 P < 0. 01,相差非常显

著 ; HBeAb阳性组与阴性组比较 P < 0. 05。

3. 2　方法学比较

　　本实验 PCR法检出了 HBeAg阳性中尿液 HBV-

DNA阳性率 33% , HBeAb阳性组尿液中 HBV-DNA

阳性率 14% ,阴性组为 0。EIA法未能检出更多尿液中

HBV标志物 ,只检出 HBeAg阳性组中 2例 HBcAb阳

性 ,证明 PCR法灵敏度高 ,较 EIA法更能有效地检出

HBV阳性病人尿中存在 HBV -DNA。

3. 3　 PCR检测尿液中 HBV-DNA的意义

　　 HBV-DNA阳性表明 HBV在体内复制 ,有传染

性 [1 ]。用 PCR法检出患者尿液中 HBV-DNA,则证明

HBV患者的尿液有传染性。由本实验资料表明当血中

HBeAg阳性时 ,其血清 HBV -DNA阳性率亦高 ,具有

很好的相关性。由于 PCR手续麻烦、价格贵 ,若血清

HBeAg阳性 ,不必再用 PCR测血清中 HBV -DNA。

HBeAg阳性组的尿液 HBV -DNA33%阳性 ; HBeAb

阳性组其尿液中 HBV-DNA有 25%阳性 ,提示对

HBV阳性病人尿液注重防护措施。本实验中血清

HBeAb阳性的病人 HBV -DNA阳性在血清中占

50% ,尿液占 25%。认为 HBcAb出现即表示该病人没

有传染性这一看法值得商榷。
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鞭毛染色法染色条件的探索

A modif ied method of f lagellum staining

蹇　锐
 
　李芹阶　 刘启富　 陈　剑　　 (第三军医大学基础医学部微生物学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的:探索一套细菌鞭毛染色法的最佳化条件。方法: 采用不同琼脂浓度的培养基中生长的变

形杆菌 ,以不同菌液浓度制成涂片 ,染色 ,对比其在不同媒染剂、媒染时间、染色液和染色时间条件下的影响。

结果: 通过对不同染色条件进行优化筛选 ,确定了一套最佳条件。结论:改进后的染色法所需试剂少 ,染色时

间短 ,操作简单 ,鞭毛着色清晰 ,重复性好。

　　细菌的鞭毛染色法在细菌学分类 ,微生物教学实 验和一些细菌学诊断中 ,都是一种常用的染色技术。目
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前常用的鞭毛染色法有利夫森氏法
[ 1]
,户田法和西氵尺

菅原法 [2 ]。这些方法准备工作繁琐 ,技术难度大 ,且常

出现鞭毛着色差的情况。本室曹俊杰曾对染色法进行

改良 [3 ] ,但仍存在操作时间长 ,指标未标准化和重复性

不太好的缺点。为此 ,本实验对鞭毛染色法的染色条件

进行摸索 ,确定了一套更佳的染色条件。

1　材料与方法

1. 1　材料
　　菌株为普通变形杆菌 ;鞭毛培养基由胰多价蛋白胨 1. 5% ,

NaCl 0. 5% ,牛肉浸膏 0. 5% ,琼脂 (设 1. 5% 、 2. 0% 、 3. 0% 3个

不同浓度 , pH7. 2～ 7. 6)组成 ;甲醛 ;媒染液 ( 20%鞣酸水溶液 3

份 ; 10% FeCl3 6 H2O水溶液 1份 ,混合 ) [3] ;染色液 (美蓝 0. 1 g;

硼砂 1 g ;蒸馏水 100 ml) ;干净载玻片。

1. 2　方法
　　将变形杆菌在上述培养基中传代 2～ 3次 ;取生长较好的菌

落 ,划线法接种于直径 10 cm平板的一半 , 37℃培养至细菌长满

平板未划线部分时取出 (约 7～ 10 h ) ;用 5 ml蒸馏水吹洗下平

板上未划线部份迁徙生长的菌苔 ,收集菌液于试管中 ,加甲醛

(使其终浓度为 1% ) ,摇匀 ,放 4℃备用 ;染色时将制备好的菌液

用蒸馏水稀释成不同浓度 ,涂片 ,自然干燥 ;用媒染液覆盖标

本 ,作用不同时间 ,充分水洗 ;再用染色液覆盖标本 ,作用不同

时间 ,水洗 ,干后镜检。

2　结果

2. 1　培养基琼脂浓度的影响
　　用 1. 5% 、 2% 、 3% 3种不同浓度的琼脂作培养基 ,培养变形

杆菌 ,结果以 1. 5%的培养效果最好 ,变形杆菌呈典型迁徙生长

现象 ,生长快速 ,洗下菌液染色表明鞭毛生长良好。2%和 3%的

效果较差 ,细菌扩散速度慢 ,染色发现鞭毛发育不良。

2. 2　菌液浓度的影响
　　分别用不稀释以及稀释成 1 10、 1 20、 1 30、 1 50浓度的菌

液进行涂片染色 ,结果以 1 30染色效果最好 ,菌量合适 ,细菌在

显微镜视野中均匀分布 ,鞭毛着色清晰无粘连。1 10、 1 20效果

次之 ,部分细菌鞭毛未见着色。未稀释的几乎无鞭毛着色。1 50

的菌量略少。

2. 3　固定液对染色的影响
　　用 1 30稀释的菌液来探索固定液对染色的影响 ,分别用经

鞭毛固定液固定 [3]和未固定的涂片进行染色。结果发现 ,相比

之下 ,未经固定液处理的涂片上的细菌数量未见减少 ,经固定

的涂片上鞭毛有一定程度折损。

2. 4　媒染剂成分和媒染时间的影响
　　本实验所用媒染剂与利夫森氏法、户田法、西氵尺菅原法所

用媒染剂进行比较染色。结果:本实验所用媒染剂能充分增粗

鞭毛和菌体 ,镜下鞭毛形态生动清晰 ,且媒染剂可长期保存 ,西

氵尺菅原法所用媒染剂不易配制 ,只能保存 1周 ,利夫森和户田法

所用媒染剂染出的鞭毛较细 ,镜下见鞭毛着色不充分 ,背景较

脏。本实验又分别以 3、 5、 10、 20、 30 min5种不同时间进行媒染 ,

发现 5 min媒染后能充分增粗鞭毛和菌体 ,背景干净 ; 10、 20、 30

min媒染后 ,背景较脏 , 3 min媒染后鞭毛着色不好。

2. 5　染色时间的影响
　　本文用美蓝、硼砂配制的染色液分别染色 2、 5、 10 min。结

果表明染色时间以 10 min最佳 ,鞭毛上色深且清晰 ; 5 min的菌

体基本着色 ,但鞭毛着色浅 ,不易观察 ; 2 min的菌体鞭毛均不

着色 ,见附图。

附图　变形杆菌菌体和鞭毛均被染上蓝色

(改进法染色× 100)

3　讨论

　　实验表明 ,细菌鞭毛染色的影响因素主要在于以

下方面:①培养基琼脂浓度过高 ,不利细菌迁徙生长 ,

过低又不易划线接种。②菌液浓度过高导致菌量过大 ,

媒染剂作用不充分 ;过低亦将影响镜下观察效果。③细

菌经洗下后加入甲醛已被固定 ,涂片再用固定液无必

要。④染色中过多使用辅助媒染剂或媒染时间过长均

无必要 ,在本实验筛选的媒染条件下已可达到理想效

果。⑤染色时间过短 ,鞭毛不易着色 ,过长将造成鞭毛

间染料粘连 ,不易洗净 ,影响观察效果。

　　关键词　变形杆菌 ;鞭毛 ;染色条件

　　中图法分类号　 R372
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