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流式细胞术检测重组痘苗乙型脑炎病毒抗原的表达 2 8 9

材料与方法

1
.

1 材料

( 1 ) B H K 一 2 1 一 1 5细胞 (美国陆军传染病研究所惠赠 ) ;

(2 ) 1 6 4 0培养液 (含 10 %小牛血清
、

青霉素和 链霉素各 200 陀 /

m l ) , ( 3 ) 1 6 4 0维持液 (含 2% 小牛血清
、

青霉素和链霉素各 2 0 0

拜 g /m l ) ; ( 4 ) J E V 中 LIJ 株 ( N a k a y a m a
S t r a in )和痘苗病毒天坛 株

(V V )( 均购于卫生部药品生物制品检定所 ) ; ( 5) 乙脑病毒重组

痘苗 J : (本室构建
,

含 J E V 中山株的 P
r
M

、

E
、
N S 一和 N S ZA 基

因 ) .
( 6) 乙脑病毒豚鼠兔疫血清和兔抗豚 I g G 荧光抗体 (本室

制备 )
。

1
.

2方法

1
.

2
.

1 重组痘苗病毒在 BH K 一 21 一 15 细胞中的抗原表达
:

B H K 一 2 1一 1 5细胞用 1 6 4 。培养液培养成单层细胞后
,

接种重组

痘苗病毒 J
, ,

于感染后 不同时间收获
,

经 800 ~ 1 00 o r p m /m in

离心 s m in
,

洗涤 2次
,

以除去细胞碎片
,

再用 5 0 。目尼龙网过 滤

除去重叠 细胞
,

制成 5 又 10
,

个细胞 /m l 悬 液
,

并设 阳性对 照

(J E v 中山株感染细胞 )和阴性对照 (痘苗病毒感染细胞 )
。

1
.

2
.

2 表达产物的鉴定

1
.

2
.

2
.

1 流式细胞术
` , , :

取上述病毒感染细胞悬液离心
,

弃去

上 清
,

沉淀细胞加 1
:
100 稀释的 乙脑病毒豚 鼠免疫血清 (用

p H 7
.

4 0
.

0 1 m
o
l / L P B S 稀释 )

,

轻轻吹打均匀
,

置 4 亡 反应 4 5

m i n
,

用冷 P B S (含 i % BS A )洗涤 2次
,

再 加用 P B S 稀 释的 l
:
3 2的

兔抗豚 Ig G 荧光抗体
,

置 4 ℃反应 5 0 m i n
,

用冷 P B s 5 0 0一 1 0 0 0

rP m /m in 洗 2次
,

沉淀细胞重悬于 。
.

s m l 的 P BS 中
,

用 F A C
-

T A R P L U S 流式细胞仪 (美国 B D 公司产品 )检测
。

1
.

2
.

2
.

2 免疫荧光测定 (I F A )
:

重组痘苗病毒 3J 和 乙 脑病毒

中山株接种于 B H K 一 21 一 15 细胞
,

感染 30 h 和 48 h 后
,

弃去培

养液
,

加人 。
.

5% BS A PBS
,

制成细胞悬液
,

滴加于镀膜玻片上
,

干燥后用冷丙酮固定 10 im n ,

用 P B S 洗去丙酮
,

加入乙脑豚鼠

免疫血清
,

置 37 ℃反 应 30 m in
,

用 P
BS 洗 3次

,

再加入兔抗豚

l g G 荧光抗体 37 ℃ 反应 30 m in
,

如上法洗 3次
,

待干燥后封片
,

置

O L Y M P U S 显微镜下检测
。

同时设立正常豚 鼠血清和正常细胞

以及痘苗病毒对照
。

2 结果

2
.

1 F CM 检 沮
,

1重 组痘苗病毒 J
3

惑染 B H K 一 2 1一 1 5

细 胞 中 JE V A g 的表达

结果与阴性对 照痘苗病毒相 比
,

用重组痘苗病毒 J
3

感染

B H K 细胞 Z h 后的相对膜荧光强度即增强 (峰右移 )
,

且随感染

时间延长而逐渐增强 (峰进一步右移 )
。

另外
,

阳性细胞的百分

率也增高
,

阳性对 照 J E V 中山株感染 B H K 细胞 一s h 后相对荧

光强度与阳性 细胞百分率均较高 ( 见 附表和 图 1 )
。

这一试验与

Y a s u d a
所得结果相似

` ” 。

附表 重组痘菌病毒 J
3

表达 J E V 抗原的荧光强度

感染时

间 ( h )

JE V A g

感染病毒

I F A
感染百分率

( F C人1 )

荧光强度

( F C M 〕

2 < 1 : 1 0

6 1 : 2 0

18 1 : 1 6 0

1 8 1 : 3 2 0

1 8 ( 1 : 1 0

6 0
.

5 2 3 3 2
.

2 8

6 8
.

3 0 4 2 0
.

3 2

7 6
.

5 3 5 5 8
.

0 6

N a
k

: , y :、
m

: -

V V

8 3
.

9 8 7 () 屯
`

.

3 0

洲
:

以 ++ 为阳 性 关尤反应的豚杭 J E V 血清稀释度

E

图 l 相对荧光强度

2
.

2 IF A 检浏重 组 痘苗病毒 J
3

感染 细 胞 中 J EV A g

的表达

重组痘苗病毒 J
:

接种 B H K 细胞 6 h 后 可见感染细胞膜上

出现 细颗粒状荧光
,

18 h 后
,

荧光增 强
.

与阳性对 照 JE V 中山

株感染细胞膜荧光相似
,

而阴性对照痘苗病毒感染的细胞则无

明显可见的细胞荧光 (见图 2 )
。

图 1重组病毒 J
,

感染细 胞中表达 J E V A g 的 F C M 分析

B H K 细胞用 J
,

感染 ( A
.

为 Z h
、

B
.

为 6 h
,

C
.

为 i s h )
; D

.

为 JE V

感染 18 h
; E

.

为痘苗病毒感染 18 h
。

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1994. 04. 026



第 4期 娄元梅
,

等
.

流式细胞术检测重组痘苗乙型脑炎病毒抗原的表达 2 8 9

材料与方法

1
.

1 材料

( 1 ) B H K 一 2 1 一 1 5细胞 (美国陆军传染病研究所惠赠 ) ;

(2 ) 1 6 4 0培养液 (含 10 %小牛血清
、

青霉素和 链霉素各 200 陀 /

m l ) , ( 3 ) 1 6 4 0维持液 (含 2% 小牛血清
、

青霉素和链霉素各 2 0 0

拜 g /m l ) ; ( 4 ) J E V 中 LIJ 株 ( N a k a y a m a
S t r a in )和痘苗病毒天坛 株

(V V )( 均购于卫生部药品生物制品检定所 ) ; ( 5) 乙脑病毒重组

痘苗 J : (本室构建
,

含 J E V 中山株的 P
r
M

、

E
、
N S 一和 N S ZA 基

因 ) .
( 6) 乙脑病毒豚鼠兔疫血清和兔抗豚 I g G 荧光抗体 (本室

制备 )
。

1
.

2方法

1
.

2
.

1 重组痘苗病毒在 BH K 一 21 一 15 细胞中的抗原表达
:

B H K 一 2 1一 1 5细胞用 1 6 4 。培养液培养成单层细胞后
,

接种重组

痘苗病毒 J
, ,

于感染后 不同时间收获
,

经 800 ~ 1 00 o r p m /m in

离心 s m in
,

洗涤 2次
,

以除去细胞碎片
,

再用 5 0 。目尼龙网过 滤

除去重叠 细胞
,

制成 5 又 10
,

个细胞 /m l 悬 液
,

并设 阳性对 照

(J E v 中山株感染细胞 )和阴性对照 (痘苗病毒感染细胞 )
。

1
.

2
.

2 表达产物的鉴定

1
.

2
.

2
.

1 流式细胞术
` , , :

取上述病毒感染细胞悬液离心
,

弃去

上 清
,

沉淀细胞加 1
:
100 稀释的 乙脑病毒豚 鼠免疫血清 (用

p H 7
.

4 0
.

0 1 m
o
l / L P B S 稀释 )

,

轻轻吹打均匀
,

置 4 亡 反应 4 5

m i n
,

用冷 P B S (含 i % BS A )洗涤 2次
,

再 加用 P B S 稀 释的 l
:
3 2的

兔抗豚 Ig G 荧光抗体
,

置 4 ℃反应 5 0 m i n
,

用冷 P B s 5 0 0一 1 0 0 0

rP m /m in 洗 2次
,

沉淀细胞重悬于 。
.

s m l 的 P BS 中
,

用 F A C
-

T A R P L U S 流式细胞仪 (美国 B D 公司产品 )检测
。

1
.

2
.

2
.

2 免疫荧光测定 (I F A )
:

重组痘苗病毒 3J 和 乙 脑病毒

中山株接种于 B H K 一 21 一 15 细胞
,

感染 30 h 和 48 h 后
,

弃去培

养液
,

加人 。
.

5% BS A PBS
,

制成细胞悬液
,

滴加于镀膜玻片上
,

干燥后用冷丙酮固定 10 im n ,

用 P B S 洗去丙酮
,

加入乙脑豚鼠

免疫血清
,

置 37 ℃反 应 30 m in
,

用 P
BS 洗 3次

,

再加入兔抗豚

l g G 荧光抗体 37 ℃ 反应 30 m in
,

如上法洗 3次
,

待干燥后封片
,

置

O L Y M P U S 显微镜下检测
。

同时设立正常豚 鼠血清和正常细胞

以及痘苗病毒对照
。

2 结果

2
.

1 F CM 检 沮
,

1重 组痘苗病毒 J
3

惑染 B H K 一 2 1一 1 5

细 胞 中 JE V A g 的表达

结果与阴性对 照痘苗病毒相 比
,

用重组痘苗病毒 J
3

感染

B H K 细胞 Z h 后的相对膜荧光强度即增强 (峰右移 )
,

且随感染

时间延长而逐渐增强 (峰进一步右移 )
。

另外
,

阳性细胞的百分

率也增高
,

阳性对 照 J E V 中山株感染 B H K 细胞 一s h 后相对荧

光强度与阳性 细胞百分率均较高 ( 见 附表和 图 1 )
。

这一试验与

Y a s u d a
所得结果相似

` ” 。

附表 重组痘菌病毒 J
3

表达 J E V 抗原的荧光强度

感染时

间 ( h )

JE V A g

感染病毒

I F A
感染百分率

( F C人1 )

荧光强度

( F C M 〕

2 < 1 : 1 0

6 1 : 2 0

18 1 : 1 6 0

1 8 1 : 3 2 0

1 8 ( 1 : 1 0

6 0
.

5 2 3 3 2
.

2 8

6 8
.

3 0 4 2 0
.

3 2

7 6
.

5 3 5 5 8
.

0 6

N a
k

: , y :、
m

: -

V V

8 3
.

9 8 7 () 屯
`

.

3 0

洲
:

以 ++ 为阳 性 关尤反应的豚杭 J E V 血清稀释度

E

图 l 相对荧光强度

2
.

2 IF A 检浏重 组 痘苗病毒 J
3

感染 细 胞 中 J EV A g

的表达

重组痘苗病毒 J
:

接种 B H K 细胞 6 h 后 可见感染细胞膜上

出现 细颗粒状荧光
,

18 h 后
,

荧光增 强
.

与阳性对 照 JE V 中山

株感染细胞膜荧光相似
,

而阴性对照痘苗病毒感染的细胞则无

明显可见的细胞荧光 (见图 2 )
。

图 1重组病毒 J
,

感染细 胞中表达 J E V A g 的 F C M 分析

B H K 细胞用 J
,

感染 ( A
.

为 Z h
、

B
.

为 6 h
,

C
.

为 i s h )
; D

.

为 JE V

感染 18 h
; E

.

为痘苗病毒感染 18 h
。



第16 卷第4 期
1 9 94年 8月

V o 】
,

1 6

2 9 2

第 三 军 医 大 学 学 报
A C T A A C A D EM I A E M E D IC I N A E M I L I T A R I S T E R T IA E A

u g
.

,

N o

1 9 , 4

3 讨论

原发性血小板减少性紫癫发病过程中
.

由于致病

因子或 自身血小板抗原作用于脾脏
,

致脾脏功能紊乱
、

亢进
,

其结构成分发生相应改变
。

多数认为本病脾脏特

征性改变在白髓。 二
,

而红髓改变缺乏特异性
;表现为白

髓淋巴小结数量增加
,

面积扩大
,

且出现高度反应性生

发中心
,

边缘带面积扩大 2j[
。

但对脾脏病理形态的定性

描述
,

不能确切反应脾脏功能改变的形态学基础
。

本文

应用形态计量方法测得
,

I T P 脾脏白髓面积扩大
,

其中

淋 巴小 结面 积扩 大
,

生 发 中心数 目及 面积 增加
,

而

P A 匕S 面积缩小
。

表明 I T P 脾脏 白髓免疫功能紊乱
、

亢

进的结构基础改变
,

是 由于 自身血小板抗原刺激
,

使脾

脏白髓 T
、

B 淋 巴细胞大量激活
、

增殖
。

结果 B 细胞大

量转化为浆细胞合成 自身血小板抗体
,

同时 T 淋巴细

胞亚群数量 比例失调
,

功能紊乱
。

近年来随着类固醇激素的广泛应用
.

有报道 I T P

脾脏 白髓生发 中心不明显或缺乏 L3 」 ,

可能是 由于类固

醇激素抑制了淋 巴细胞的增殖
,

使其活性低下
,

细胞变

性破坏而造成
。

对已形成明显生发中心者
,

也有人认为

类固醇激素不影响其大小
〔` 〕 。

本组病例术前虽大都应

用了类固醇激素
,

但手术前均 已停用 3月以上
,

故可见

较明显生发中心
。

I T P 月卑脏单个淋 巴细胞的特征及其分布
,

已有免

疫组化研究报道
,

多数患者 T
、

B 淋 巴细胞增生
,

T 淋

巴细胞以 T
。
增 生为主

仁5
一 。

本组应用图象分析技术发

现脾脏各区域淋巴细胞数密度无 明显改变
,

但淋巴细

胞平均面积扩大
。

表明 I T P 脾脏淋 巴细胞以成熟及大

中型 淋巴细胞和淋母巴细胞为主
,

提示淋巴细胞功能

活跃
,

合成分泌抗体功能增强
。

而淋巴细胞数密度无改

变
,

提示脾脏内激活增生的淋巴 细胞不仅在脾内堆积

导致白髓面积扩大
,

同时又 通过再循环进入循环 池和

边缘池 内充分与血小板接触
,

加重血小板破坏
。

因而

I T P 病变时不仅脾脏本身免疫功能紊乱
,

还 涉及全身

免疫系统功能紊乱
,

而脾脏在整个过程中又起极为重

要的作用
。

因此我们认为当机体某方面功能增加时
,

与

此相应的结构成分就增加
。

反之亦然
,

所 以构成某成分

增加的始动因素是机体的功能需要
。

测定 I T P 脾脏 白

髓的定量特征能揭示脾脏的功能状态
,

以阐明脾脏在

I T P 的发病和病程中的作用
,

为采用脾切除治疗 I T P

提供更合理的理论依据
。

关键词 紫瘫
,

血小板减少性
;

脾 /病理学

中图法分类号 R 5 1 1
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米托葱醒联合阿糖胞营治疗急性白血病的临床观察

C 11n i e a l o b s e r v a t i o n o f e o m b i n e d t r e a t m e n t w i t h m i t o x a n t r o n e a n d e y
-

t a r a b i n e i n a e u t e l e u k e m i a

夏顺 中 张一军 张 勇 阎书 印 谢锦西 ( 第三军 医大学西南 医院血液科 ) 6 3 。。 3 8

自 1 9 9 0年 3月至 19 9 2年 n 月
,

我们用浙南制药厂产

的米托葱醒联合阿糖胞昔治疗 13 例急性 白血病
,

获得

了一定疗效
。

现将我们观察的结果报告如下
:

病例与方法

一般 资料

1 白血病类型
:

13 例急性 白血病均经血象
、

骨髓细胞形


