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辣根过氧化物酶
一

抗过氧化物酶染色法对念珠菌

体内播散的检测

刘明政 罗向东 郭 力 肖光夏 (西南医院 烧伤研究所 )

内源性感 染是近代医学科学发展中的一个重要课题
。

为研究烧伤后肠源性感染问题
,

我

所已成功应用异硫氰荧光素直接标菌
。

为了丰富检测手段提供更 易于推广的方法
,

我们将常

用的辣根过氧化物酶 一 抗过氧化物酶 ( P A P ) 法 l()
,

略加改进用于肠源性白色念珠菌体内播

散的检测
,

获得成功
。

P A P 法用于特定的白色念珠菌在体内播散的检测
,

至今尚未见有报

道
,

简要介绍如下
:

1 材 料 与 方 法

实验用W i s t a r 大鼠 3 0只
,

体重 2 0 0 9~ 2 5 0 9
。

制备白色念珠菌菌液
:

该菌分离自烧伤病人的咽部
,

27 ℃ 孵育48 h
,

以光电比浊计 ( iV et k C ol or i m e

et r U S A ) 测 得 菌 液的菌量为 7 x 10 9
/ m l

。

动物背部造成 30 % l
。

烫伤
,

7 天后经胃管注入该菌液 Zm l/

1 0 0 9体重
。

念珠菌抗血清的制备
:

将所用菌煮沸 30 m i n ,

配成灭 活 的 8 x lo
’
/ m l 菌液

,

免疫家兔
。

制成抗血

清 `2 ’ 。

该血清对白色念珠菌的凝集效价为 1 : 6 12 。 ,

在 P A P染色工作效价为 1
:
4。。。 。

给菌后 2h4
.

取动物的肝
、

肺用生理盐水洗后
,

立即用 Z a m b o u n is 液固定 6 b
,

再用 遗 %多聚甲醛固

定
,

·

冰冻切片 ( K RY O M A T
一

170 0型
,

L e i t z m i e r o t o n e )
,

冻结温度 一 2 0 ℃
,

切片厚度为 1 0林
,

一 分 为

二
,

每份选择 5 弓叉完整的组织片
。

1 份做铺片 P A P染色
,

另 1 份做过碘酸雪夫氏剂 ( P A s) 染色
`“ ’ 。

每份

切片均连续观察 2。个视野
。

P A S是为了核实P A P染色法的可靠性
。

对照染色片一抗用 P B S液代替
,

其它同步进行
。

在使用中将常用 T r i t o n x 的浓度。
.

2 5 %改为。 .

5 %
,

镜

下更能清晰地看到显棕黄色的菌体
。

一抗稀释度选用 1 , 4 。。。 .

最 大限度地克服了非特异性念珠菌的着色 ;

楷原
、

结缔组织也不着色
,

容易鉴别
。

2 结 果

30 份肝脏检出12 份阳性
,

肺俭出 6 份
。

用P B S液代替一抗的对照片
,

结果均为阴性
。

P A P染色的所有

标本均经 P人S染色验证
,

结果完全一致
。

3 讨 论

我们在烧伤肠源性感染的研究中对烧伤动物的肠道导入 白色念珠菌
,

取肝
、

肺共 60 份
,

用 P A P染色法进行了观察
。

肝脏检出的阳性率为40 %
,

肺为 20 %
,

均经 P A S染色证实
,

但就

检测的特异性而言
,

P A S染色在检测霉菌的同时
,

肝脏的糖原
,

肺脏的结缔组织均同时着

色
,

对霉菌形态学不熟练的病理工作者
,

镜下 鉴别比较困难
,

易造成混淆
。

而 P A P染色能

排除标准菌 以外的其它霉菌
,

组织细胞不着色
,

背景清晰
,

容易识别
,

不易导致假阳性的错

误
,

重复性好
。

P A P法形成的复合物稳定
,

特异性强
、

灵敏 度高
。

此法最大限度地保存 了抗体的活性
,
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即使组织中仅有少量特异性念珠菌存在也可被检出
。

由于方法敏感
,

一抗 特异性血清经高度

稀释
,

使特异性抗体处于有效的检测范围
,

而非特异性抗体可被稀释
,

避免 了非特异性反应

的出现
。

对追踪念珠菌是一 种可靠
、

灵敏
、

实用的方法
。

本法观察不需芡光显微镜
,

弥 补 了 荧光素标记细菌标本不能 长期保存的缺点
,

易于推

广
。
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一种解决切片染色
“
发白

”
的方法

高广正 王 勇 (新桥医院 病理科 )

常规制片时常出现个别组织切片染色
“
发白

” 的现象
,

各病理技术室都有不同程度的出

现
,

特别在冬季
,

鼻咽部
、

直肠粘膜
、

子宫内膜等组织切片 染色
“

发白
” 更明显

。

镜检时
,

组织结构不清
,

呈灰 白色
,

医生难以正确诊断
。

采用下述方法可解决切片 染色
“

发白
”
的现

象
,

兹将方法介绍如下
:

1 方 法

H E染色液按常规方法配制

2 操 作 步 骤
2

.

1 将
“
发白

”
的 切片上的盖玻片加热后取下

,

洗净香胶
,

入 95 % 酒精中洗
,

然后
,

水洗至切片透明为

止
。

2
.

2 在切片上滴加苏木素液
,

盖过组织为度
,

将滴有染液的切片放在酒精灯上加热
,

约 60 ℃
,

时间为 305 ~ 4。 `

(可见到热蒸气挥发 )
。

2
.

3 倾去苏木素液
,

水洗
。

2
.

4 用 1 %酸酒精分化数秒钟
,

水洗
,

蓝化
。

2
.

5 用 1%伊红液染色数秒钟
。

.2 6 脱水
、

透明
、

香胶封固
。

3 结 果

经复染后的切片染色清楚
,

不会有
“
发白

”
现象

。

4 体 会

通过多年的实践证明
,

该方法简单可靠
,

既解决诊断的需要
,

又能减轻病人重取活检的

痛苦
。

苏木素加热复染是解决切片染色
“

发 白
” 的理想方法

。
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