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单扩溶血试验检测猪血清中

流行性乙型脑炎病毒特异性杭体

朱德钟 李光平 刘启富

(微生物学教研室 )

摘 要

本文报导了一种乙脑病毒的 R SH 试验
,

并用它检测了重庆地区 1 01 份猪血清中的乙脑病毒特异性

抗体
。

经用乙脑病毒 C F和 H l对比研究
,

证明S RH 比H l和 C F的特异性更高 (对同组病毒无交叉反应 )
,

而且在猪血清中乙脑抗体的检出率也最高 ( S R H 6 0
.

4%
,

H l 5 7
.

4%
,

C F 3 9
.

6% )
。

由于 S R H简便
、

快速
、

敏感
、

特异
,

适用于 乙脑感染的临床诊断和血清流行病学调查
。

单扩溶血试验 ( s i n g l e r a d i a l h e m o l y s i s S R H ) 自 1 9 7 5年 S e h i l d等
` ” 在流感病毒研究中

创用以来
,
已广泛试用病毒和其他病原体感染的血清学诊断研究

` ” 一 ” ’ ` ’ ” 一 ” ’ ,

但尚未见试用

于流行性乙型脑炎病毒 ( 乙脑 ) 的具体报导
。

我们于 81 年建立 了乙脑病毒的 S RH试验条件
,

用它检测了重庆地 区猪 ( 隐性感染 ) 血清中的乙脑病毒抗体
,

并 与补体结 合试 验 (C )F
、

血凝抑制试验 ( H l) 进行对 比研究
,

结果较满意
,

报导如后
。

材 料 和 方 法

病毒为乙脑高株
,

L D
。 。

1 0
~ .7 ” ,

免疫血清有抗乙脑
、

抗森林 脑 炎 (森脑 ) 及抗 登革热

病毒 4 型
,

分别由成都
、

长春生物制品所及军事医学科学院提供 , 抗圣路易脑炎 (圣脑 ) 病

毒血清由本室 自制
。

猪血清于 1 9 8 1年 6月采自重庆市屠宰场
。

上列血清均冻存于 一 20 ℃
,

用

前均经 56 ℃ / 30 分钟灭活
。

C F和 H l按常规方法
` 。 ’ 〔 ’ 7 ’ ,

H l效价 > 1 : 2 0 ,
C F效价 > 1 : 4判为阳性

。

S RH基本上按 D u e a
等

` 已 ’ ,

略有改进
。

即将感染 鼠脑 以 p H g
.

0硼酸盐水 ( B S ) 制成 2 0%

脑悬液
,

经 3 0 0 0转 20 分钟离心沉淀取上清 ( 即粗血凝素 )
,

再以 B S稀释成含 3 20 个血凝 单位

( H A U ) /m l的病毒液
,

与等量 5 %洗涤 (用 p H 7
.

2 P B S 离心洗涤 ) 绵羊红细胞 ( S R B C
,

用p H 6
.

。硼酸磷酸盐缓冲盐水一 B P B S稀释 ) 混匀
,

放 4 ℃ 致敏 1 小时
,

再以 P B S 离心洗涤

2 次
,

其压积 SR BC即为致敏 SR BC
。

对照抗原用正常鼠脑悬液同 法致敏
。

上述 两种抗原致

敏的 SRB C分别加入已煮沸熔化
、

含有 1 编 N a N
:

并保温在 54 ℃ 水浴中的 1
.

2 % (用 P B S 配 )

琼脂糖凝胶 (英国 BD H ) 中
,

使最终浓度为 2
.

5 % ,
再加新鲜补体达最终浓 度为 10 个恰定单

位
,

混匀后浇注于玻板 (7
.

s x s
.

oc m )
,

此即免疫板
,

待其凝固后
,

放湿 盒内 4℃ 保 存
,

至

少可用 12 天
。

用前以 3 m m 外径的打孔器打孔
,

以塑料管加血清样本 (每孔 可加约 10 微升 )
,
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每样本分别加于试验的和对照的免疫板
,

放 37 ℃ l/ 6一 24 小时 后
,

分别观 察
、

测量和记录试

验和对照板孔周围的溶血环直径
。

溶血环直径 > 3 nI m判为 阳性
。

两 板溶血滴度相同时为阴

性结果
,

试验板的溶血滴度超过对照板时为阳性结果
。

结 果

一
、

S RH实脸条件的选择
:

1
.

致教 S RBC 的合适病毒童
: 以每 nI l含 1 2 8。 、 6 4 0

、

32 0及 16 o H A U的 病毒 液分别致敏

等量 5 % S R B C
,

使最终浓度的致敏 S R B C为 2
.

5%
,

补体为 10 个恰定单位分 别制备免 疫板
,

然后 比较测定抗乙脑血清的抗体效价
。

结果见表 1
。

表 1 表明以32 。~ 6 4 o H A U / m l的病毒量

致敬S RB C效果最好
。

表 1 不同病毒量致敏 S R BC时试验教惑性的影响

致敏 S R B C的乙脑病毒量

( H A U / m l )

奎 倍 数 的 倒 数

1 6 0 3 2 0

1 2 8 0

6 4 0

3 2 0

1 6 0

. 为孔周溶血环直径 ( m m )
, △ 为溶血环模糊不清

,

一为不溶血

2
.

不 同 p H的S R BC稀释液 ( B
一

P B S ) 配制 S R BC 时试验敏感性的影响
:

用 p H S
.

5
、

5
.

5
、

6
.

。
、

6
.

2及 6
.

5的B
一
P B S分别配制 5 % S R B C 悬液与等量 32 o H A U / m l病毒液致敏后

,

使最终

浓度的致敏 S R B C为 2
.

5%
,

补体为十个恰定单位分别制备免疫板
,

再比较测定抗乙脑血清的

S R H效价
,

结果见表 2
。

表 2 可见用 p H S
.

SB
一
P B S配制 S R BC无 SR H 效果

,

因免疫板整个呈

溶血现象 ; p H S
.

8一 6
.

5均可测出较高的 S R H效价
,

但以 p H 6
.

OB
一
P B S 配制 S R B C为最敏感

。

表 2 不 同p H B
一
P B S配制 S R B C对试验敏感性的影响

S R B C稀释液的 P H
择 倍 数 的 倒 数抗 乙 脑 血 清 的 稀 释

1 0 2 0 4 0

. 为孔周溶血环直径 ( m m )
,

0 为全板呈溶血

3
。

不同补体浓度对试验敏感性的影响
:
制备分别含最终浓度补休为 1 0

、

5
、

3
.

3和 2
.

5

个恰定单位的免疫板
,

比较测定抗乙脑血清的 S RH效价
,

结果见表 3
。

表 3 表明免疫板中补

体最馋 度为 10 ~ 3
.

3个恰定单位均可
,

但以 10 个恰定单位最敏感
。



表 3不同补体含量时试验敏感性的影响
」

冤疫板中补体
△含量

’

{抗 乙
’

斌
L

血 清 稀 释 倍 数 的 倒 数

(
’

洽定单位 ) {
`。 2 。 ` 。

竺_
_
_ ` 6 0 32 。

`。

…
`。 .” 8 7 · 4

5

…
” 7 6 “ 5 一

“ ·
3

…
“ 7 “ 5 4一

2 .5 { “ ” 一 一 一 一

.S RH溶血环直径
, △补体一个恰定单位为 1 : 1 0。

4
。

不同致教 S R B C浓度衬试验敏感性的影响
.
制备致敏 S R B C 最终浓 度分 别为 5 %

,

2
。

5%和 1
。

25 %的免疫板
,

比较测定抗乙脑血清 SR H效价
,

结果见表 4
。

表 4 可见致敏 S R BC

最终浓度为 1
.

25 % ~ 5 %均可
。

但 5 %时其溶血环常不透明
,

而 1
.

25 %时血色过淡对比不够

明显
, 2

.

5%时溶血环最易观察
,

而且 S R H效价最高
。

表 4 不 同致敏 S R B C浓度对试验敏感性 的影响

免疫板中致敏 S R B C

的最终浓度

抗 乙 脑 血 稀 释 倍 数 的 倒 数

5 %

2
。

5 %

1
。
2 5%

. S R H溶血环直径 ( m m )

5
。

免疫板在 4 ℃保存不同时间甘试验敏感性 的影响
:
制备免疫板一批保存于 4 ℃

,

每

隔数天取出 2 块测定抗乙脑血清 S RH效价
,

结果见表 5
。

表 5 表明免疫板成批制成后于 4 ℃

保存
,

至少在 12 天内并不影响使用效果
。

表 5 不同保存时间的兔疫板对试验敏感性的影响

免疫板在 4℃保存时 n

(天数 )

3

7

1 0

1 2

1 4

1 7

抗 乙 脑 血 清 稀 释 倍 数 的 倒 数

1 0 2 0 4 0 8 0 1 6 0 3 2 0

9 . 9 8 7 6 5

8 8 7 6 5 4

8 7 6 6 5 4

9 8 7 6 5 4

9 8 7 6 6 一

8 7 6 6 5 4

. 为 S RH溶血环直径 ( m m )

6
.

不同个体绵羊红细胞讨试验敏感性的影响
: 曾抽取本校及重庆市各兄弟院校饲养的

绵羊血 9 份 (其中公羊 2 头
,

母羊
,

7 头 )
,

分别制备免疫板
,

比较测定抗乙脑血清的 S RH效

价
,

结果未发现有何差别
。



7 2 2

二
、

SR H 的敏感性和趁现性

取抗乙脑免疫血清 (或腹水 ) 三份
,

分别用:s RH
,

H l 及 C F 检测抗乙脑抗体效价
,

结

果见表 6
。

表 6说明 S R H检测抗乙脑病毒特 异性抗体 与 H l 具有相同的 敏感性
,

而比 C F 敏

感
。

表 6 S R H
、

H l和 C F检耐杭 乙脑抗体敏感性比较

免 疫 血 清 (腹水 )
抗 乙 脑 抗 体 效 价

抗乙脑豚鼠血清 (成生所 )

抗乙脑豚鼠血清 (本室 )

抗乙脑小鼠腹水 (本室 )

S RH H l C F

阴峨苏 尹“

一

— 一 —
一一

-一
一

1 : 3 2 0 1 : 3 2 0 1 : 1 2 8

1 : 1 6 0 1 : 1 6 0 1七 6寸

1 : 1 6 0 1 : 1 6 0 1 : 6 4

在整个试验期间曾用乙脑抗原 S R H前后测定成都生物研究所及本室 自制的抗乙脑豚鼠血

清的S R H效价共 16 次
,

各次间除在 阳性范围内溶血环有大小波动外
,

未发现有滴度的差别
,

表明该试验的重现性是 良好的
。

三
、

S R H的特异性

用乙脑抗原的 SR H 和 H l分别检测乙脑
、

森脑
、

圣 脑及登革热第 4 型病毒的免疫血清
,

结果见表 7
。

表 7 表明在 H l中乙脑抗原对同组病毒 (圣脑
、

森脑及登革 ) 的 三种 抗血 清都

发生不同程度的交叉反应
,

而在 S R H系统中
,

则乙脑抗原对同组其他三种抗血清均无交叉反

应
,

说明 S R H 比H l具有更高的特异性
。

表 7 S R H与H l检测 四种黄病毒杭血清的比较

用 乙 脑
抗 血

.

清
抗 原 检 测 的 护

S R H

体 效 价

H I

抗 乙脑血清 (成生所 )

抗圣脑血清 ( 本室 )

抗森脑血清 ( 长生所 )

抗登革 4 型血清 (军科院 )

1 : 3 2 0 1 : 3 2 0

1 : 1 6 0

l
:

1 0

1 : 1 6 0

四
、

S R H
、

H l及 C F检浏 101 份猪血清中抗乙脑病毒特异性抗体结果的比较

用上述三种试验检测 10 1份猪血清
,

其抗乙脑病毒抗体的检出结果见表 8
。

从 表 8 可以

看出
: ( 1 ) 抗乙脑病毒抗体的阳性检出率

,
S RH为 6 0

.

4 % ( 61 / 1 0 1) , H l 为 5 7
.

4% ( 5 8 /

1 0 1 ) ; C F为 3 9
.

6% ( 4 0 / 1 0 1)
。

表明 S R H与 H l的敏感性相近
,

而 C F的敏感性则 较差
; ( 2 )

SR H与H l
、

S R H 与C F检测结果的符合率分 别为 9 7% ( 5 5 + 4 0 / 1 0 1 ) 及 7 7
.

2% ( 3 9 + 3 9 / 1 0 1 )
,

也说明 S R H与 H l检测结果的高度一致性
,
由于 C F敏感性较差

,
S R H与C F检测符合率 稍次

,

但在 CF检出阳性的 40 份血清中
,

除 l 份 C F低滴度 ( 1 : 4 ) 未被 S RH检 出外
,

其他 全部是

符合的
。

S R H 与H l
,

S R H与 C F检测猪血清中执乙脑抗体结果的相关 情况见图 1 和图 2
。

经统计

学分析表明
,

S RH与 H l
,

S R H与 C F检测结果相关都 非常显 著 (丫。 , 二 0
.

6 5 94 ,

P < 0
.

0 1 ;

Y
e F = 0

。

6 7 4 7 ,

P < 0
。

0 1 )
。
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表8 S H R
、

H l及C F 检刚
、

10 1份猪血清中杭 乙脑病毒抗体 的结果

S l l R

合计 (% )

H I

58 58 ( 57
。

4)

43 ( 2 4
。

6)

合计 (% ) 6 1( 60
。

4)

40

40 (3 9
。

6) 0 1 1( 0 10 )

C F

合计 (% ) 6 1( 0 6
。

4)

l

3 9

40 (3 9
。

6)

峨0 (3 9
。

6)

6 1( 60
。

4)

O曰q̀ gJ八乙

0 1 1( 0 10 )

j .上,土

qé

1131
0乙

dJ11

6 4 几

2 1

9é3

3 9

1 0 2 0 4 0 8 0 1 6 0 3 2 0 6 d 0 1 2 8 0 2 5 6 0

000005010,曰八匕只à性万勺自
闷
.nj

曰 .J

燕一妙幸锁国国的

H l效价倒数

图 1 S R H与 H l检测 101 份猪血清中乙脑抗体结果
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1
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1
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月比9臼1
胜

燕一肇车筷国洲的

0 < 4 4 8 1 6 3 2 6 4

C F效价倒数

图 2 S R H 卜百C F检测 1 01 份猪清血中乙脑抗休结果

讨 论

S R H具有简便
、

敏感
、

特异和重现性好等优点 已被国外学者广泛研究和应用所证实 “
一 7 ’

( ” ’ ,

国内学者在流感病毒等研究中也已开始试用
` ’ “ ’ 〔` 3 ’ 。

最近D cu a
等报导用西尼罗和 iS

n d ib s

病毒的粗制抗原致敏 1 日龄小鸡红细胞制成免疫板检测同种病毒抗血清和同组 异种 病 毒 抗

血 清
,

并与 H l 比较
,

发现 S R H 比 H l 略为敏感且更为特异
` B ’ 。

G ia da m vo ihc 等用乙脑 和

登革病毒抗原致敏红细胞的S R H检测登革热病人血清
,

也发现登 革热病人血 清用 H l和 C F检

测与乙脑病毒抗原均有交叉反应
,

而用 S R H检测则无交叉反应
( ` ” ’ 。

在我们的S R H特 异 性实验

中和检测猪血清中乙脑抗体的研究中也同样证实了 S R H比H l具有更高的特异性和敏感性
。

因

此我们认为乙脑病毒的 S R H可以试用于临床诊断和血清流行病 学调查
。

虫媒病毒的S R H国外报导需用 1 日龄小鸡血作为红细胞来源
` 6 ’ ,

我们也 曾 试用 过
,

但

深感雏鸡血量太少
,

很不实用
。

后来我们改用 S R B C代替
,

实验证明效果完 全相同
,

且无绵

羊个体差异
。

由于绵羊血来源丰富
,

为开展乙脑病毒的 S R H研究提供 了方便
,

也为乙脑病毒

的 S R H提高了实用性
。

不同病毒的 S R H应根据病毒不同特点探讨其最适宜的实验条件
。

乙脑病毒的 S R H认为用

p H 6
.

。的B
一
P B S配制 5 % S R BC 与等量含 32 o H A U / m l 粗血凝素致敏

,

使免疫板中最终浓度 的

致敏 S R B C为 2
.

5%
,

补体为 10 个恰定单位
,

琼脂糖为 1
.

2%是比较合适的
。

由于人和动物血清

中普遍存在低滴度的 S R B C异嗜性抗体 (一般 < 1 : 5 )
,

可以产生非特异性溶血环
。

因此免

疫板应同时制备乙脑抗原板和正常抗原板
。

每个标本 同时滴加两种板
。

这样就很容易通过比

较观察把非特异性溶血判明和排除
。

我国乙脑流行广泛
,

根据各调查材料表明
,

在家畜家禽中以 猪 的乙 脑 隐性 感 染率最高

(西安 44 %
,

北京 2 7
.

6%
、

南京 80 % ) ( ` 弓一 ’ 。 ’ 。

我们于 81 年 6 月初在重 庆市乙 脑流 行季节

前期采取的 1 01 份猪血清中
,

乙脑抗体的检出率为 6 0
.

4%
,

说明重庆地 区近 年猪的乙 脑隐性

感染率也是很高的
。

如在流行后期采取血清
,

可能阳性检出率还会更高
,

有待进一步研究
。
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