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玻片固相抗体免疫荧光检查

Q热立克次体方法的初步建立

.

公
.

J
妇

.

翌吞
/ J) 1屯心1全

(微生物学教研室

本实验对用玻片固相抗体免疫荧光检查 Q 热立克次体进行了实验条件
、

特异性试验及感染蟀

标本的初步研究
。

与常规免疫荧光技术比较
,

在检查 Q 热立克次体的标木中其非特异性荧 光 显著

降低
,

而检查细胞外的抗原其敏感性也较好
。

免疫荧光 (I F ) 技术是 Q 热立克次体检

验的常用方法之一
。

此法虽然敏感
、

快速
,

但在特异性方面往往受到含 Q 热立克次体的

自然标本中非特异性荧光的干扰而影响判断
( ` )

。

在染色过程中使用结合小牛 血 清 白 蛋

白的R B20 。对非特异性荧光有一定 的抑制作

用
,

但也影响了特异性荧光的亮度 ()z
。

本实

验参照有关玻片固相抗体的方法 ( “ ) , 用免疫

荧光技术对 Q 热立克次体的检出进行了实验

条件及感染蟀标本检查的研究
。

其结果初步

认为
,

此方法较 Q 热立克次体的免疫荧光法

非特异性显著降低
,

用来检查细胞外抗原其

敏感性也较好
。

材料与方法

1
.

Q热立克次体纯化抗原
:

Q 热立克

次体 H o n ge r l i n g株 (本室鸡胚 与小鼠交替传

代
,

I 相 )感染鸡胚卵黄 囊 后 制得
,

每 m l含

2 m g ( 1
: 5 0 O D 4 : 。 n m = 0

.

0 6 6 )
。

2
.

细菌悬液
:

大肠杆菌
、

葡萄球菌
、

枯草杆菌
、

布 氏杆菌的24 小时培养物生理盐

水悬液
,

每 m l约含 9 亿
。

3
.

感染组织悬液
:

取 Q 热立克次体感

染豚鼠的肝脏
、

脾脏 (感染后 7 天 )
,

小白

鼠脾脏 (感染后 7 天 )
,

感 染鸡胚 卵 黄囊

(感染后 10 天 ) 加 9 倍量 ( w / v) 肉汤用超

声波粉碎器 ( 2 0 0 0 o H : , 2 分钟 ) 粉 碎后制

成悬液
。

4
.

董免疫血清
:
豚鼠抗 Q热立克次体血

清系用 Q热立克次体 I 相 H en g o r l i n g 株感

染的鸡胚卵黄囊
,

以肉汤配成 1 :

10 悬液
,

腹

腔接种 0
.

5m l 于体重约 4 00 9 的豚 鼠
,

45 天

后采血并分离血清
,

亚相补体结合 效 价 为
1 :

51 2 ,

I 相补体结合效价为 1 :

25 6 ,

免疫荧

光间接法染色效价为 1 : 32
。

兔杭 Q 热免疫球蛋白 :
兔抗 Q热血清

,

I 相补体结合效价 1 : 1 0 2 4 ,

I 相补体结合效

价 1 : 5 12
,

按免疫球蛋 白粗提法 〔4 )提 取免疫

球蛋白 ( 1 6 m g / m l )
。

猪抗豚 鼠 I g G 荧光杭体
:

猪抗豚鼠 I g G 血

清
,

琼脂扩散效价 1 :

64
,

提取 I g G 后用异硫

氰酸基荧光黄按本室常规法标记 ( 5 ) ,

染色效

价 1 : 1 6
。
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5
.

生攀体感染
:

非洲钝缘蝉 ( O , a i t h o -

d or o s 二 0 二 b a铱 )咬本校寄生虫学教研室提供 )
,

先 以无菌生理盐水反复冲洗蝉体表面数次
,

每只蟀注射含 Q 热立克次体的 卵 黄 囊悬液

( 1 0
一 “

) 5拼1
,

饲 养 于 2 5 oc 士 z ,

相对湿度

70 一80 %的环境中
。 “ ` ,

6
.

实验毅玻片的制备
:

取内径 s m m
,

外径 7m m的橡皮胶管蘸取脂胶滋漆在洁净的

玻片上印 2 排 16 孔
,

置 16 0℃烤 2 小 时
,

待

冷却后丙酮浸泡 30 分钟
,

洗净后备用
。

7
.

荧光显做镜
:
采用 日本 O l y m p su 落

射光显微镜A H
一
R F L型

,

配用 B G 12 及 0 G 51 5

滤光片
,

光源为超高压汞银灯 2 00 w
。

实验结果

一
、

实验条件的建立

1
.

抗体 (坛G ) 固定于玻片的最佳条件
,

是在玻片上的各孔 中 加 入 相 同 量 的 抗体

( o
.

00 2m l)
,

分别置不同条件下固相化后
,

再

加入不同量的 Q 热立克次体纯化抗原
,

作用

后用免疫荧光间接法染色
,

比较三种条件下

固相抗体对抗原吸 附量的影响
。

(见表 1 )

认为 ,’3 7℃烘干后火焰瞬 间 固 定 ”
较为理

想
。

表 1 不同固相 方法衬检耐 Q热 纯化抗原比较

纯 化 抗 原 稀 释 度
抗 体 固 相 化 条 件
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表示
“
荧光亮度 / Q热立克次体数量

” ,

荧光亮度用
“ + 、

2 十 、
3 + ”

夫示其强弱
;
Q热

立克次体数量用 “ + 、
2

一

卜 、
3 + ”

表示其多少
,

一个视野 1 00 个以 丘者记为 “ 3
一

卜 ” ,

10 一

10 0个者记为
“ 2

+ ” ,
1 一 10 个者记为

“ + ” 。

以
“ 2

十

/
* ”
为阳性结果判别标准

。

下同
。

2
.

确定固相抗体与抗原作用的最佳时 间接法染 色检查对抗原的吸附效果 (见表 2)
。

间
,

是在玻片固相抗体上加入相同量的 Q 热 以 60 分钟为固相抗体吸附抗原的时间
,

可对

立克次体纯化抗原 (0
。

o 02 m l含 0
.

00 25 拼g )
,

置 标本中抗原的吸附达最大程度
,

减少由于长

37 ℃ 经过不同时间作用后
,

再 用免疫荧光 时间作用而带来的非特异性吸附的影响
。

表 Z Q 热固相抗休与杭原在 37 ℃下作 用时间对结果 的影响

吸附时间

结 果

1 0分钟

2
+

/ 2
+

3 0分钟

2
+

/ 2
, 一

3
,

60 分钟

2
十

/+3

1 2 0分钟

2
*

/ +3

.3 固相抗体浓度的选择是将兔抗 Q热

立克次体 I g G倍比释稀后加入 载 玻片上各孔

中
,

经固相化后于每孔中加入相同浓度的 Q

热立克次体纯化抗原。
。

00 2m l
,

37 ℃作用 1小

时后用免疫荧光间接法染色
,

结果如表 3 ,

选定抗体量最小
,

吸附抗原量较 多 的 0
.

4雌

为实验吸附抗体的用量
,

这样既可减少非特

异性吸 附
,

又可增加背景 的 反 差 而便于观

察
。

表 3 固相杭体的浓度对检测结果的影响

每孔 I gG含量

结 果
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囚相抗体的存放时间
:

玻片固相抗

体分别存放于三种不同的条件下
,

经过不同

时间取出后测定其对抗原的吸附效果
,

表 4

表明
,

当时间延长到 30 天时
,

存放在 一 ]
_

O C

时抗体的活性基本未变
,

其它两种条件下的

抗体活性则显著下降
。

表过 固相杭体在不同温度下的存放时间对检 出 Q 热杭原的影响

存 放 日 间 ( 天 )
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3
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/
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二
、

特异性试脸

1
.

大肠杆菌
、

葡萄球菌
、

枯草杆菌
、

布氏杆菌的悬液分别加到 Q 热玻片固相抗体

上
,

作用后用抗 Q 热立克次体抗体做间接免

疫荧光检查
,

结果未见对葡萄球菌
、

枯草杆

菌
、

布氏杆菌有吸附作用
,

但对大肠杆菌吸

附 ( 2
十

/ 2
十
)

。

2
.

每 m l含 0
.

5 m : Q热立 克 次体纯化抗

原分别与大肠杆菌
、

葡萄球菌
、

枯草杆菌
、

布氏杆菌悬液 以及与牛奶
、

_

血清 ( 1
: 1 0 )

、

肉

汤作等量混合后加到 Q 热玻片固相抗体上
。

免疫荧光间接法染色结果除 Q 热立克次体与

大肠杆菌的混合物 中的两种抗原都有吸附外

( Q 热呈 2丫 3十 ,

大肠杆菌呈 3 +

/
+

)
,

其余只

对 Q 热克次体有吸附作用 (2
十

/+3 )
。

对 Q 热

立克次体与牛奶
、

肉汤混合标本检查的特异

性和敏感性均无影响
,

但与血清混合后
,

Q

热立克次体的数量有所减少 ( 2丫 2 十 )
。

3
.

各取感染 Q热立克次体的豚鼠肝
、

豚鼠脾
、

小鼠脾以及鸡胚卵黄囊悬液分别加

到玻片固相抗体上
,

同时用接种环取上述悬

液分别涂片作为对照
,

免疫荧光间接法染色

比较二者效果
。

结果豚鼠脾
、

小鼠脾悬液吸附

后 Q热立克次体的数量为
“ 3+ ” ,

豚鼠肝和

鸡胚卵黄囊悬液吸附后 Q 热立克次体的数量

为
“ 2 + ” 。

各对照中的数量与吸附后的数量

基本相同
。

但前者的组织碎片和卵黄囊引起

的非特异性荧光很强
,

而后者则无非特异性

荧光且背景较暗容易 观察
。

(见 照片 1
、

2)

三
、

玻片固相 抗体对 感 染蟀标本的检

查 取感染 Q 热立克次体的非洲钝缘蟀
,

按

不同时间以 5 只蟀为一组
,

用剪肢法取每只

蟀的血淋巴液分别置普通玻片
_

h及玻片固相

抗体上
,

前者干燥固定
,

后者吸附后用免疫荧

光间接法染色 (结果见表 5 )
。

比较二者对 Q

热立克次体的检出
,

看不出玻片固相抗体法

的优越性
。

考虑到影响吸附的因素可能是蝉

血淋巴液的粘度较大
,

再加之对细胞内的抗

原不能吸附
,

在第三天时玻片固相抗体法所

检查的蝉数全部为阴性就可能是此时的Q 热

立克次体全部进入细胞所致
。

为此
,

从第七

天开始
,

除了检查蝉的血淋巴 以外
,

再把整

个蟀放在 O
。

2 m l生理盐水中研磨
,

分 别取上

清液用常规免疫荧光染色和玻片固相抗体吸

附后染色
。

从表 6 可以看出
,

从第七天 以后

把整个蝉磨碎后分别检查
,

结 果 全 部为 阳

性
。

常规法和玻片固相抗体法所检出的 Q 热

立克次体数量无明显差异
,

但后者基本无非

特异性荧光
。
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表 S Q热立克次体 感染碑后血淋 巴 免夜荧光检测

常 规 免 疫 荧 光 检 查

感染天数
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表 e Q 热立克次体感染碑悬液 两种方法检 测的比较

感染天数
常 规 免 疫 荧 光 检 查
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荧光亮

l

变/立克次体数量 /非特异性荧光强度

讨 论

本实验对玻片固相抗体免疫荧光检查 Q

热立克次体进行了实验条件
、

特异性试验及

感染蟀标本的初步研究
。

考虑到在现场调查

Q 热流行情况的方便
,

我们尽可能选用简便
、

不需复杂仪器测试的条件
。

实验条件中固相

抗体的浓度不是绝对的
,

不同的抗体
,

其效

价不同
,

最适浓度的抗体量也各不相同
。

用

免疫荧光间接法染色时
,

玻片固相抗体和染

色中间抗体不能用同种动物来源
,

否则荧光

抗体对二者都有作用从而增加背景的亮度不

利于观察
。

在特异性试验中
,

玻片固相抗体对大肠

杆菌的吸附是非需要的特异性结合
,

通过凝

集试验证实了这一点
。

玻片固相抗体对 Q热

与大肠杆菌混合物中的大肠杆菌吸附量减少

可能是竞争性抑制所致
。

1 :

10 的血清和蟀血

淋 巴这些高浓度的蛋 白液和粘度较大的液体

妨碍了抗原与抗体的接触从而影响了玻片固

相抗体的吸 附效果
。

把血清稀释 成 1 : 1 00 就

可消除这种影响
,

把蟀置生理盐水中磨碎
,

既减少了粘度又可把细胞内 的抗 原 释放出

来
,

结果玻片固相抗体对 Q 热立克次体吸附

的数量较之常规法多
,

且基本无非特异性荧

光
。

这说明玻片固相抗体免疫荧光技术对污

染杂质较多容易呈现非特异性荧光标本的检

测具有明显的优越性
。

玻片固相抗体免疫荧光技术是融固相免

疫吸附技术和免疫荧光技术为一体
,

较之经

典的固相免疫吸附技术具有操作简便
、

流程

短
、

快速和不致在活化
、

洗脱过程 中使免疫

活性物质失活等优点
。

用固相的已知抗体检
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查未知抗原不失为一种良好的方法
。

在检查

Q 热立克次体的实验研究中较之常规免疫荧

光染色所出现的非特异性显著降低
,

重复性

也较好
,

而敏感性对检查细胞外的抗原不受

影响
,

值得今后在现场标本中进一步应用并

加以完善
。

( 木文承命树荣
、

弓日书燮副教授审阅并提出宝

贵意见
,

谨此致谢 )
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