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荧光标记A 蛋白检测 I g G抗体的研究

张邦燮 李士珍
.

罗中华” 李水明

葡萄球菌 A 蛋 白 ( SP A ) 对多种哺乳动物免疫球蛋白 G ( I g G ) 有很强的亲和性
。

S P A可同

荧光色素
、

放射性同位素或酶等结 合成各种 Ig G 试剂
。

在检出 I g C抗体 中使用标记 S P A 和标

记抗 Ig G (抗体 ) 这两类 Ig G 指示性 试剂
,

各有优点和缺点
。
一 般认为前者敏感性略差

,

但

是
,

非特异性反应较轻
。 。:

·

3
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。
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:
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G h e t i e ( 1 9 7 4 ) ` 7 ’ 首先报导应用异硫氰酸基荧光黄 ( F l
`

f C ) 标 记 SP A ( F
一

SP A ) 于淋巴

细胞表面 Ig G受体的研究
。

B i b e r f e ld ( 1 9 7 5 ) “ ’
和 E n : m a n n ( 2 9 7 9 )

` ” ’
报导用 F

一

S P A 鉴定细

胞膜表面抗原和鉴定宽膜病毒 ( T og
a vi r us )

。

由于F
一
S P人与 19臼为反应不是免疫炎光法中的

抗原
一抗体反应

,

用 F S P A检测抗体 gI C可以避免一些难于消除的非特异性反应
。

因此
,

此法

在检测血清中抗体 I g G的问题是应 该子以重视的
。

本文为了建立 F一 S P A 检测血清中 馆 G 抗休

的试验方法
,

通过实验探讨了各步骤 的反应条件
,

并试用于人和小白鼠
、

豚鼠两种动物的血

清标本
,

包括抗核抗体
、

疟疾抗体
、

Q 热抗体和抗伤寒沙门氏菌等抗体 Ig G 的检测
。

材 料 与 方 法

1
。

实验动物免疫血清

脉 鼠抗 Q 热恢复期 兔疫血清
:

Q 热立克次体 工相 H “ nz e lr in g株感染的鸡胚卵黄囊
,

用 肉

浸汤配成 l : 100 悬液
,

腹腔接种 0
.

5 m l于体重约 1 5 0 9 的豚鼠
,

45 天后采血并分离血清
。

小 白 鼠抗伤 寒沙门 氏菌兔疫血清
:

本室保存的伤寒沙门氏菌在肉汤琼脂平板」J 音养 2 4小

时
,

用生理盐水洗下菌苔并配成约 9 亿 /m l 悬液
,

腹腔接种 o
.

s m l于约 20 9体重的小 白鼠
,

于

第 1 4天采血并分离血清
。

2
.

临床病人血清

疟 疾 病人血清
: 4 份疟疾病人血清为本校寄生虫学教研室惠赠

.

1亥血清系 1 , 8 1年 8月采

自海南岛疟疾疫区患者
。

全 身性 红班 狠疮患者血 清
: 6份血清为本校附属一院皮肤科惠赠

,

曾经该科结合临床表

现和免疫荧光抗核抗体试验证实
。

Q 热志者血清
: 1 9 8 1年采自新疆阿克苏第二人民医院

,

补体结合效价皆在 1 : 32 以上
。

3
.

抗原基底片制备

疟原虫血膜 片
:

上海寄生虫研究所提供
,

系经体外培养的成熟期原虫
。

Q 热立克次体感染脾印片
:

取 1江e nz o lr i o g 株 工相 Q 热立克次体感染的鸡胚卵黄囊
,

配成
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1:

10 0肉浸汤悬液
,

经腹腔接种 0
.

5 m l于约 2 0 9体重的小白鼠
。

于第 5 天解剖取脾制成 印片
,

经丙酮固定 10 分钟
, 4 ℃保存 备用

。

奸印片
:

剪断小白鼠腋窝血管
,

待失血死 亡后立即解剖取出肝脏
,

切开并以断面 印片
,

晾干后 以 1 : 1乙醇
一

丙酮固定巧分钟
, 4 C 保存备用

。

4
.

荧光显微镜检查 荧光抗体染色方法及镜检按本室常规方法 “ ` ’ 。

本文采用 O l y m p u “

落射光荧光显微镜 A H 一 R F L型
。

滤光片用 B G 12 配合 O G 5 1 5
。

5
.

葡萄球菌 A蛋白及标记荧光色素

制备和提纯葡萄球菌 A 蛋白基本上按潘锄云 ( 1 9B )J 法 “ 5 ’ ,

但 菌 种采用金黄色葡萄球

菌
“ 1 8 0 0 ” 株

。

标记异硫氰酸基荧光黄按 G h e t i e ( 1 9 7 4 ) 法 ` ” 。

6
.

荧光标记 A蛋白检测抗体 匆G 试验法 在抗原基底片上加一滴待检血清或免疫血清

稀释液
,

置湿合中于 3 7℃作用 1 6 0分钟
,

在含 T r i t o n X l o o 0
.

0 5% 的 PB S ( T一 尸B S ) 中荡洗 10分

钟
,

再加一滴 p H 6
.

5 ~ 7
.

2的 F一 S P A稀释液
,

于 37 ℃ 一 6I c 作用 10 分钟
,

用 T 一 P B S荡洗 3 分钟

后镜检
。

实 验 结 果

1
.

荧光标记 A蛋 白在免疫血清处理过的抗原基底上作用时间的影晌

在 Q 热立克次体感染的脾印片上
,

用豚鼠抗 Q 热免疫血清 ( 1
:
8) 于37 c 作用 3 0分钟

,

用

T 一 P B弓荡洗 15 分钟
,

再用荧光标记 A 蛋白液 ( 1 : 8) 在各片上于37 C作用不同时间 (3 ~ 30 分

钟 )
,

用 T一 PB S荡洗 3 分钟后镜检
;
此外

,

按上述方法在伤寒沙门氏菌涂片上
,

用小自鼠抗

伤寒菌免疫血清 ( 1 :
8) 处理后

,

用荧光标记 A 蛋白染色及镜检
。

实验结果表明
:

在 3 一 30 分钟染色时间内皆可染出特异性荧光
,

且其亮度 随 F
一
S P A作用

时间的延 长而增强
;
但是

,

以上两种实验皆在 1 2分钟以后出现非特异性荧光
,

并且也随其作

用时间而显著增强
。

因此
,

在 以
一

「的 实验 中我们选择 10 分钟作为标记 A 蛋 白染色的最佳时

间
。

2
.

中间层免疫血清对抗原基底作用时间的影响

为了测定 F
一
S P A 的工作浓度和挑选合适的中间层免疫血清稀释度

,

用 p H 7
.

2 PB S 稀释

F
一
S P A I : 2一 1 ,

16 四种浓度
,

稀释豚 鼠抗 Q 热免疫血清 1 , 2一 1 , 6 4六种浓度作合字滴定
。

买验

结果 (表 1 ) 表 明F
一
S P A与免疫血清的终点虽各自为 1` 16 ,

但是
,

免疫血清 1 `
16 配合 F

一

S尸A

1 : 8是其共同的终点
。

因此在观察中间层免疫血清对抗原基底作用时间的影响实验 中
,

F
一

S P A

与免疫血清皆用 l : 8稀释液
。

表 I F
一

S P A 与豚 鼠杭 Q热 兔反血清合字滴 定

豚 鼠 抗 Q 热 免 咬 血 清
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在Q 热立克次体抗原基底片上
,

加 1 滴 l , 8 豚 鼠抗 Q热免疫血清
,

置 37 ℃ 作用时间5一

16 0分钟
,

各片分别用 T 一 P B S荡洗 10 分钟
,

再各加 1 滴 1 : S F一 S P A
,

置 37
`

C 作用 10 分钟
,

用

T 一 PBS荡洗 3 分钟后镜检
。

猪抗豚鼠地G荧光抗体 ( 1 :

8) 作为对照
。

实验结果 (表 2 ) 表明
:

表 2 兔疫血清的作用时间对 F
一

S P A 法 染色的影响
: 。间层免疫血 i青的作用。:

·

间{ 特异性荧光 ’ }I特异性荧光

`分 ) } (荧光亮度 /膨胀度 /立克次休数量 ) } (背纽荧光 /对比度 /大片荧光物夕

5

F
一

S P A 1 5

3 0

亮 龙

强
一

强
一

差 大部分

强 一

强 一

一佳。?珊份?一???姗??
一 ·
什只减?邵一
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…
;一…
1

1

o0n
一R叮̀内b

`.1, .1

差强强强强强

叭暗一暗允暗一
、

允暗咭暗暗暗

匕J工aō门甘八U八以一日ù

11qQ九bg̀一匕

体荧光抗

在F
一
S PA法染色过程中

,

特异性荧光亮度和立克次体的膨胀度皆随中间层免疫血清与抗原基

底的作用时间延长而显著增强
。

5 分钟未见 明显的膨胀
,

特异性荧光的亮度也很差 , 15 分钟

到 60 分钟则有中等度的膨胀
,

特异性荧光也较亮 ; 作用 1 20 分钟 已有较好 的膨胀度和较强的

特异性荧光 ; 1 60 分 钟可达最大的膨胀度和明亮耀眼的特异性荧光
。

在非特异性荧光方面没

有发生随其作用时间而增强的变化
。

在平行实验的免疫荧光法中
,

中间层免疫血清作用 1 5分

钟已能达到最大的膨胀度和明亮耀眼的特异性荧光
,

再延长时间也未发现显著的变化 ; 15 ~

160 分钟的实验中都有暗背景荧光和强对 比度
,

特 别 是在免疫荧光法中未发现过能遮盖立克

次体特异性荧光的大片非特异性荧光物质
,

而 在 F一 S P A 法 中
,

曾在个别标本片上出现这种

物质
,

从而影响立克次体特异性荧光与其背景的对比度
。

3
.

F
一

S P A染色温度的影响

在 Q热立克次体抗原基底片上加 1 滴 ( 1 , 8 )
`

豚鼠抗 Q热免疫血清
,

于 37 ℃ 作用 1 60 分

钟
,

用 T一 P B S荡洗 10 分钟
,

再各加 l 滴 1 : S F一 S P A 或 1 : 8猪抗豚鼠 Ig G荧光抗体
,

于不同温度

染色 10 分钟
,

最后用 T一 P BS荡洗 3 分钟并镜检
。

实验结果 (表 3 ) 表明在 F
一

S P A 法中染色温

表 3 在 F
一

S P A 法和 免疚荧 光法 中染色温度 的影响

染 色 温 度 9 ℃ } 2 0℃ 凌4 ,C ! 5了℃

十 / + 十 /十 十 /
+

3 0℃ {
“ 了℃

裸 /佳 {
份

`

什 干伟
’

姗 {什钊姗 }份
F

一

S P人 ;去

6 1℃

`

/拼

暗 /一般 1暗 / 到暗 /
,

般 l 暗 /强 } 晴 /强

塑…塑{塑…
月音 ,劳飞{

吕音 /弓虽 {
旅于 J二 {

什于料十

;
: /强 …

; : /强
)

份 干子干
`
份 份 {

行
了

强

免疫荧光法
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度有显著的影响
。

0 ~Z O C特异性荧光弱
、

膨 胀 度 差
、

对 比度不突出 , 30 C特异性荧光亮

度
、

膨胀度及对比度皆略强 , 37 一 51 ℃特异性荧光亮度
、

膨胀度及对 比度皆显著增强 , 61 ℃

达到最强的程度
。

在免疫荧光法中
: o 一 51

`

c 的效果相似
,

特异性荧光亮度
、

膨胀度及对 比

度都很强 , 但是
,

61 ℃荧光抗体 已失去染色作用
。

在 这 两 种 方法中背景荧光都极弱
。

比较

起来
,

F
一 SP A 法的背景荧光更暗

,

在有些视野中
,

标本中的组织细胞几乎不 可见
。

4
.

「
一

s p A稀释液的 p H对染色效果的影响

实验方法按
“
荧光标记 A 蛋白检测抗体 Ig G试验法

” ,

唯有 F
一

S P A 用 p H S
.

9~ 8
.

0 P BS稀

释
,

并且F
一

SP A 染色时 间分别为 5 一 30 分钟
。

实验结果 (表 4a 及 4 b) 表明F
一 S PA 稀释液的p H

对特异性和非特异性荧光皆有显著的影响
: p H S

.

g~ 7
.

2 可 染 出较好的膨胀度及 明 亮 的 特

异性荧光 , p H 7
.

6一 8
.

0 未 染 出满意的膨胀度和明亮的特异性荧光
,

即使延长染色时间亦无

改善 , p H S
。

9一 7
.

2非特异性荧光很弱
,

未发生成片 的非特异性荧光物质
,

从而对 比度较强
,

但在染色 30 分钟的标本上有少数 视野出现小片的荧光物质
,

其 中特异性荧光的对 比度极差 ,

p H 7
.

6~ 8
.

0 多 数标本出现较多的或大片的非特异性荧光物质
,

并随染色时间的延长而有增

多的趋势
。

表 a4 F
一

SP A稀释液的 p H甘特异性荧光的影响

、 二
[; 4 1、 : 1

{
F

一

s P A 稀 释 液 的 ; H
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·
十十/姗 /拼 … 柑什 , /姗 … 什 /十 /、、 } 枉 /彬 、 ,十 … 十 /十 / +

1 0

2 O

3 O 姗姗厂拼
,厂

柑柑 十+ /一 /什什

. 才李异性荧光亮度 /膨胀度 /立克次体数量

表 4 b F
一

SP A稀释液的 p H讨非特异性荧尤的影响

染染色时间间 F
一

S P A 稀 释 液 的 p HHH

((( 子于)))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))
55555

。
999 6

。

555 7
。

222 7
。

666 8
。
000

55555 . ’
暗 /强 /无无 暗 /一般 /无无 暗 /一般 /无无 暗 /强 /无无 暗 /差 /无无

111 000 日音/弱 /无无 暗 /一般 /无无 暗 /强 /无无 亮 /弱 /有有 亮 /弱 /有有

222 000 暗 /强 /无无 暗 /强 /无无 暗 /强 /无无 暗 /差 /无无 暗 /差 /有有

333 000 暗 /一般 /小部分分 暗 /强 /小部分分 亮 /强 /小部分分 亮 /差 /大部分分 暗 /一般 /大部分分

.

一 1卜特异性背景荧光 /对比度 /成片的荧光物质

5
.

F
一

S P A法及免疫荧光法对抗核抗体的测定

在小白鼠肝印片上
,

分别滴加 6 份全身性红斑狼疮患者血清的各稀释液和 6 份健康人血

清 (阴性对照 ) 1 , 8稀释液
,

同时平行地用 F 一 S P A 法和免疫荧光法测定抗核抗体的效价
。

测

定结果 (表 5 ) 表明
:

这两种方法测定的结果基本相同
,

唯其中有 2 份患者血清的免疫荧光

效价高 l ~ 2 管
。

全部阴性对照血清在两方法中皆为阴性
。
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表 S F
一

S P A及 免疚荧光法甘杭核抗体 的测 定结果
一

—
- -

一

— 一
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一
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-
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—
—

-

}焚 光 标 记 A
圣 白 法

_
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_ _

_
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_ _

法
_

_
_

_
_ _ _

:
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:
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`

1 :2 1 8:2 ] 5 1 .8
.

1
:

6 1 1 :2 3 1 :6 4}l
:
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’
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「

1 :5 12
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X
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, 一 为阴性反应

,
o 未检查

6
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F
一

S P A及免疫荧光法对疟疾患者血清抗体的测定

将疟原虫血膜片浸泡于 p H 7
.

2 P BS 中30 分钟
,

再用 p H 7
.

2 P B S 荡洗 0] 分钟
,

晾干备川
。

在此抗原基底上用 F一 S p A及免疫荧光法检测 4 份疟疾患者血清
,

设 1 份健康人血清作为阴性

对照
。

测定结果 (表 6 ) 表明这两种方法测定的效价相同
。

免疫荧光法染出的原 虫 虽 略 比

F
一
S P A 法亮些

,

但在健康人血清的试验 中有弱荧光反应
。

F一 S P A 法的背景荧光极弱
,

甚至在

有些视野中完全无非特异性的背景荧光
,

从而其对比度较强
。

在健康人血清处理的标木上常

无背景荧光
,

原虫也不可见
。

表 6 F
一

S P A 及 兔疫荧 尤法对疟 疾杭体的测 定结 果

荧 光 、 ; 、己 A 蛋 } } 法 …
下、 。、 荧 : : 法

:10拼柑扮带
八U|ùl,一.尸̀.卜̀.,一工月

.去二̀一11匕
11一…1 : 1 0 1 : 4 0 l : 1 6 0 1 : 3 2 0

什
斗

+

斗

1 : 1 6 0 1 : 3 2 0

什任帐
个士什伴十释土桂什佳招柑柑珊价士份十李 排x >

习亡X 又

工 X X

吴 ` “
}

健康人血 i青 } 士

注条 十 ~ 珊为疟原虫特异性荧光亮度
。

在以上两法中于什判为阴性反应
,

托 一士 {杆判为 !润性 )泛启

了
.

F
一
S P A和免疫荧光法对 Q热患者血清抗休的测定

在 Q 热实验感染小白鼠脾印片上
,

用 F一 S P A 和 免 疫荧光法检测 Q 热患者血清 10 汾
,

以

P B S 和健康人血清 ( 1 , 3 2) 10 份作为阴性对照
。

测定结果 (表 7 ) 表明 10 例患者血清 中有 5

例用这两种方法测定的效价相同 ; 1例血清 F一 SP A法高 1 管
,

其余 4 例血清免疫荧光法测定

的效价比 F 一 S P A法高 1一 2管
。

F一 SP A法的背景荧光极轻微
,

有些视野中脾组织儿乎不可见
,

从而使立克次体特异性荧光的对 比度 比免疫荧光法强
。

8
.

小白鼠抗伤寒沙门氏菌免疫血清的抗体测定
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表了 F
一

5尸A 及 免役荧尤法 对Q热患者血清抗休 的测 定

_

勿
_

洁尽

_ _

{十爪认拙益(二苟称示垂恤
_

一。 } 十
’

、 ’ + : 一 , 一 { 、 · 十 } +

}
、 :

口

1 7

l 8

1 9

2 2

2 3

2 5

2 6

2 7

1。份健康人血清

十 + +

+十十十

干 { 十

+ + + ; +

注 . + 为免疫荧光法或 F
一

S P A法阳性反应

在伤寒沙门氏菌涂片上 ( 火焰固定 ) 用 F
一

S P A法测定一份小自鼠抗伤寒沙门氏菌免疫血

清的抗体效价
。

结果表明其抗体效价为 1 : 32
。

细菌的特异性荧光明亮耀眼
,

膨胀度与对比度

皆强
,

背景荧光极轻微
。

随样品血清的稀释特异性荧光有减弱的趋势
。

正常小白鼠血清为阴

性反应
。

讨 论

本文实验表明 F
一

S P A可代替免疫荧光间接法中的 F一抗 I g C (抗体 )
,

用 于检测免疫血清

中的抗体
。

在荧光显微镜下观察
,

特异性荧光为明亮的果绿色荧光
,

也可达到耀眼的亮度
,

其背景荧光轻微
,

甚 至有些视野无任何非特异性荧光
。

此现象与 G h
e t i e ` 7 ’ ( 1 9 74 )

、

iB b e卜

f e l d “ , ( 1 9 7 5 )
、

E n z m a n n ` , ’ ( 2 9 7 9 ) 和 H a a i jo a n ` , ’
( 1 9 7 5 ) 所报导的情况一致

。

F
一
S尸A法与免疫荧光法相 比较

,

iB b e ft e 1d( ` ’ ( 1 9 7 5 ) 认为后者敏感性强 4 ~ 5 倍 , I雀a ~

。衍。 a了
。 ’ ( 1 9 78 ) 认为强 30 倍

,
在我们的实验中

,

用 F
一

S P A检测20 例标本血清
,

其中抗体效

价相同者 13 例
,

F
一

SP A法测定的效价比免疫荧光法低 2 ~ 4 倍者 6 例
,

只有 1例 高于免疫荧

光法测定的效价 2倍
。

B ys t r i o k a( ” , ( 1 9 8 0) 认为抗 Ig G (抗体 ) 与 Ig G 的轻链和重链上的各个

位点都可反应
,

而 S P A只和 I g G的C H
:

与C H
3

交界处的一个位点相结合
,

所 以 SP A对 I g G
一

F c的

亲和性虽然 比抗 I g G (抗体 ) 对 I g G的亲和性强
,

标记 SP A检测的抗体效价仍然偏低
。

由于在荧光显微镜下判定阳性的重要指标之一是根据特异性荧光的强度
,

所以增强特异

性荧光和降低背景非特异性荧光皆可提高 F
一
S P A法的敏感性

。

我们的实验表明延长免疫血清

与抗原基底的作用时间
,

可使抗原的膨胀度增大
,

从而增强了特异性荧光 , I了
一
S P A 反应保持

在 p H 7
.

2以下和提高其染色温度 皆可增强特异性荧光
。

T一 P B S荡洗 3 分钟和 F
一
S P A 染色时 间

不超过 10 分钟都可明显降低背景的非特异性荧光
。

葡萄球菌 人蛋 白可与多种哺乳动物 I g G 反应
,

如猪
、

人
、

豚鼠
、

小 白鼠
、

狗及猴等
。

因

此标记 S P A可作为广谱的 Ig G 试剂
。

我们检测了人和豚 鼠
、

小 白鼠两种动物的血清标本
,

结



1 18

果表明 F一 S PA在检测血清抗体馆 G上可用作广谱的飞 G试剂
。

刁
“

结

作为检测抗体 Ig G的荧光标记 A蛋 白法
,

基本上与免疫荧光法相似
,

但也有其特点
。

为

了获得强特异性荧光而非特异性反应极轻微的效果
,

本文实验表明其染色方法与免疫荧光法

不同的条件如下
:

免疫血清与抗原基底的作用时间为 120 一 1 60 分钟
,

F
一

S P A稀释液 p H S
.

9一

7
.

2
,

F
一

SP A染色温度 37
”
一 61 ℃最好

。

F一 S P A 染色时间以 10 分钟为宜
。

本文采用所建立的试验

方法
,

检测临床患者血清样品 20 例
,

包括 6例抗核抗体
、

4 例疟疾和 1 0例 Q热病人血清
。

此

法与免疫荧光法检测的结果作了比较
,

二者抗体效价相同的 13 例 ( 13 / 2 0)
,

F
一

S P A 法 低于

免疫荧光法的 6例 ( 6 / 2 0)
,

只有 l 例 ( I / 2 0) F一 S P A 法测定的抗体效价高于免疫荧光法
。

用荧光标记 A 蛋白法检测了人和小 白鼠
、

豚 鼠两种动物的血清标本
,

包括自身抗体
、

原

虫
、

立克次体和细菌感染或免疫的血清抗体I g G
。
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