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聚乙二醇沉淀
一
补体消耗试验

检测家兔循环免疫复合物

何礼芳 董奎微 谢佩蓉 冯庆和 陈 朴

免疫研究窒

提 要

以牛血清白蛋白 ( B SA ) 为抗原
,

大 剂 量 ( 2 5。毫克 /公斤体重 )一次注入家兔耳静脉内
,

造成

动物
“
一过性

”
血清病

。

隔 日采集静脉血
,

分离血 清于 一 4 0℃冻存
,

在统一条件下用聚乙二醇沉

淀
一

补体消耗试验检测家兔循环免疫复合物 ( C I C ) 的动态
,

并用 C H 。 。 试验平行测定血清中总补

休量
。

实验结果表明
:

家兔于注射 B SA抗原后 第 6 天 开始检出C I C
,

第 10 天达最高峰
,

第 12 天下

降 ; 血清门1补休含量
一

与此相反
,

第6天开始下降
,

第 10 天下降到最低水平
,

第 12 天后又逐渐回升
。

木法检测家兔急性实验性血清病 C I C较为适用
。

近年来
,

国内对免疫复合物病的研究正逐步深

入开展
。

免疫复合物病的病理变化在实验动物模型

上也得到证实
。

目前对 C I C的检测方法很多
,

较为常

用的检测方法有 1 2叮
一

C lq 结合试验 (1)
,

固相 C : q酶

联免疫吸附法和 R aj i细胞放射免疫分析法等
。

这些

方法均不甚简便易行
。

本文采用聚乙二 醇沉淀冲卜

体消耗试验 ( P E G
一

C C ) ( 2 ) ( 3 )对家兔进行了 C I C的

动态观察和并用 C H 。 。
试 验 (4 )平行测定总补休量

,

现报导女)I下
。

材料与方法

一
、

本校动物所饲养的健康大耳白兔 3 1只
,

平

均休重 3
.

1士 1
.

2公斤
。

按D i x o n ( 5 )和 W i l s o n (。 )的方

法
,

以 B S A为抗原
,

大剂量 ( 2 5 0毫克 /公斤体重 )一

次注入家兔耳静 脉 内
,

造成 动物
“
一过性

”
血清

病
。

于注射抗原 前及 注射抗 原后 隔日 ( 即第 2
、

4
、

6
、

8
、

1 0
、

1 2
、

1 4
、

1 6天 ) 采静脉血
,

分离

血清小量分装于试管内
, 一 40 ℃冻存备用

。

二
、

聚乙二醇沉淀 一补体消耗试验按 K r is t e n
-

s e n等 (3) 法加以改进
,

即取家兔血清标本。 .

3毫升
,

加入 p H 7
.

5 0
,
ZM E D T A

一

N a : 0
.

1毫升
,

放 3 7℃水

浴箱 作 用30 分钟
,

加 3
.

5% P E G ( 分子量为 6 0 0。 )

1 毫升
,

混匀
,

在 4 ℃静置90 分钟
,

P E G的最终浓

度为 2
。
5叱

,

然后
,

以 3。。 0转 /分
,

离心 20 分钟
,

沉

淀物用 2
.

5 % P E G 洗 涤一次
,

弃尽
_

卜清
,

加 pH 7
.

4

合钙
、

镁的巴 比妥 盐缓冲液 ( V B S ) 。 .

3毫升
,

混

匀
,

放 4 ℃过夜
。

次 日 加入 100 单位正常豚鼠血清

4 0微 升 ( 补 体 )
,

置 37 ℃水 浴 箱内30 分钟
,

取出

。 .

2毫升用 p H 7
.

4V B S液作 一 系列倍比稀释
,

每管

再加 2 % 致敏绵羊红细胞 ( 即 4 %绵羊红细胞悬液

与 32 单位溶血素等量 混 合 37 ℃ 15 分钟 ) 。
.

2毫升
,

与残留的补 体 反 应 3 0 分钟 ( 37 ℃ )
,

取出加入冷

p H 7
.

4V B S液 2 毫升 终止反应
,

以 3。。。 转 /分
,

离

心 5 分钟
,

其上清液用 7 2 1型分光 光度计于 5 4 5n m

测定光密 度值 ( O D )
,

以 p H 7
.

4V B S液代替血清

标本作对照管
,

同时测定 观 察 补 体消耗情况
,

用

2 % 致敏绵羊红细胞作 50 % 标准溶血管
,

以抗补体

活性 ( C H S 。溶血抑 制率% )表 示 C IC含量
,

根据溶

血反应求出补体的消耗率
,

用下式计算 P E G沉淀的

补体消耗率 ( P E G
一

C C% )
。

P F G
一

C C % = ( 1一 试验管 C H 。 。 单位
对照管 C H S 。

单位
) X 10 0
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三
、

血清总补体量 的 测定 ( C H 。 。试验 ) (’) :

取冰冻于 一
40 ℃保存的 家 兔 血 清 。 .

2毫升
,

用 p H

7
.

4 v B S液作一系列 倍 比稀释
,

每管加 2 %致敏绵

羊红细胞 。 .

2毫升
,

放入 37 ℃ 水浴 中 30 分钟
,

取出

后加入冷V B S液 2 毫升
,

以 3 0 0。转 /分
,

离心 5 分钟
,

其上清液用 721 型分光光 度 计在 5 4 5 n m 测溶血时所

释放的血红蛋白量与当天配制的 50 %溶血标准管相

比较
,

求出50 %溶血的补体值
。

按下式计算血清中

每毫升补体含量 ( 单位 )
。

血清中每毫升补体含量 ( 单位 )

1

血清用量
x 释稀倍数

B S A免疫天数

图 1 急性血清病家兔血清补体含量和抗
补体活性的动态关系

结 果

一
、

急性血清病家兔循环免疫夏合物的

动态变化
:

我们应用 P E G
一

C C试验检测了正常家兔的抗补

体活性为 19
.

26 士2 5
.

0 6 ( X 士 .S D
, n = 24 )

,

以抗补

体活性 ( C H 。 。溶血抑制率 % ) 表示 C I C含量
。

急性

血清病家兔抗补体活性的变化结果见表 1
,

免疫后

第 2
、

4 天无明显差异 ( P > 。 .

05 )
,

.

免疫后第 6
、

8
、
1 0

、

12 天与免 疫前 相比 C H 。 。
溶血抑制率% 相差

非常显著 ( P < 。
.

01 ) ,

免疫后第 16 天开始恢复正

常 ( P > 。 .

05 )
。

急性血清病家兔抗补体活性的动

态关系结果见图 1
,

循 环 内 B S A
一

兔抗 B S A复合物

于注射抗原后第 6 天开始检出
,

第 10 天达最高峰
,

第 12 天开始下降
,

上述结果证 明
: C I C的检出与动

物接受抗原刺激后的天数有关系
。

二
、

急性 血 清 病家兔血 清中补体含 ,

的变化
:

家兔血清中总补体含量用 C H“ 试验检测
,

以

C H 。 。单位 /毫升表示结果
。

正常家兔血清总补体含

量为 2 2 5
.

3 5士 4 o
.

4 C H o o单位 /毫升 ( X 士 S
·

D , n =

3 1 )
。

急性血清病家兔血清补体含量的变化结果见

表 1 ,

免疫后第 2
、

4天无 明显变化 ( P > 。 .

05)
,

免疫后第 6
、

8 天与免疫前相比血清总 补体 量 下

降显著 ( 。 .

0 5 > P > 。 .

01 )
,

第 1 0
、

12 天下降最低

( P < 。 .

0 1 ) ,

免疫后第 14
、

16 天 血 清中补体含

量回升 ( p > 。 .

0 5 )
。

上述结 果 表 明
:

由 于 C IC

的形成消耗了大量补体
,

导致血清中总补体含量的

降低
。

表 1 急性血清病家兔血清补体含量和杭补体 活性的变化

B S A免疫
后 天 数

补体C H 5 0单位 /毫升
又士S

·

E P值帝

P E G
一

C C抑制率%

又士 S
·

E P值

免疫前

免疫后 2

免疫后 4

免疫后 6

免疫后 8

免疫后 10

免疫后 12

免疫后 14

免疫后 16

1 1 8
。
3 5士 7

.

2 5 4

1 16
.

3 5士 7
。
6 0 6

1 1 4 士8
.

2 6 7

9 9
。
9 4士8

.

4 6 5

9 7
。
0 7士 9

。
3 1 3

7 5
。
5 8士 9

.

8 8 7

9 0
.

4 3士 8
。
8 0 7

1 3 1
。
9 6士 9

。
4 33

1 0 8
。

3 6士 9
。
5 4 7

> 0
。
0 5

> 0
。
0 5

0
.

0 5 > P > 0
。
0 1

0
。
0 5> P > 0

.

0 1

< 0
。
0 1

< 0
。
0 1

> 0
。
0 5

> 0
。
0 5

1 9
.

2 6士 5
.

1 1 7

1 6
.

2 7士 4
。
8 1

1 8
.

9 1士 4
。
4 8

2 8
。
2 1士 4

。
2 0

4 2
。

1士 5
。
2 1

4 8
。
6 1士 5

。

3 3

4 0
。
7 7士 3

。
9 6

2 9
。
5 4士 5

。
4 2

2 5
。
0 3士 4

。
1 0

> O
。
5

> 0
。
0 5

< 0
。
0 1

< 0
。
0 1

< 0
。
0 1

< 0
。

01

0
.

0 5 > P ) 0
.

0 1

> 0
。
0 5

命 : t检验的 P值
。

C H 5 o试验 n = 3 1 , P E G
一

C C试验 。 = 2 4
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讨 论

用 PE G沉淀法检测C C I是D i g en o等提出 ` 7 ),

利用低浓度的 P E G在碱性溶液中沉淀血清中免疫复

合物 ( I C )
。

最适 的 P E G浓 度 为 2
.

5~ 3
.

5 %
,

我

们所用 P E G的浓度为 2
.

5 %
。

本法具有 简 单
、

快

速
、

无需特殊仪器等优点
,

是目前较为常用的方法

之一
,

但敏感性和特异性不高且易受温度的影响
。

补体消耗试验是利用某些可溶性C工C 可结合和消耗

补体的性能
,

通过加入一定量的补体使血清中含有

的 I C和补体发生结合
,

观察溶血反应的程度
,

测定多

余的补体活性来了解被检标本中是否存在 C I C
,

以

抗补体活性 ( C H 。 。溶血抑制百分率 ) 表 示 C I C 合

量
。

P E G
一

C C 试验是将上 述两 种方法联合应用
,

先用低浓度 ( 2
.

5 % ) 的 P E G沉 淀 血清中大分子可

溶性 C I C
,

然后
,

再用抗补体 反应测定 C IC含量
。

而 C H 。 。试验是测定血清中补 体的水平
。

应用 P E G
-

C C试验检测急性实验性血清 病家兔 循环 内免疫复

合物较为适用
,

本文观察了 24 只实验家兔抗补体活

性的动态变化
,

同时观察了 31 只家兔血清补体含量

的变化
。

实验结果表明
:

循环内 B S A
一

兔 抗 B S A复

合物于注射抗原后第 6 天检出
,

第 10 天达最高峰
,

第 12 天开始下降
。

而血清总补体含量与此相反
,

注

射抗原后第 6 天开始下 降
,

第 10 天下降至最低水

平
,

第 12 天后又逐渐回升
,

这与 C Oc h r a n e 的 实验

结果相一 致
。

P E G
一

C C 试验 简便易行
,

重复性亦

好
,

是一种适用于检测家兔实验 性急性血清病 C I C

的方法
,

如能同时检测血清总补体含量
,

则更为适

宜
。
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