
两相 Q热立克次体在鸡胚细胞中繁殖的初步研究

训练部微生物 学教研室 渐佩蓉 朱红 阳

Q热立克次体在原代或传代单层细胞上

生长繁殖的研究已有不少报导①一⑦ ,

由于

采用的细胞株与检查方法的不同
,

不同相的

Q 热立克次体在不同细胞或简种细胞内的繁

殖量及最早发现立克次体的时间不尽一致
。

国内对 Q 热立克次体在细胞培养中的繁殖动

态研究不多
,

特别是 I 相 Q 热立克次体尚未

见报导
。

由于自人体或动物体初分离之 Q 热

立克次体 均属 I 相
,

为探讨组织培养方法应

用于 Q 热立克次体的实验检查及疫苗制备的

可能性
,

有必要对 I 相 Q 热立克次体在组织

培养细胞中的繁殖情况进行研究观察
。

本文

就 I 相及 11 相 Q热立克次体在鸡胚纤维母细

胞中的生长繁殖特点
,

以及应用离心吸附和

感染细胞计数法于 Q 热立克次体的培养与检

查
,

一并加 以报告
。

材料及方法

一
、

毒种

Q 热立克次体 H e n z e r l i n g株
,

本 室鸡胚

卵黄囊及小 白鼠腹腔交替传代 10 次 , 九里株

鸡胚传代 42 次
,

经血清学及三胜黄试验测定

分别为第 I 相及第 11 相
。

试验前取冰冻保存

的强度感染的鸡胚卵黄囊
,

称重后置组织研
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,
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白蛋白水解物 E ag l 液 ) ④ 制成 10 % 悬液
,

经每分钟 2 0 0 0转离心沉淀 10 分钟
,

吸取中层

悬液
,

再以维持液稀释成 1 0 一 2

备用
。

二
、

细胞培养

取 9 一 10 日令鸡胚
,

按常规法经胰酶消

化后之细胞悬液用四层纱布过滤后
,

用生长

液稀释计数
,

以每毫升 1 00 万细胞数接种至

盖片培养 (盖片大小 18 m m X 6 m 和 ,

水平位

置放于瓶底 ) 每瓶 1 毫升
,

然后直立装入铝

制饭盒内
,

置 37 ℃孵育箱 48 小时
,

细胞长成

单层
,

备用
。

三
、

培养基

生长液
: 5 %小牛血清 0

.

25 %乳 白蛋白

水解物 H a n k s
液

,

每毫升加 青 霉 素 10 0单

位
,

链霉素 x 0 0 微克
。

用 7 % N aH C O 3 调 p H

至 7
。
6

。

维持液
: 2 %小牛血清 O

。

25 %乳白蛋 白

水解物 E a g l e
液

,

用 7 % N a H C O 3调 p H至 7
.

6

未加抗菌素
。

四
、

细胞的感染与立克次体的检查

取已长成单层的细胞培养瓶
,

吸去生长

液
,

用 H an ks 液洗涤 1 次
,

加入 1 0
一 z

立克次

体悬液 1 毫升
,

于国产 L X J n 型号水平式离

心机室温下 以每分钟 2 0 0 0转 离心 10 分钟
,

然

后吸去立克次体悬液
,

用 H a n
ks 液 洗 涤 l
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次
,

加入维持液 l 毫升
,

置 37 ℃孵育
, 4 ~ 5

天 换 液 一 次
。

于孵育前及孵育后的不同时

间
,

取出盖片
,

以 p H 7
。
2 P B S荡洗一次

,

待

干 ,
甲醇固定 10 分钟

,

用 去离子水荡 洗 一

次
,

干后再用 1 : 10 稀释之姬姆萨染液染 色

一小时
,

水洗吸干
,

油镜检查
。

对照细胞系用正常鸡胚卵黄囊同法制备

的悬液
,

接种与检查方法与感染细胞同
。

五
、

感染细胞计数

按 H a h o n
等⑨荧光细胞计数法

,

首先在

显微镜 ( 1 0 0 0 又放大 ) 下计数盖 片 的 视 野

数
,

然后计数 50 个视野中感染细胞的总数
,

求出每视野的平均数
,

再按下列公式计算每

毫升立克次体感染细胞单位
:

每一视野立克次体感染细胞平均数
X
盖

片之视野数
x 接种物的稀释倍数

x 2
.

36 (培

养细胞用盖片占培养瓶底面积的 1 / 2
.

36 )

六
、

鸡胚 L O
。 。

滴定

用 7 日令鸡胚
,

每胚接种 10 倍递增稀释

的立克次体悬液 。
。

2 毫升于鸡胚卵黄囊
,

每

一稀释度接种 6 只鸡胚
,

经 37 ℃孵育 12 天
,

逐 日观察鸡胚 死亡情况
,

三天内死亡者弃去

不算
,

以后死亡之鸡胚解剖涂片
,

用 G i m
e n c :

氏染色法染色检查立克次体
,

以雷孟二氏法

计算L D
。 。 。

实 验 结 果

一
、

I 相及 11 相 Q 热立克次体在鸡胚细

胞中的繁殖情况

Q 热立克次体 H
o n z e r l i n g 株 ( I 相 )

及九里株 ( 且相 ) 感染鸡胚细胞
,

未经培养

及培养后 ( 4 、 8 、 1 2
、 1 6

、
2 0小时及 l

、

2
、

3
、 4 、 5 、

6
、

7 天 ) 分另11取片染色

镜检
,

发现在吸附后未经培 养的盖片中
,

有

许多立克次体不规则地散在于细胞表面
,

此

时细胞完好未见胞浆内空泡 (图 1 ) ; I 相 Q

热立克次体于培养 8 ~ 1 2小时
,

细胞表间之

立克次体已经消失
,

直至 4 8小时有些细胞胞

浆内已出现空泡
,

空泡内立克次体个体比较

清晰
,

呈球杆状
、

双球状等多形态
,

数量多

少不等
。

随着培 养时间的增加
,

月包浆内空泡

逐渐增大
,

甚至取代了整个细胞浆
,

这时核

被推至细胞膜附近
,

立克次体大量繁殖
,

儿

乎充满整个空泡
,

有的细胞已破裂
,

细胞外

也可见到不少立克次体 (见图 2 )
。

I 相立

克次体于培养 24 小时可见胞浆内形成空泡
,

空泡内有立克次体呈球杆状
,

染色较深 , 培

养 后 48 小 时的结果是形成空泡的细胞数增

多
,

立克次体数也随之增多
,

且 常 聚 集 成

团
,

立克次体个体较 I 相立克次体小
, 继续

培养所见的结果与 I 相立克次体所见者基本

相同
,

唯此种现象的出现较 I 相立克次体为

早
,

繁殖量 也较多 (见图 3 )
。

对照细胞未发

现立克次体
,

胞浆内未见空泡形成 (见图4 )
。

二
、

静止吸附与离心吸附对 Q 热立克次

体生长繁殖的比较

用前述方法将 I 相及 且相立克次体分别

感染鸡胚细胞
,

培养并分成两组
,

一组经每

分钟 2 0 0 0转离心 10 分钟离心吸附
,

另一组放

3 7 ℃孵育箱静止吸附 1 小时
,

吸附后吸去立

克次体悬液
,

用 H an ks 液洗涤一次
,

加维持

液 l 毫升
,

培养瓶均置 37 ℃孵育
,

于培养 48
、

9 6小时分别取片
,

固定染色镜检
,

计算50 个视

野内立克次体感染细胞数
,

其结果列于表 h

表 2 两 种吸 附 方法对Q热立 克次体生长繁殖 结 果 的比 较

立 克 次 体
H e n z e r l i n g 株 ( I 相 )

感染细胞数 / 50 个视野
九 里 株 ( 11相 )

感染细胞数 / 50 个视野

一~ ~ 一吸附方法

检查时间

一
~ ~ \

离 心
( 2 0 Q0转 / 1 0 ’ )

静 止
( 3 7 ℃ / 1小时 )

离
2 U

J

合
0 0转 / 1 0 ’ )

静 止
( 3 7℃ / 1小时 )

4 8小时
9 6小时

1
3 0 6 { 1 5 9



从表 1 可以看出感染 I 相立克次体离心

吸附的培养物
,

于培养 48 小时后
,

50 个视野

中已发现 78 个感染细胞
,

而 静止吸 附者则尚

未发现感染细胞
,

培养 9 6小时后离心吸附者

比静止吸附增加感染细胞数达 3 1倍 ( 1 5 5 / 5 ) ;

同样两种吸附方法对 且相 Q 热立克次体的繁

殖量也有明显的不 同
。

三
、

Q 热立克次体感染细胞计数与鸡胚

卵黄囊半数致死量滴定的比较

用感染细胞计数法和鸡胚卵 黄 囊 L D
。 。

滴定法比较检查了 H o ez lr i n g株 ( 工相 ) 及

九里株 ( 且相 ) Q 热立克次体
,

前者为接种

立克次体于鸡胚细胞后培养 48 小时取片
,

检

查 50 个视野中感染细胞数
,

然后计算每毫升

立克次体悬液的感染细胞单位
; 后者于接种

鸡胚 卵黄囊后孵育 12 夭
,

按雷孟二 氏法计算

鸡 胚 L D
。 。 ,

结果见表 2
:

比 较 两 种 滴 定 Q 热 立 克 次 体 的 方 法

感染细胞计数 ( ’ )
x 1 0 “ / m l

鸡胚卵黄囊 I
J

D 5 o (
2 )

X 1 0 “ / m l

拟一|
lù

一一一~ ~ 世查方法
立克次体

-

一一~
~

_

:
丹匕

.

住
1土八乙H e n z e r l i n g {朱 ( I 相 )

九里 {朱 ( n 相 )

(
`
) 感染后 4 8小时的结果

(
“ ) 感染后 12 天的结果

表 2 结果表 明两相 Q 热立克次 体 感 染

细胞计数滴定法 4 8小时的效价均较鸡胚卵黄

囊 L D
。 。

滴定法 12 夭的效价为高
, I 相约高

21 倍
,

11 相约高 30 倍
。

说明前法较后法敏感

而快速
。

讨 论

1
.

我们用鸡胚细胞培养 I 相及 n 相 Q

热立克次体的结果表明
, 11 相 Q 热立克次体

较 I 相发育快
,

繁殖力强
。

感染 11 相 Q 热立

克次体的鸡胚细胞于感染后 2 4小时 已可见少

数细胞胞浆内有空泡形成
,

空泡内有少量立

克次体
,

而感染 I 相 Q 热立克次体的鸡胚细

胞
,

一般于 48 小时才出现上述现象 , 另外在

培养过程中 n 相 Q热立克次体于感染后 3 ~

4天
,

立克次体大量繁殖
,

多数视野能见到

一个以上感染细胞
,

而 I 相 Q热立克次体需

于感染后 5 ~ 6 天才可见此现象
,

且立克次

体数量较 江相少
,

这与 K or d o
ya 等勺 以两相

Q 热立克次体分另d接种几种细胞株 ( D
一

6 ,

羊膜 及 H E P
一

2 ) 观察繁殖动态认为无明显

差别的结果不 完 全 相 同
;
与 kor d o v a

等①

19 7 0年的研究中报导 且相 Q 热立克次体在 L

细胞上的繁殖很好
,

而 I 相则生长很差的结

果也不尽一致
,

这种差异可能与 Q热立克次

体相变异的程度及其稳定性有别
,

以及对不

同细胞株的敏感性不同有关
。

在朱孝坤等L

以 11 相 Q 热立克次体在几种单层细胞培养中

的比较研究中说明
,

Q 热立克次体在不同细

胞 株中的繁殖情况是不一致的
。

2
。

利用离心力可促进病原因子吸附于

细胞已为不少作者所证实
。

W e 15 5@ 等将普

氏
、

Q热立克次体
、

砂眼及鹦鹉热病原体等

4 种病原因子
,

分别感染鸡胚内胚层细胞
,

以离心吸附与静止吸附相比较
,

结果证 明离

心吸附感染普氏立克次体较静止吸附者加强

1 0 , 0 0 0倍
,

鹦鹉热病原体加强 1 0 0倍
,

砂 }I民病

原体加强 l o 倍
,

Q 热立克次体中等度加强
。

H ha on 等⑧用免疫荧光技术检查 Q 热立克次

体的研究中
,

获得了相似的结果
。

我们用感染

细胞计数法检查 I 相及 11 相 Q 热立克次体的

鸡胚细胞感染实验中表明
,

离心吸附较静止

吸附既节省时间又促进了吸附的效率
,

提高

了立克次体的感染率
。

离心吸附增加了立克

~ 1 2 ~



次体与细胞之 间接触的机会
,

可促 使其于短

时问内吸附至细胞
,

达到同步感染的可能性
。

3
。

通常立克次体的常规滴定
,

多用鸡

胚卵黄袋 L D
。 。
滴定法

,

i亥法常因鸡胚个体

差异较大
,

孵育为时较久
,

且于孵育过程中

鸡月卫常易出现非特异性死亡
,

影响结果的计

算
。

H a h o n
等⑨ 用荧光细胞计数法既敏感又

快速
。

我们用感染细胞计数法与鸡胚卵黄囊

半数致死量滴定法比较检查了 I 相及 且相 Q

热立克次体也获得相似的结果
,

前者于 4 8小

时所得到的结果较后者 12 天检查的结果更为

敏感
,

且细胞培养条件一般比较稳定
,

易干控

制
。

在我们的实际观察中
,

认为此法用于 工

相 Q 热立克次体更为准确
,

因为 ! 相 Q 热立

克次体感染后之细胞层一般均较完好
,

繁殖

之立克次体多在空泡内
,

感染细 胞 易 于 计

数
,

而 11 相 Q 热立克次体除定位于胞浆空泡

内以外
,

也有散在于胞浆内者
,

计数时相邻

细胞有时易混淆而影响计数的准确性
。

体
、

犷感染后 5 ~ 6 大 屯克次体大量增爪
;

而 n 相立克次体于 24 小时即可检出
,

感染后

3 一 4 天已大量增殖
。

2
。

用感染细胞计数法证明
,

离心吸附

有促进 Q热 立克次体吸附于细 JJ包的效能
,

从

而有 可能提高标本中 亿克次体的检 八{率
。

3
。

用鸡肛细胞的感染细胞计数法来滴

定 Q热立克次体较鸡胚 卵黄囊半数致死量滴

定法敏感而快速
。
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t]] Q热立 克次沐 ’侧咐后卡经 J音养的鸡呸洲胞 放大 7 50 涪
了 图

:

I 相Q热立克次体 ( 宜田月断幼川可见许 多散在的 立克次 }仲

右图
: 11 相Q热立克次体 朴刁 上 )
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图2 1相 Q热立克次体感染的鸡胚细胞 放大7 5 0佑

上图
:

感染 4 8小时后的细胞 (感染细胞胞浆内有少量散在的立克次体)

下图
:(左) 感染后2 7 小时的细胞 (感染细胞胞浆空泡内含较多散在

的立克次体)

(右) 感染后 5天的细胞 (感染细胞增多
,

胞浆空泡内含大量

立克次体 )



图 3且相 Q热立克次休感染的鸡胚组川 放夕、 7 5 0倍

}二图
:

} :图
:

感染后 2 4小时的细胞 (感染细胞胞浆内出现空泡
,

内含少量立克次体 )

(左 ) 感染后 48 小时的细胞 (感书细胞胞浆内空

了包增大
,

内含较多的立克次休 )

(右 ) 感染后 4天的细胞 (感染细胞数增多
,

月包

浆内空泡更大
,

内含大鸳如丈团 的立克次体 )

比队 长感染细胞 州麦种 工
`

离鸡盯 illj 黄囊喜液后片 莽5二无的 川 屁幼胞 ) 收大 7 5 。倍

~ ] 5 ~


