
蜂血淋巴试验检查立克次体的初步研究

训练部微生物学教研室 俞树荣 张淑莲 李芹阶 张郑燮

蟀的血淋巴试验为检查蝉标本中病原体

的简便
、

快速方法
。

目前
,

国外应用本法于

立克次体
、

病毒及细菌的实验感染蟀标本及

自然界蝉的流行病学筛选检查
,

常获得比较

满意的结果① 一⑥
。

国内尚未见类似报导
。

本文就我们用 Q热立克次体及北亚热立克次

体实验感染 O r n i t h o d o r o s m o u b a t a 后 的血

淋巴试验结果
,

以及初步检查 自然界蝉类 Q

热立克次体的感染情况报告如下
。

材料及方法

一
、

毒种
:

1
.

Q 热立克次体 Y子 8 株
,

由云南 省

昆明市绵羊胎盘分离 多
,

鸡胚卵黄囊 8 代
;

H
e n z o r l i n g 株得自北京生物击lj品研究所

,

本

室鸡胚 38 代
。

2
.

北亚热立克次体
,

来源于北京生物

制品研究所斑疹伤寒室
,

原传代情况不明
,

在本室以鸡胚卵黄囊传 9 代
。

二
、

蝉
:

O r n i t h o d o r o s m o u b a t a , 一9 5 3年从原中

国协和医学院索取
,

在本室饲养繁殖
。

实验

用半饱血的稚虫及成 虫
。

三
、

实验感染方法
:

主要用体腔注射法
。

取新鲜立克次体感

染卵黄囊膜 (直接涂 片 检 查 朴一粉 )
,

以

H a n k, 。
液作成 1 0一 `

悬液
。

将蟀先用无菌蒸

馏水洗或酒精浸泡后用水洗三次
,

置于垫有

无菌滤纸的平皿 中
。

用 50 微升微量注射器取

悬液在蝉侧缘每只注入 0
.

01 毫升
,

或用细毛

细管注射
。

注射后针头或毛细管宜稍停片刻

再拔
,

以无菌滤纸吸去从伤 口回流的注射液

(一般约 回流 1 3/ 一 1 / 2的注射量 )
。

一部分

蝉用感染动物喂血法⑦
。

注射或喂血完毕
,

将蟀编号分别置于盛沙粒 (有一定湿度 ) 的

青霉素小瓶 中
,

放室温 ( 20 一 30 ℃ ) 以备检

查
。

并曾将感染蝉接种豚 鼠
,

观察其发病及

检查恢复期血清有特异性抗休 上 升 获 得证

实
。

四
、

血淋巴试验法
:

将蚌充分水洗
,

用小镊子 轻 轻 夹 起蟀

体
,

剪断一只腿的末端
,

血淋巴即从伤 口溢

出
,

清亮如水珠
,

滴在玻片上以接种针作涂

片 (一张玻片可涂 8 一 10 份标本 )
,

火焰固

定后
,

用 iG m en
e z法 愁染 色及免疫荧光 技术

检查
。

五
、

免疫荧光 间接法检查
:

Q 热立克次体免疫兔血清 ( I 相补体结

合抗体滴度 i : 5 1 2 , I 相 1 : 1 0 2 4 ) 及北亚热立

克次体免疫兔血清 (补结滴度 1 : 2 56 一 5 1 2)
,

染色时用 1 :

16 一 32
,

羊抗兔 Ig G 异硫氰酸荧

光黄标记血清用 1 , 4 ,

以 四甲基异硫氰酸玫

瑰红标记牛血清白蛋 白 ( 1 :

16 一 20 ) 作对比

染色
。

首 次检查及可疑标本复查时作正常蝉

标本
,

不加 中间层血清或加相应动物正常血

清对照
,

以及阳性对照
。

荧 光光源为国产超

高压汞灯 G C Q 2 0 0 ,

用暗视野聚光器配合普

通光学显微镜检查
。

发现标本中有荧光亮度

达什
,

并具形态特征的颗粒
,

判为阳性
。

结 果

一
、

实验感染蟀的血淋巴试验

(一 ) Q 热立克次体感染蝉检查

1
.

感染蟀血淋巴试验动态
:

10 只 Y S
一

8
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株体腔接种稚蟀
,

有 9 只在注射 后 3 夭 用

iG m en ez 染色法及免疫荧光法查见血淋巴 中

的立克次体
,

多在巨噬细胞胞浆内
,

形态纤

细
、

典型
,

一般约 7 一 8 条
,

少的 1一 2 条
,

也有的堆聚成团 , 第 8夭检查则全部发现胞

浆内外均有立克次体
,

但仍以胞内为主 ( 图

1 )
,

严重者在一个视野里的所有巨噬细胞均

充满立克次体
,

免疫荧光检查见胞外散在的

图 I Q热立克次体 Y S
一

8株感染 o
.

m o u b at a第8天的血淋巴试验

左
: G i m e n e z 染色 ( K 1 0 0 0 ) 右

:

免疫荧光染色 ( x 5 0 0 )

也多 ( ` 一册 ) ;
待第 13 天直止 27 8 夭检查

,

主要在细胞外散在
,

常不易见到完整细胞
。

10 只 H
e

nz
e lr in g 株同法感染的稚蝉

,

开始

发现立克次体似较 Y S
一 8 株为迟

,

感染后 3

天未见 明确的立克次体
, 7 天多数能查到

,

而14 天后的 G i m e n e :
染色法及免疫荧光检查

与 Y S
一 8 株感染者不能区别

。

22 只蟀及 12 只

蝉以喂血法感染 (分别在感染 Q热立克次体

的家兔及豚鼠发热高峰时吸血 ) 者
,

于第 10

表 1 感 染 稚 虫 及 成 虫

天及 14 夭检查均为阴性
。

2
.

感染稚虫及成 虫的血淋巴试验
:

分

别体腔注射 Q 热立克次体H e
nz

e r l i雌 株于稚

蟀及成蟀后
,

用血 淋巴试验证明其敏感性有

所不同
。

感染成蟀血淋巴中用 iG m en ez 及免

疫荧光法发现立克次体较感染稚蟀者晚
,

数

量也少
,

约在感染 2 月后检查则两者不显差

别
,

见 表 l
。

血 淋 巴 试 验 比 较

, 2 4 }

7/ 9 (牛 一 柑卜 )
’

0 /5

6 / 7 (
一

}

2 / 4

一

姗 )

士浅
`

)

7 /7 (
一

卜一册 )

4 4/ (
一

}一姗 )

虫虫稚成

分母为感染蜂数
,

分子为阳性数
,

括弧内为立克次体数量

24 天后稚虫死去两只
,

成虫死去 一只

3
.

G i m o n e z
染色法及免疫荧光法检查

比较
:

从 23 只感染蟀
,

于感染后 58 天用两种

方法检查发现
,

G i m en
e z
染色法似较免疫荧

光检查敏感
,

如表 2
。

(二 ) 北亚热立克次体感染啤检查

北亚热立克次体感染蟀血淋巴发现立克

次体较 Q 热感染者晚
,

数量也较少
。

感染的

1 6只稚蟀于第 3 天用 G im
o n 一 z

染色检查
,

发

现多数 蟀血细胞少
,

有 3 只查见立克次体
,

呈短杆状
,

位于巨噬细胞浆内
,

数目很少
,

~ 1 7 ~



表 2 23只 感染碑血林 巴 G m ie n二染 色及 兔夜荧光检查

G imo e nz了生

免疫荧光法
19一

一
勿 , : 币 , 曰 .

~

勺冲.

鸿
妇 端 州阳 卜̀ 一 ~

`成. ` ` 二二口 二 门. . 口 . 门. , 目 . . , . . . . . .

~
.口曰畏= 二 , ~ . . . . 产 , . . . . . . . . . .

一
吧、

`

G 与G i m e n e z 染色法
,

I F如为免疫荧光检古

约 3 0个视野发现 3 一 6 条 ; 感染后 7 天有 4

只蝉血淋巴发现少量立克次体 ( + ) ; n 天用

G i m
`

.

n
一

z
染 色法俭查有 9 只蚌 血淋巴试验阳

性
,

立克次体多在胞浆内
,

个 别 亦 见 于胞

核
,

形态典型
,

也有的成双排列
,

并两端浓

染
,

数 目也增多 i( 卜)
,

此时免疫荧 光检查 9

只 中仅 5只为阳性
; 16 天 iG m c

en
z
染色检查

,

全部邺均查见立克次体
,

胞内外均有
,

主要

在胞内
,

免疫荧光检查仍有一只为阴性
,

阳

性者细胞内常见较大 的亮团及弥散性荧 光 ;

2 3夭则 G i m e n e z
染色 与免疫荧光检查全为阳

性
,

立克次体繁石州山小较前为多 ( 图 2 )
。

刽2 感染o
.

m ou ba at 23 天血细 叮御 lJ 的北
、

{四热仁克次体

生
:

G 1n l e n e z
染色 ( 又 1 0 0 0 ) 台

:

兑咬荧光
`

袭色 ( 又 8 0 0)

二
、

自然界蟀类的血淋巴试验

自然界蟀为 1 9 7 7年 8 一 9 月采 自云南昭

通地区冷冻厂的绵羊
、

山羊及牛 ( 来自该地

区 6 个县 ) 的体表
,

检查的 4 73 只 分属 血蝉

( H a e m a p h y s a l i s S F
.

)
、

硬蝉 ( I x o d e s S P
.

)

及微小牛蟀 ( B o o p h i l u s m i e r o p l u s )
。

取血

淋巴经 iG m e
en

z
染色法检查

,

在巨 噬细胞内

外见 到类似立克次体 ( 图 3 ) 的有 39 只 ; Q

热免疫荧 光检查有 8 只阳性
,

其中 4 只 (未

定种的 3 只血蟀和 1 只 微 小 牛蝉
,

得 自永

善
、

彝良的绵羊和山羊 )
一

与G i m n z 法 l旧性

相符
,

另 4 只 ( l 只未定种血蝉及 3 只微小
’

卜蚌
,

得 自永善绵羊及昭通乳牛 )为 iG m e n e z

染 色俭查阴性者
。

~ 1 8 ~



图 3未定种血蜂的 1111材
、

巴 {切

乍
:

Gi二 n e
z e染色 (、 10 0) 0右

:

他
一

!
「

若芍全光讹色 (丫 0 8) 0

讨 论

一
、

蝉对立克次体十分敏感
,

无论明接

种法或喂血法均能感染成功
。

以血淋巴试验

可以证明立克次体存在于巨噬细胞中和分 散

在细胞外
。

Z u p a e i e o v a 一

M
a j e r s k a 等⑧ 将 Q热

立克次体 注射到 单峰驼璃眼蝉 ( H y a l o m 汀 a

dr
o m

一

d ar i i) 稚 虫
,

检查其长成的成 虫
,

发

现立克次体广泛分布于血淋巴及 结 缔 组 织

(气管丛
、

肌 肉及皮下 ) 中
,

其他器官如 马氏

管及唾液腺很少
。

B a 二 a lll 0 B 等 政 检查亚洲

璃眼蟀 ( H
.

a s i a t i e u m )稚虫叮咬感染 Q 热立

克次体的豚鼠后 长成的成虫
,

发现立克次体

主要存在于中肠上皮细胞
、

血淋巴和皮下组

织
。

有的资料指出
,

对 自然界蟀类作立克次

体检查也以血淋巴 的阳性率最高
,

凡是其他

器官或组织阴性者
,

其血淋巴均为阳性
。

因

而
,

蜂的血淋巴试验在快速检出病原休上有

实用意义
。

一般认为稚蝉更比成蟀敏感
,

是 否与不

同期蟀的代谢差异有关
,

有待进一 步研究
。

我

们 曾试将感染蟀成虫置于 37 ℃ 24 一 4 8 小时

或喂血后井未见在发现立克次体上有 明显差

别
。

R
e hac e k等L 也曾证明同一批游离蝉吸血

前后的 血淋巴试验阳性率并无明显差别
,

仅

有个另lJ组吸血后的阳性率比吸血前高
,

可能

因吸血而束l]激存在于器官中的立克次体
,

使

之释放 到体腔
,

从而被血细胞吞噬
。

稚蟀和

成蟀对立克次体放感性的差另lJ
,

随着感染时

间的延
一

长而不显著
。

从我们对比 H
o

nz e r l in g

株感染稚虫及成 虫的结果来看
,

稚虫感染早

期血淋巴试验阳性率较成虫者高
,

立克次体

数量亦较多
;
但约在 2 月以后检查则两者并

无区别
。

蝉实验感染立克次体后血淋巴试验的敏

感性
,

尚与所用毒株及感染 方 法 不 同而有

异
。

我们 !日Q 热立克次体 Y S
一

8株及 H e
nz

o r -

l in g 株体腔接种感染稚蟀
, 一

可能由于 Y S
一

8 株

为由绵羊胎盘分离不久
,

鸡胚传代不多
,

毒力

较强 ;
而 H e

nz
e r l in g 株 为实验室长期用鸡胚

保存者
,

毒力较弱
,

因之 Y S
一

8 株感染后血淋

巴试验出现阳性较早
。

喂血法感染者似不如

体腔接种法能在早期得 到血淋巴试验阳性
。

这可能因为 立克次体感染后虽广泛分布于血

淋巴及器官
,

但喂血法需立克次体先在肠上

皮细胞 中繁殖
,

再 由 此 进 入血淋巴之故
。

F 。 二 b 江二 H 等 L 亦曾报告
,

叮咬感染北亚热立

克次体 的纳氏
“)气丝卑 ( D e r m a e e n t o r n u t t a l l i )

,

在消 f匕道查见 立克次休较血淋巴早几天
,

到

感染 1 1天后
,

消化道与 ! m
.

淋巴中发现立克次

体基本一致
。



二
、

血淋巴试验 中i G me ne z
染色检查常

比免疫荧 光法敏感
。

曾有在蝉卵巢涂片用 Gi
-

m“
e n

z
染色法发现落矾山斑点热立克次体比

用免疫荧 光检查多的报导
。

但在自然界蟀类

检查中
,

前者不能区别立克次体及类似立克

次体的微生物
。

我们检查实验感染 Q 热及北

亚热立克次体的蟀血淋巴
,

也发现用 iG 叭仙
z

染色法检出率比免疫荧光法高
。

免疫荧光技

术不如G i m e n e z
染 色法敏感

,

是否因一部分

立克次体没有与特异性抗体结合所致
,

有待

进一步阐明
。

三
、

由于蝉能在体内长 期 保 存立克次

体
,

可经期经卵传递
,

因而可能将现场材料

接种蟀体后
,

作为后送标木的手段
。

有人报

告 Q 热立克次体在 0
.

m o u b a t a

体内存活 1 2 9 8

一 1 3 0 3天而不 会产生自净现象
。

我们曾查到

27 8 天
,

立克次体在蝉体内繁殖良好
,

并能

经蟀传蟀
,

除非接种时有杂菌污染
,

否则蟀

一般不易死亡
。

立克次体在蟀休内也不发生

抗元性变异
,

可以考虑作为简便
、

理想的保

种方法
。

四
、

自然界蟀类检查
,

39 只 G im e n e :
法

阳性蟀中几有一半采自昭通乳牛
,

其他主要

得自永善和彝良的牛
、

羊
,

免疫荧光技术有 8

只阳性
。

显然
,

在 G i m e
en

z
染色阳性中可能

有类似立克次体的其他微生物或非病原性立

克次体
。

但值得注意者
,

免疫荧光阳性而与

G im e
en

z 相符的 4 只蟀为采 自永善及彝良的

羊群
。

从宿主 Q 热血清补体结合 试 验 阳 性

率来看
,

也以此 两 地 较 高
。

如绵羊永善为

9
。

5 %
,

彝 良 25 %
,

昭通 4
.

7 % ; 山羊彝良

1 2
.

5 %
,

大关 3
.

3 %
,

鲁甸 15 只山羊无阳性
。

曾以其中 3 只蝉 ( 2 只未定种血蝉
,

1 只微

小牛蜂 ) 分别接种豚鼠分离
,

动物虽有不规

则发热
,

但恢复期血清补体结合试验未能证

实 Q热感染
。

这批蝉分离前曾在冰箱放置多

日
,

均为饥饿蟀
,

接种前也未经 37 ℃孵育
,

是否与分离阴性有关
, 抑或因血淋巴涂片时

混 入 蟀 几 丁质
,

或血清中的非特异性因素

(不仅在野生啮齿动物及其体外寄生 虫
,

而

且在家兔和其他实验动物都可能有沙门氏菌

和李斯特菌 感染 ) 而造成免疫荧光检查的非

特异性 结果
,

有待进一步研究
。

小 结

Q 热立克次体实验感 染 o
.

m ou b at a
可用

血淋巴试验检出立克次体
。

随毒株不同
,

立

克次体在血淋巴 中出现时 间有异
,

成蟀不如

稚蝉敏感
。

北亚热立克次体感染 o
.

m o u b a at

后
,

在血 淋巴 中检出病原体常较 Q 热立克体

晚
,

繁殖量也比 Q 热差
。

G i m o
en

z
染色检查每

较免疫荧光技术易于获得阳性
。

关于云南昭

通地区自然界蟀的血淋巴检查
,

因未能从阳

性蝉分离出立克次体
,

尚难 以作肯定结论
。

( 自然界蝉的采集及初步分类承贵州省

畜科所王修文同志大力协助
,

云南省昭通地

区防疫站有关同志参加家畜血清学调查
,

特

此一并致谢
。

部分参加此工作者 尚 有 曹 俊

杰
、

万中举
、

向信礼同志
。

)
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