
用免疫荧光技术检查几种呼吸道病毒

训练部微生物学教研室 未德钟 李光平 刘启富

免疫荧光抗体技术 (简称 IF A T ) 在 快速鉴定病毒方面软有价值
,

但作为常规诊断方法尚

未广泛应用① ②
。

近年来国内外学者对某些呼吸道病毒
,

如流感病毒① 一⑥
、

副流感病毒⑧ 及

呼吸道合胞病毒① 等
,

应用免疫荧光抗体技术作为快速诊断的手段 已有一些报 导
。

我们为研

究平战时病毒疾病的快速诊断问题
,

曾试图用免疫荧光抗体技术作为快速诊 断的途径 之一
。

为建立方法和探索病毒在组织细胞中增殖的规律
,

曾选择流感病毒
、

副流感病 毒及腺病毒实

验感染原代人胚肾细胞
,

用间接免疫荧光染色法检查感染细胞中的病毒抗原
,

并与常规法比

较
,

以观察其特异性和敏感性
。

现将实验结果汇报于后
。

材 料 和 方 法

一
、

病毒
:

流感病毒
:

甲型一 A
3

/京生 71 一 1和 乙型 一 B /湘防 -71 一 2均由北京生物制品 研究所赠给
。

我室在鸡胚中已传至 1 3代和 7代
。

舀11流感病毒一 1型 (仙台株 ) 和 3型
,

由北京军事医学科学院赠

给
。

我室于原代人胚肾细胞中传至 8和 9代
。

腺病毒一 3型 由北京病毒研究所赠给
,

我室在人胚肾

细胞中传过 10 代
。

二
、

细胞培养和 {剔染细胞片

原 代人胚
`

{奢细胞按常规方 法制备
,

接种于 内放 6 洲 is m m 盖片的小瓶中
,

待盖片
一

上基本

形成单层细胞后
,

换成维持液 ( E a g l 。 氏液 98 %
、

灭 活小牛血清 2 %
, p H 7

.

2 )
。

并接种稀释

病毒液 (1 0 一 3
) 0

.

2 m l
,

于 35 ℃培养不同时
一

间后
,

取出感染细胞片
,

经无菌磷酸 盐 缓 冲 液

(P B )S p H 7
.

2漂 洗后
,

丙酮固定 1 5分钟
,

保存于 一 20 ℃冰箱
。

正常对照细胞不接种病毒
。

三
、

特异性免疫血清

1
。

抗病毒免疫血清
:

流感病毒拄 L i c f 氏① 鸡血球吸附释放法提纯和浓缩病毒作为免疫

抗原 (血凝效价 > 2 5 6 0 / 0
.

2 m l ) ; 副流感病毒和腺病毒抗原用原代人胚肾培养物冻化 3一 4次
,

经 3。。。转 /分钟离心沉淀
,

取上清再 以 3
.

5万转 /分钟超速离心沉淀 9 0分钟
,

将沉淀物用 PB S

(P H 7
.

2) 重新悬起
,

叩为免疫抗原
。

副流感病毒抗原血凝效价 夕 2 56 0/ o
.

2 m l ; 腺病毒抗原补

结效价 > 1 : 4G
。

免疫劝物均用休币 4 00 克以 上的健康雄性豚 鼠
。

免疫方法每次抗原 l m l 加福 氏不 完全佐

剂 lm l
,

皮内
、

皮下 及肌肉多点注射
,

间隔 10 一 1
_

4天共 3次
,

第 4 次不加 佐剂 腹腔注射 2 m l抗

原
,

1
_

0天后试 血
。

流感和副流感病毒免疫的动物血清巾血凝抑制抗休效价 > 2 5 6 0/ 0
、

2 m l
,

腺病

毒免疫动物 血清中补 结抗休效价 > 1 :

64 时即放血
。

2
.

山羊抗豚鼠 Ig G血清
:

取 健 康豚鼠混合血清
,

以 50 %饱和硫酸铁盐析法提取粗球蛋

白后
,

再以 D E A E柱层析 ( 0
.

0 2M T r i s ,

p H S
.

0平衡
,

0
.

0 2M T r i s
,

p H S
。

O + 0
.

0 5M N a C I洗脱
`

) 乡仁
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化
,

经聚丙烯酞收凝胶电泳证明在丙球区只有
一

条带即为豚 鼠愧 G免疫抗原
。

免疫方法
:

选取

健康山羊
,

第一钊
一

用 InT到公 斤体重抗原加等量福 氏完全佐剂
,

从第二针起炼次抗原为 2一 3 m 盯

公斤体重
,

加等员不完全佐剂
,

间隔 2周
。

第 4针免疫后功一拢天
,

用双向 琼脂扩散法测定抗

豚鼠 Ig G抗休效价
,

达 1 :

32 一 1 : 64 时即放 血
。

以 上免疫血清均用冻干或一 20 ℃冻存
。

四
、

荧光抗体的制备
、

染色及镜检法

1
.

荧光抗体的制舟
:

羊抗豚 gI G 的 提取及纯化法同豚鼠 Ig G
。

异 硫 氰 基 荧 光黄系我

校化学教研室供给
。

荧光 素 与 I g G 的重 髦 比为 1 : 1 0 0
。

结合时 先 将 I gG ( 25 m g /m l) 溶液调

正 p H到 9
.

0
,

荧光素溶于少是 0
.

2M N a Z
H P O

、
中

,

于 37 ℃搅拌 Ig G溶液下逐滴加入荧光素溶液
,

并滴加 0
.

I M N a 。
PO

4

调正 I g G溶液 p H 到 9
.

0 ,

继续搅拌 2小时
。

通过荀聚糖凝胶 G 25 除去游

离色素后
,

再 以D E A E层析法纯化
,

取 F P/ 值 2一 3的组分使用
。

经特异性染 色 滴 定工 作浓度为

l :
8一 1 : 1 6

0

2
.

染色方法
:

在已 固定 的病毒感染和刘
一

照细胞片 上滴加已稀释 (一般为 1 : 8) 的 正常豚

鼠血清
、

抗病毒豚鼠血清或F B S
,

于 37 ℃湿合 中 3 0分钟
,

以 p H S
.

0 P B S淋洗
,

再滴加羊抗豚 I g G

荧光抗体
,

又于 37 ℃ 3 0分巾补
,

同上淋洗后
,

加 1 / 2
一 3万 E va

n 氏兰复 染 2一 3 分钟
,

同
.

上淋洗
,

反转

盖片封于 9 : 1甘油 P B S (P H S
.

0) 中待荧光镜检
。

3
.

荧光镜检 及摄影
:
用普通显微镜装上暗视野集光器

,

光源为上海医疗器械批发站新

产品门市部出品的超高压 2 00 瓦汞灯
。

激发滤光片为 BG
, 7 + BG

, : ,

吸收滤光片为 G G
。 + O G

、 。

呈现黄绿色荧光为 特 异荧光染色
,

以耀眼的特异荧光为阳性判定标准
。

摄影暴光时间为 3分

钟
。

今于
二曰 果

一
、

几种呼吸道病毒感染细胞 的免疫荧光染色观察
:

1
.

流感病毒
:

原代人胚肾细胞接种甲
、

乙两型流感病毒感染鸡胚尿液 的 10
“

稀释液后
,

培养 8小时已有少数细胞的核被 染 有特异性荧光
,

至 12 一 l sJ/
“
时则核荧光细胞明显增加

,

其

中有的细胞核周围的胞浆中也呈现荧光
。

2 0小时左右核内和胞浆内有荧光 的细胞均逐渐增加

(见图 1 )
。

2 4小时胞浆 内 出现明显 的荧光颖粒
,

核内荧光相对减弱
。

3 6小时以后则胞浆 内的

荧光颗粒反而减少
,

似乎病毒抗原 已被释放于胞外
。

2
.

副流感病毒
:

将副流感病毒 1 和 3 型病毒 10
“

稀释液接种于原代人胚肾细胞
,

培养

1 0小时前尚未发现有 明显的荧光细胞
。

培养 1 2小时贝!!有少数细胞核周围的胞浆内出现明显 的

特异荧光
, 1 6小时一 24 小时荧光细胞的数 目逐渐增加

,

胞浆内荧光逐渐 由核 周 向 细胞 膜扩

展
,

并出现大小不 等散在的荧光颗粒 (见图 2 )
。

2 4小时以后大多数细胞的胞浆内均充满荧光

颗粒
。

3
。

吩病毒
:

原代人胚肾细胞接种腺病毒 3型感染组织培养液 1 0一
’

”

稀释液后
,

孵育 1 0小时

即可见少数细胞的核 内 呈 现 特 异性荧光
,

随着培养 时间的推移
,

核内荧光细胞数 目和荧光

强度也逐渐增加
; 2 4小时绝大多数细胞核呈现荧光

,

并有些细 胞已变圆肿大
,

胞浆内 也出现

弥散性荧光
; 4 8小时以后则多数细胞变圆

,

胞浆荧光细胞增加
,

而核荧光减弱或消失
。

二
、

几种呼吸道病毒感染细胞免疫荧光法与常规法检查的比较
:

流感病毒和付流感病毒感染人胚肾细胞后
,

细胞病变作用不甚明显
,

常需用血凝或血吸
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附试验来测定
,

而以血吸附试验较为敏感
。

腺病毒 3型致细胞病变作用明显
。

故我们对流感和

副流感病毒采用血吸附试验 ( H a d )
,

而腺病毒采用细胞病变 ( C P E ) 的 常规检查法与免 疫荧光

( I F )检查法作比 较
,

接种的病毒均为 10
“

稀释液
。

结果见表 1
。

长 1 几种呼吸道病毒 感染细胞 免疫荧光法 与常规法检查的比较
’
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一
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_
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_
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…万
注

: “
一

卜 ”
大示阳性结果

, “
一

”
表示阴性结果

从表 1 可 以看到
,

免疫劳 光法检出特 异性荧光细胞与流感
、

副流感病毒血吸附试验阳性结

果
、

腺病毒细胞病变 的出现是一致的
,

但流感病毒荧光细胞的检出比血吸附试验 阳性 结果的

出现至少可提前 4 个小 11寸; 两刑副流感病毒两种检 查法均于感染后 1 2小 时检出
;
而腺病毒 3

型贝lJ免疫荧光汁 可比细胞病变法提 前 1 4小时
。

三
、

用免疫荧光法和常规法检查几种呼吸道病毒在细胞中感染效价的比较

原 代人胚肾细胞接种不同稀释度的 ( 10
一 “ 一 1 0

一
8
) 流感

、

副流感及腺病毒后
,

培养 24
、

48

及 72 小时后
,

分别以 常规血吸附试验或细胞病变检查与免疫荧光检查
,

比较病毒 在 细 胞 中

50 %感 染 效价 ( ID
。 。

/ 0
.

2二 1)
,

结果见表 2
。
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表 2用 免疫荧光 法和常规法检查几种呼吸道病毒在细胞中的感染效价

流流流流流流流流流流流流流流流流流

感感感 乙乙乙 3
。

555 4
。

55555

555555555
`

0005
。

00000

副副副 111114
.

555 5
。

55555

流流流
OOOOO 5

。

555 6
。

55555

感感感
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

,,,,: a 、 , … ,
.

000 5
。

00000

`̀̀̀ F

一
5
·

555 6
。

00000

腺腺腺 333 C P EEE 3
。
555 4

。

555 5
。
555

1111111 FFF 4
。

555 5
。
555 6

。
555

注
: “

一
”
表示术做

从表 2 看 {卜{
,

用两种方法检杏流感
、

副流感及腺病毒在细胞中的感染滴度均一致地随培

养时间而增高
,

而免疫荧 光法比常规法多高于一个对数值
,

表明免疫荧光法比常规敏感
。

讨 论

免疫荧光技术的应用要求具有高纯度的诊 断试剂及荧光显微镜的设备 ,
。

我们采用自制

的抗病毒血清
、

山羊抗豚 鼠 Ig G J画青
、

荧光素以 及国产的荧光光源和普通显微镜
,

对流感
、

昆}l

流感 及腺病毒的实验感染细胞进行了免疫荧光染色检查
,

获得了比较满意的结果
。

我们认为

免疫抗原的纯化
、

免疫方法的选择和荧光抗体的纯化是保证获得高纯度诊断试剂
、

减少非特

异性的重要环节
。

国产荧光光源从本上能满足荧光镜检和显微摄影的需要
,

有利于该技术的

推广应用
。

用间接免疫荧光检查法观察了流感
、

副流感和腺病毒在原代人胚肾细胞中的繁殖动态规

律
,

其结果是与国内外有关报导相符合 的仍
、

⑨
、

⑧
。

通过 用免疫荧光 法
一

与 常 规 法 ( H ad 或

C P )E 对上列三种病毒感染细胞的对比检查表明
,

免疫荧光法荧光细胞的检 出与常规法 阳性

结果的出现是一致的
,

而免疫荧光法比常规法可提前 4一 14 小时检出病毒抗原
,

说明该法具

有更高 的特异性和敏感性
。

通过 用免疫荧光法和常规法对 七述三种病毒在人胚肾细胞中感染效价比较测 定 试 验 表

明
,

两法在反映病毒繁殖的动态规律
_

!: 是一致的
,

但免疫荧光法比常 规 法 多 高于 1 个对数

值
,

进一步阐明了该法在病毒定 录测定方而的高度特 异性和敏感性
。

因此
,

我们认为免疫荧

光抗休技术在实验室感染细胞中快速检出病毒抗原和快速鉴定病毒 几是具有很大优越性的
,

应于实验室常规检查 r
{
I J御~ 应用

。

也只有通过常规应用的实践中
,

才能不断改进和提高
,

才

能逐步推广应用于临床和流行病学的常规快速诊断
。

~ 4 0 ~



小 结

用间接免疥抢 尤抗休技术检查了流感病毒 (甲
、

乙塑 )
、

副流感病毒 (1
、

3型 ) 及腺病毒 (3

型 ) 实验感染原代人胚肾细胞 中的病毒繁殖动态
,

并与常规法 (j 肛吸 附或细胞病变 ) 比较
,

测定 了病毒检出的叶问和病毒感染效价
。

实验表明该法比常规法具有更 高 的特 异性 和敏感

性
。
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野战鼓水清毒余留色味改善的探封

卫生防疫 系军队卫 生教研室 卓鉴波 李 文 陈兴春

编者按
:
目前外军与我 军都在探求 改

一

善野战 饮水消毒后 余留 的 色味
,

我校 军队

卫生教研室 于 1 9 7 ,年 7 月开始对此进行 了研 究
,

并 已取得初 步成果
,

现正按计划对

脱氯娇味 剂的 剂型
、

作 用
、

储存等方 面作进一步的研 究
。

近代国内外军队野战饮水消毒使用的药物
,

主要仍是卤素化合物
,

如我军 曾使用过的清

水片
、

有机碘片
,

目前使用的漂自粉精片
, 6 91 个人饮水消毒片等

。

卤素化合物虽然消毒效

果好
,

但最大缺点为消毒后水有嗅味或颜色
,

不为战士所欢迎
,

甚至拒绝使用①心 ⑨
。

外军野

战饮水消毒后
,

常用硫代硫酸钠或活性炭以去色味
,

或加用矫味剂
,

而我军则无此类药物装

备
。

为保证 野战饮水消毒能顺利实行
,

消毒 后余留色味的改善 已是急特解决的问题
。

为此
,

我们在用维生素 c 片测定漂白粉有效氯的研究工作中得到的启发
一

下④
,

直接用维生素 C 片去

除饮水消毒后的余留色味获得 初步结果并总结如后
。
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图 9 高原心脏病病人二尖瓣脱垂
,

C D段多重回声
,

后叶呈弓形向后

图 10 高原心脏病病人之左心室扩大

用免疫萤光技术检查几种呼吸道病毒 (见正文 37 页 )

图 l 甲型流感病毒 ( A :
/ 尔生7[ 一 l ) 感

染鸡胚尿液
, 1。 一 3接种原代人胚肾细胞

,

培养
20 小时

,

间接萤光染色后
,

可 见细胞核和胞桨

内的特异性萤光

图 2 副流感病毒 3 型感染组织培养液
,
1 0 一 3

接种原代人胚肾细胞 培养 24 小时
,

间接萤光染 色

后
,

可见细胞核周围胞浆内呈大小不等的特异性费

光 颗粒
.

有的荧光颗粒已弥散千熬个胞浆
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