
从图2 的结果可以看出
,

鼻病毒 6 09 株和 R
; :

株的免疫血清与腺病毒 A
3

株抗原 ; 以及腺

病毒 A
。
株和 A

。 。

株的免疫血清与鼻病毒 6 09 株抗原之间存在着广泛的交叉反应
,

进一步证明

了鼻 病毒与腺病毒之间具有交叉抗原
,

尤其 以鼻病毒 60 9株与腺病毒 A
3

株之间更为明显
。

小 结

通过鼻病毒与腺病 毒之间的双向交叉补体结合试验
,

吸收试验和交叉抗原滴定法
,

证明

了鼻病毒与腺病毒之间确实具有交叉抗原
。
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免疫电镜对实验感染小鼠体内 Q 热立克次体的检出

训练部 王宁 良 俞树荣 张桂香 向信礼

在我国
,

人群 热的感染
,

并非罕见
。

目前 Q 热的临床诊断尚缺乏可靠指征
,

必须依赖

实验室的方法
,

将病理标本通过实验动物以分离 Q 热病原体
,

或取病人恢复期血请进行血清

学试验测定特异性抗体
,

方能作出可靠诊断
。

但无论是分离病原体或血清学诊断
,

均嫌手续

麻烦
,

费时较长
,

尚难以满足临床诊断和流行病学调查之要求
。

近年来用免疫 电镜技术发现和鉴定病毒的报导 日益增多①
。

为了寻求 Q 热的快速和敏感

的实验诊断方法
,

我们对免疫 电镜技术及其从实验动物中检出 Q 热立克次体
,

进行了初步研

究
,

现将结果握告如下
。

材 料 和 方 法

一
、

免疫 电镜凝集单位的测定

免疫 电镜凝集单位是指电镜下抗原抗体凝集反应的程度
。

抗原抗体反应要求抗原与抗体

之间比例合适
,

为了确定在电镜下形成抗原抗体复合物之合适比例
,

实验如下
:

(一 )杭原
:

Q 热立克次休 H en ez lr i gn 株 ( I 相 )
,

感染鸡胚卵黄囊
,

反复用 2 %胰蛋 白

酶消化和乙醚提取的纯抗原
。

( 二 ) 兔疫血清
:

用 Q热立克次体 H e
nz

o lr i n g株
,

按木室常规法制备的兔免疫血清
,

经补

体结合试验滴定其效价为 1 , 2 5 6 ( I 相 )
。
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(三 ) 单位滴定法
:

操作如下

1
.

取S X7 Om m小试管4 9 支
,

排列成方阵
,

纵横各 7 排
。

2
.

Q 热立克次体免疫血清用P B S ( p H 7
.

o ) 稀释成 1 : 4
、

1 : s
、

1 : 1 6… … 1 : 2 5 6
,

每管 0
.

1

毫升
,

分别加入 各排试管内
,

在第一排 7 管内的血清稀释度均为 1 : 4
,

第二排均为 1 : 8 ,

依 此

类推
。

3
.

Q 热立克次体抗原稀释度与免疫血清 的相同
,

每管 0
.

1毫升
,

分别加入每行的各管 内
,

在第一行 7 管内之抗原稀释度均为 1 : 4 ,

第二行均为 1 : 8 ,

依此类推
。

4
.

振摇试管
,

使抗原抗体充分混合
,

置 37 ℃水浴中作用 30 分钟
。

5
.

各试管内分另11加入 P B SI 毫升
,

然后经 离心沉淀 ( 1 0 0 0转 /分
,

10 分钟 )
,

弃去上清

液
,

剩余 0
.

2毫升左右与沉淀物轻轻混合
,

此时切勿用力吹打
。

6
.

用毛细滴管将 各管沉淀物分别滴于复有福尔蒙沃 ( F Or m v “ r ) 膜的载网上
,

待干后

用 2 % 磷钨酸负染色
,

电镜观察
。

7
.

对照实验是以 p H 7
.

0 P B S代替免疫血清
,

其余步骤同正式实验一样
。

8
.

结果判定
:

根据电镜下立克次体凝集的程度
,

表示如下
:

“
川 ” 代表立克次体完全凝集

,

免疫复合物很大 (数量在 50 个立克次体以上 )
,

签本上

看不到单个立克次体存在
。

“ + + ” 代表立克次体大多数凝集
,

免疫复合物较大 ( 数量在 25 一 50 个立克次体 )
,

有少

数立克次体 }玫在
。

“ 十 ” 代表立克次体大多数凝集
,

免疫复 合 物 较 小 (数量在 25 个立克次体以下 ) 和较

少
,

并有部分立克次休散在
。

“ 一 ”
代表未见立克次体凝集块 (包括 3 个立克次体以下的凝集块 )

。

最高稀释度之免疫血清能与最高稀释度之抗原呈
“ 一

卜+ ” 以上凝集者
,

该血清的稀释度称

之为 1 个电镜凝集单位
。

二
、

脾标本的制备

Q热立克次体H o
nz

e r h gn 株感染鸡胚卵黄囊 1 只
,

称重后加无菌肉汤研磨
,

配成 1 :

10 悬

液
,

经离心沉淀 ( 1 5 0 0转 /分
,

10 分钟 )
,

弃去沉渣
,

悬液在接种前用肉汤稀释成最后浓度

为 。 : 2毫升 ILJ 含 1 0 0个M I D
。 。 。

取体重 10 一 14 克小 白鼠
,

腹腔途径接种上述悬液
,

每只 0
.

2 毫升
,

接种后逐日任取动物

4 只
,

解剖取出脾脏
,

每只脾脏加 p H 7
.

0 P BSI 毫升
,

在乳钵 内研磨成悬液
,

用滴管将悬液移

入离心管内
,

再加 2 %胰蛋白酶溶液 l 毫升
,

置 40 ℃水浴 中消化 1 小时左右
,

液体变为澄清

为止
,

经离心沉淀 ( 2 0 0 0转 /分
,

10 分钟 )
,

除去沉渣
,

将上清液移入另一离心管 内
,

加 P BS

2 毫升
,

经离心沉淀 ( 5 0 0 0一 60 00 转 /分
,

30 分钟 )
,

沉淀物重复洗涤一次
,

倾去上清液 (保

留 0
.

5毫升左右于管内 )
,

取此沉淀物悬液 0
.

1毫升
,

加 4 个单位 (0
.

1毫升内 ) 免疫 电镜凝

集单位的 Q 热免疫血清
,

在 3 7 ℃水浴作用 30 分钟后
,

加入 P BSI 毫升
,

又以 1 0 0 0转 /分离心沉

淀 10 分钟
,

弃去上清液
,

其余操作和结果判定 同上 6一 8
。

三
、

电镜

国产电镜 D 义 A 4一 10
,

观察和照相用 75 K V 加速电压
,

照相底片为国产红旗电子感光

板
。



实 验 结 果

一
、

适当凝集单位的选择

以 2
、

4
、

8和 1 6个免疫电镜凝集单位的抗体
,

分另11与不同稀释度 Q 热立克次体抗原混

合后
,

在 电镜下观察免疫复合物的形成
,

结果如表 l
。

表 1 杭休凝 集单位的确 定

抗 体 浓 度 一 杭 原 不 同 稀 释 度

(凝集单位 )

2单位

4单位

8单位
1 6单位

1 : 2 5 6

长枉一一拼拼什
+

册什开
+

拼拼械任拼拼拼带拼拼拼拼

使用 2 个和 4 个免疫电镜凝集单位之抗体
,

与抗原 的凝集效价达 1 : 12 8 ,

用 8 个单位的

效价为 l : 6 4 ,

用 16 个单位的效价只有 1 :

16
。

由此可见
,

在形 成 免 疫 复合物过程 中
,

抗体太

多
,

凝集效价反而降低
。

在 电镜下还可看到
,

抗体愈多者
,

形成的免疫复合物愈小
。

且可看

到立克次体表面上絮状突起物 ( 图 2 )
。

二
、

免疫电镜检查法的敏感性

与补体结合试验和试管凝集试验进行比较
,

分别对 同一份 Q 热立克次体抗原进行测定
,

结果见表 2
。

表 2 三种方法敏 感性的 比较

_ 二…一
: 产一令众一景

三厂黑俪进
压而

一

全
~

-

崔任开十什什免疫电镜法

补体结合试验

凝集试验 十 — — 一
. . . . . . . , . . . . . . . . . . . . .

~
.

-
曰侧 . . .

拼拼任拼拼拼拼柑拼

免疫电镜法检出
`

热立克次体的敏感性与补体结合试验差不多
,

效价均为 1 :

12 8 ,

试管

凝集试验则不敏感
,

效价只有 1 : 1 6
。

三
、

感染小白鼠脾内 Q热立克次体 的检 出

用 10 0个M ID剂量的 Q 热立克次体感染一批小 白鼠
,

逐日随取 J 只动物杀死
,

将 其脾脏

制成标本
,

与 4 个免疫电镜凝集单位之抗休作用后
,

在 电镜下观察免疫复合物的形成
。

表 3 小 白鼠脾内 Q 热立克次体 的检 出情况

一 …一
’

一
、盛
一子一争

一

畏一
竺、
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-
-

一
i …

.
_

)…}
:

_

:){{…:
: : 二

}{蔡)…: i}淤{{} :){}}{}
_

『 ,

})}}{
i

):
: 「

:)轰:}
1 `

分母代表例数
;

分子代表检出阳性例数 ; 括号代表平均凝集程度
。



在三次实验中
,

感 染后第 1天均检 查不 出立克次体
,

第 2 天多数动物检出
,

但数量较少

( 十 一什 )
,

电镜下见到的免疫复合物也较少 (图 3 )
,

第 3 天以后全部动物均能检出
,

立

克次体数量随着感染时间的延长而增多
,

一般在感染后第 5 一 6 天
,

立克次体繁 殖 达 到 高

峰
,

在电镜下观察到形成的免疫复合物很大
,

有时多到铺满整个格网 ( 图 4 )
。

讨 论 和 小 结

从初步实验结果来看
,

应用已知抗体作免疫电镜检出标本内的抗原
,

是一个有希望应用

于实际的方法
。

这种方法具有较高的敏感性和特异性
,

通过 Q 热立克次体抗原的检查
,

表明

免疫 电镜法的敏感性与补体结合试验的差不多
,

但它比补体结合试验操作简单
,

无抗补体现

象
,

并在较短时间 ( 3 一 4 小时 ) 内出结果
。

在免疫电镜实验中
,

掌握抗体使用的适当浓度是很重要的
。

最好事先通过实验把它确定

下来
,

抗体太少
,

固然不足 以形成免疫复合物
,

而抗体太多
,

免疫复合物也可减少
,

凝集效

价降低
。

K aP i k i an 等② 在作鼻病毒的免疫 电镜试验时
,

也观察到这种现象
。

为了确定 Q 热

立克次体免疫电镜中使用合适的抗体浓度
,

曾试用免疫电镜凝 集单 位 的测定
,

根据实验结

果
,

用 2 一 4 个电镜凝集单位比较合适
。

由于动物脏器或其他现场标本 中的 Q 热立克次体多

为第 I 相
,

因而试验时应注意应用含第 I 相抗体的免疫血清
。

iL 屺
e
等 匆报告

,

使用胰蛋白酶消化感染鸡胚卵黄囊
,

使立克次体从组织内释放出来
,

借以制备抗原
,

对立克次体的抗原性并不影响
,

张帮燮等④ 用 胰 蛋 白 酶消化感染小白鼠脾

脏
,

再用离心沉淀浓缩立克次体
,

可提高早期诊断的阳性率
,

据此我们曾用 1 00 个M ID
。 。

剂

量 的 Q 热立克次体感染小 白鼠之后
,

取整个脾脏进 行胰蛋 白酶 的消化
,

再作免疫电镜检查
,

证明感染后第 2 天在多数动物的脾脏中能够检出 Q 热立克次体
,

第 3天全部动物能够检出
。

可 以推测
,

如果利用免疫 电镜技术检查乳 (牛
、

羊乳 )
、

水 (羊水或屠宰场的污染水 ) 和尿

(病人尿或感染动物的尿 ) 中的 Q 热立克次体
,

可能是更简便和适用的一个方法
。
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