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应用亲和素— 生物素— 过

氧化物酶复合物技术检测组织

细胞中的禽呼肠孤病毒抗原
’

孙彦伟
. ’

刘福安
( 善医 来 )

摘要 应用亲和素— 生物素— 过氧化物醉复合物 (̂ Bc )技术检测经不同途径接种 A
Rv 的

鸡只
,

结果表明 A R v 抗原广泛分布于 内脏实质器官
、

肠道
、

健鞘和滑膜
.

在接种后 4周除键鞘和

滑膜外
.

都检不到病毒抗原的存在
,

而这两种组织到试验结束时 ( 6 0 d) 仍为阳性
,

感染鸡血液

涂片的 A B C 检测结果均为阴性
.

A BC 技术比病毒分离法更敏感
.

关键词 A B C 技术 ; 呼肠孤病毒分布

病毒分离是鸡病毒性关节炎常用诊断方法之一
,

然而其病原— 禽呼肠孤病毒 ( A R v)

在病鸡侧和没有临床症状的鸡
〔` ’ 〕都能分离到

,

因而降低了这种方法的特异性
;
荧光抗体技

术虽应用于检测组织细胞中的 A R v 抗原川
,

但 城 en dn ez 等〔` 。〕和 N aq i 等 〔川证明病毒分离比

荧光抗体技术更可靠
。

H su 等 ( 19 8 1) 首先建立亲和素— 生物素— 过氧化物酶复 合物

( A B C ) 技术并且检测到甲醛固定
、

石腊包埋组织中的抗原
,

在敏感性
、

特异性和染色强度
_

L都比荧光抗体技术和其他免疫酶方法包括过氧化物 酶— 抗过 氧化 物酶法强川
,

aT sn

等
〔 ” j应用 A B C 技术检测到石腊包埋组织中的 A R v 抗原

.

A B C 试剂国内已有生产
,

这类试剂稳定性能好
,

标记的抗体活性没有受到影响
〔, 〕

,

而且

A B C 技术简单
,

一般光学显微镜下即可观察
,

样品可以保存
。

本试验试图应用该技术检测

A R v 抗原的分布状况
,

同时与病毒分离法做 比较
。

1 材料与方法

L l 人工感染试验

1
.

1
.

1 病毒 从关节炎病鸡附关节中分离的禽呼肠病毒 (A R v )z[ 〕
,

经空斑纯化
,

非免疫蛋

孵化的 g d 龄胚繁殖
。

1
.

1
.

2 鸡 只 来自非病毒性关节炎疫苗免疫鸡群后代的刚出壳 A A 雏鸡 (购 自厂
`

州市郊区

某鸡场 )
。

把 12了 只没有 A R v 母源抗体的雏鸡随机分成 4组
,

l d 龄时进行如下处理
:

第 ] 组
: 3 2 只

.

颈部皮下 ( s e ) 注射 A R V 0
.

2 m l ( 2 0` ’
T c ID

。。
)

,

5 只不做 任何处理
,

同栏混养
,

作为接触感染鸡 ( lS c )
。

第 2 组
:

:32 只
,

经 口接种 ( O R )
,

即食道内注入 A R V

·
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一

0
.

2耐( 0 1
` S T CI o s ) D

,

5 只不做任何处理
,

同栏混养
,

为接触感染鸡 (Ol c)
。

第 3 组
:

32 只
,

左脚足垫注射 A R v 0
.

1 m l (0
.

5 x 10
` S T C ID so)

,

5 只同法注射不含病毒的无菌 aH
n ks

,

平衡

盐溶液 0
.

I iln
,

并同栏混养
,

做为接触感染鸡 (IP )C
。

第 4组
:

16 只
,

不做任何处理
,

隔

离饲养
,

作为非接种对照组 ( co )n
。

各组鸡只隔离饲养
,

让其自由采食饲料
,

人员入鸡舍换鞋
,

穿工作服
,

手也进行消毒
,

以防混合感染
。

在接种后 1 , 2 , 3
,

4 , 5 , 6 , 7 , 9 , a 3 , 1 7 , 2 2
, 2 5

,

3 3 , 3 9 , 4 6
,

5 3
, 6 0

d 每次杀死第 l
,

2
,

3 组的 A R v 接种鸡各 2 只 (包括死亡的 )
,

第 4 组 1 只 ;
各组的同栏混

养鸡分别在混养后 3 , 7
,

13
,

39 和 60 d 各杀死 1 只
,

进行如下处理
:

(1 ) 抹血片
,

自然干燥后用 4℃丙酮固定 10 n住n ,

待丙酮挥发后
,

一 20 ℃保存
,

以作

亲和素— 生物素— 过氧化物酶复合物 (A B )C 检测
。

(2 ) 心脏穿刺采血
,

分离血清
,

检

测血清中的 A R v 中和抗体
,

以找 出抗体与组织细胞中抗原的关系
。

( 3) 剖开鸡只
,

取肝
、

心
、

肌键 (单侧 )
,

分别磨成匀浆
,

冻融 3 次后离心
,

取上清液和泄殖腔洗 出液分别接种鸡胚肾

细胞 (CE K ) 单层
,

进行病毒回收
。

(幻 取肝
、

心
、

脾
、

肺
、

肾
、

腔上囊
、

胸腺
、

十二指肠
、

空肠
、

盲肠
、

趾屈肌键
、

胖肠肌健
、

心包膜
,

10 % 甲醛溶液固定
,

石腊包埋
,

制成 5 协m 厚

的切片
,

每一组织取两个样品
,

每样品切 8 片
,

载于 4 块玻板上
,

进行 A Bc 试验
.

1
.

2 亲和素— 物生素— 过氧化物酶复合物 ( A B )C 技术检测组织细胞中的 A R v 抗原

1
.

2
.

1 抗原的繁殖
、

浓缩与提纯 空斑纯化的 A R v 接种 由非免疫蛋孵化的 g d 龄鸡胚
,

收

获死胚的尿囊液
。

含病毒的尿囊液径 9 0 0 0 r/ m in 离心 30 m in 去除沉淀物后
,

40 0 0 o r /而
n
离心 l h 沉淀

病毒
,

用少量的 巧 E ( 。
.

02 0 01 / LT isr
,

0
.

1 5m ol / L Na o
,

0
.

00 2m ol L/ EDT A ) 分散病毒沉淀

物
。

初步提纯的病毒液经 se pha de x G 2 00 层析柱
,

用 ST E 洗脱
,

核酸—
蛋白检测仪 入 2 5凌

n m 检测
,

收获第一峰
,

即为纯病毒馏分
,

用 eB ck m an uD 一 7 紫外分光光度计检病毒液的紫

外吸收特性及含量
。

1
.

2
.

2 兔抗 A R V 免疫球蛋 白 G ( gI G ) 的制备 参照王世中 ( 1 9 8 0) 的 《免疫化学技术护〕

介绍的方法进行
。

健康的新西兰白兔 2 只
,

体重约 4 kg
,

购自某大学实验动物场
。

免疫计划
:

第 1 次两后足掌和腹股沟皮内多点注射有弗氏佐剂的浓缩 A R v 抗原
, 1 而 /

只 ;
第 2次

,

即第 1 次注射后 3 周
,

皮下多点注射不加佐剂的浓缩 A R v 抗原
,

总量 1 间 /

只 ;
第 3次

,

即第 2 次注射后 1 周
,

注射不加佐剂的浓缩抗原 2 m l/ 只 ;
第 3次注射后 10 d

,

用琼扩法测得抗血清的效价为 1 :

32
.

特异性检查发现除抗 A R v 特异性抗原外
,

存在抗正

常鸡 组织抗原的成分
。

4 d 后颈动脉放血
,

分离血清
,

用正常鸡肝脏制备的组织干粉吸收血

清
,

除去血清中抗鸡组织抗原的成分
,

硫酸钱盐折法提纯兔抗 A R v gI G
,

用琼扩法测定 地 G

的纯度和特异性
,

结果 只出现一条沉淀线
,

说明抗鸡组织抗原的成分已被除去
,

纯度较高
,

用紫外分光光度计测知 lg G 的含量为 14 m g /耐
。

1
.

2
.

3 A B c 检测程序 参照 aT gn 等 ( 19 87 l)[ 幻介绍的方法进行
。

生物素化羊抗兔 I s G ( b一 S A R G )
,

批号 8 7一 1 ,

使用浓度 1 : 1 0 0 0 稀释
.

亲和素— 生物素— 过氧化物酶复合物 ( A B )C 溶液
,

批号 88 一 4
,

使用浓度 1 , 1 00

稀释
。
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以上两种试剂均购自卫生部上海生物制品研究所
.

磷酸盐缓冲液 ( Ps B)
,

0
.

01 m ol / L
,

p H 7
.

2
,

用于冲洗组织切片
,

用 P sB 稀释的 10 写正

常山羊血清
,

用于配制 b一 s A R G 和处理组织切片
.

底物液
: 0

.

0 5% 3
,

3 ’

— 二 氨基联 苯二 胺盐 酸盐 ( D A B ) 含 0
.

0 4 5% H 2 0 2
( 0

.

1 m o l / L

pH S
.

0 的柠檬酸盐缓冲液用时即配 )
。

A cB 检测程序

经脱腊和水化后 的组织切片或丙酮固定的血液抹片
,

浸于含 0
.

3沁H刃
:

的纯 甲醉溶液中 30

m加
,

以抑制 内派性过氧化物醉
.

备P璐 洗 3 次

滴加含 10 % 正常山羊血清的 PsB
,

3 7 ℃ 30 m in 以去除非特异性背景染色

滴加不同含 t 的兔抗 AR
v I s G (第一抗体 ) ( 2 5

,

5 0
,

1 0 0
,

2 0 0 0 5 / m l ) , 3 7℃湿盒中孵育 l h

十P BS 洗 3 次

滴加 b一 ŝ a G (第二抗体 )
,

3 7 ℃解育 l h

奋P BS 洗 3 次

滴加 ^ 砚 溶液
,

3 7 ℃解育 3O m切

备P BS 洗 ` 次

浦加即配底物液
,

37 ℃ 10 m jn

备自来水洗 s m讯
,

双燕水洗 1次

苏木索衬染 15 而
n ,

脱水
,

透明
,

封片后在普通光学显傲镜下检查

L 2
.

4 对照组

( l) 阴性组织对照组
:

用非感染鸡的血液抹片和组织切片代替病毒接种鸡的血液抹片

和组织切片
.

( 2) 阴性血清对照
:

以正常兔血清代替兔抗 A R v gI G
.

( 3) 空 白对照
:

用非

感染鸡的血液抹片和组织切片直接进行 A B C 染色
.

( 4) 内源性过氧化物醉对照
:

脱腊组织

切片和血液抹片直接滴加底物液
.

2 结果

2
.

1 A B c 检测病毒抗原及其在机体中的分布
,

详见表 2
,

3
。

兔抗 A R v sI G 的最适使用浓

度为 5 0 p s / m l (见表 1 )
。

表 1 免抗 人R v IS G 各种浓度的 A Bc 染色结果

I g G 浓度 ( “ ` /耐 ) 2 5 5 0 1 0 0 2 00

阳性染色强度

背景染色

弱

没有

黄棕

没有

深棕

淡黄

浓棕

浅黄
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在千列细胞的胞浆中可见黄棕色的特异性染色
,

呈顺粒状或不规则形
,

镜下每一视野

可见有 l一 5 个细胞有这种颖粒
.

这些阳性染色的细胞是
:

肝坏死灶周围的肝细胞和枯否氏

细胞
; 心肌纤维和心肌纤维间浸润的单核细胞

,
脾脏的干细胞

;
肺脏的尘细胞

;
肾脏的肾

小管上皮
;

眺鞘的增生成纤维细胞和组织细胞
,

滑膜上皮
;
胸腺的干细胞

; 心包膜浸润的

巨噬细胞 ; 肠粘膜上皮
; 法氏囊的上皮

、

千细胞
。

从表 2 可以看出
,

A R v 经足垫
、

皮下和经口感染后
,

病毒抗原广泛分布于 内脏实质器

官
、

肠道
、

肌腆和滑膜
,

在接种后 4 周除肌健鞘和滑膜外
,

都检不到病毒抗原的存在
,

而

这两种组织到试验结束时 (6 O d) 仍为阳性
.

表 3 不同接种诊径同居鸡组织细施 A义技术检测病毒抗原的分布状况
’

天龄

组别

7 1 3 3 9 6 0

F I C S I C O IC 曰C S IC O I C F IC S I C O I C F IC S IC O IC F IC S I C O I C

肝 脏 + + + +

心 脏 + +

脾 脏

肺 脏 +

肾 脏

滑膜肌跳梢 + + + + + +

脚 膝

腔 上 囊 +

心 包 膜

十 二 指 肠

空 肠

盲 肠 +

·
“ + ”

表示 ^ Be 技术检侧到病毒J充原
.

F IC
:

与足垫接种鸡同居乡s I C :

与皮 T 诀种鸡同居 ; O l c :

与径 口 感染鸡同居
·

感染鸡的血液抹片没有呈现有阳性结果
.

阴性组织对照
、

阴性血清对照和空白对照均为

阴性结果
,

内源性酶对照组可见各种细胞染成淡黄色
,

尤其是红细胞
,

说明正常的组织细

胞中存在能使底物显色的内源酶
,

但经 H刀一 甲醇处理后
,

这种染色现象消失
,

说明内源酶

已被破坏
。

从表 3可以看出
,

与不同接种途径同居的鸡只的病毒抗原主要存在肝脏
、

心肌
、

滑膜和

键鞘
.

这说明该病毒能发生水平传播
.

.2 2 病毒的回收结果 详见表 4
,

同一病毒感染鸡的肝脏
、

心肌
、

肌腔鞘和滑膜的 A B C 检

测结果与病毒分离结果是相近的
,

而 八 B c 方法比病毒回收更敏感
,

在回收不到病毒的情况

下用 A B c 法仍可检出病毒抗原存留
,

而且 A cB 法能更早地检出病毒抗原的存在
.

.2 3 病毒的存留和血清中抗体的关系

详见表 5
,

可见在抗体存在时病毒也同时存在
.
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表 5试验 (一 )同一试验鸡病毒存留与血清中和扰体的关系
’

种
途

l ~7 d 2 2 ~2 8d 3 9 d 4 6 d 3 5d 6 0 d

病毒 抗体 病毒 抗体 病毒 抗体 病毒 抗体 病毒 坑体 病毒 抗体

++十一++十++++ +F P+

C S+ 一

++++一+++
+++++++一+++

+++++ORFlcslcOIc

C O n一 一 一 一 一 - - 一 一 一 一 _

.
“
+

”
衣示病毒存留友扰体存在

。

只妥机体中某一界官检 出病奉
,

祝计病奉存留 ,

“
一 ”

表示没有病今存留或没有挽体存在
。

F P
、

S C
、

O R
、

曰 C
、

S I C
、

O I C
、

con 见衣 2
,

3注解
。

3 结论与讨论

人cB 染色技术是近年来建立的免疫化学方法之一 [,j
,

它操作简单
,

而且敏感性高
,

特异

性好
,

用它检测组织细胞中的 A R v 抗原
,

收到 良好的效果
,

可作为检侧 A R v 抗原的一种新

方法
。

经差速离心法和层析法提纯的病毒抗原免疫兔子制备的高免血清中存在的非特异性的

兔抗鸡组织抗原的成分
,

经过鸡组织干粉吸附后而被消除
.

在病毒抗原的提纯上
,

虽然密度

梯度离心法是进一步提纯方法之一
,

但该方法在一般的实验室是难以进行的
,

而且费用大
,

而用层折法进一步提纯病毒抗原
,

虽然难以达到极高纯度
,

但它简易可行
,

值得倡用
.

非特异性的背景染色是免疫过氧化物酶研究的一个重要问题
,

它干扰特异性阳性结果

的判断
.

细胞内源性过氧化物酶和细胞色素 C 能够和底物 D A B 一 H刃
:

反应而产生假阳

性闭
,

组织切片径 H刃
:
一甲醉预处理后抑制了这种非特异性的产生〔 , ’ ·

” , ,

本试验证实了上

述情况
.

用制备第二抗体同种动物的非免疫血清预处理
,

防止了第二抗体与被检组织的非特

异性结合
.

在进行 A B c 染色的过程中
,

被检组织切片应一直保持湿润状况
,

如果不 留惫让其

干燥
,

会增加非特异性染色
,

尤其在滴加底物的显色过程中
。

在冲洗过程中
,

操作应特别小

心
,

否则贴于玻板上的组织切片会被冲走
,

影响整个染色过程的继续进行
.

底物 D A B 较难溶

于柠檬酸盐缓冲液
,

在使用前应提前配制
,

使其充分溶解
,

同时用滤纸过滤除去未溶解的

颗粒
,

使用时再加入 H刃
: ,

这样可以防止未溶解的 D A B 颗粒沉于被检组织上而影响结果的

判断
.

当然
,

通过调焦
,

仔细观察可以排除这种干扰
。

对于 A B C 染色技术
,

除排除上述种种

影响因素外
,

最关键是制备高纯度和高特异性的第一抗体
.

与 A R v 接种鸡同居的鸡只在同居后第 7 d 开始器官中病毒抗原的检出
,

说明了同居鸡

只已被 A R v 接种鸡所传染
.

尽管血液中有一定水平的 A R v 特异性抗体
,

但仍可在关节部位的肌腔鞘和滑膜回收

到 A R v ,

以前也有类似的报道 ..[
’ 〕

,

A B C 染色法检测到键鞘的增生成纤维细胞和组织细胞以



孙彦伟等
:

应用亲和素— 生物素— 过氧物酶复合物技术检测……

及滑膜上皮细胞浆的病毒抗原
,

因而认为存留的病毒潜藏于细胞中
,

同时由于该部位血管

不发达
,

使病毒逃脱了体液抗体的作用
,

存留在健鞘和滑膜中的 A R v 是否会重新转移到萝

他部位
,

甚到向外界排毒仍需进一步研究
。

致谢 具体试验过程中得到华南农业大学兽医系细胞室戚丹英老师
、

孔德迎老师
、

李惠颜同志的帮助
,

以

及切片室的协助
,

在此致以衷心的感谢
。
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