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应用免疫金电镜技术快速鉴定

动物病毒方法的研究
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摘要 本文提出了一种改进的免疫金电镜技术
,

即
,

离心法
、

快速鉴定动物病毒
。

发现

了离心法比很合法和滴附法较为理想
,

非特异性反应较小
,

灵敏度高
,

可作为常规快速

鉴定动物病毒方法
.
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应用直接电镜技术对临床样品或细胞培养材料中动物病毒的检出和鉴定
,

由于杂质的

干扰
,

是比较困难的
.

当向样品中加入特异性抗体时
,

抗体将病毒粒子包被起来或形成抗

原一抗体复合物
,

电镜下较容易观察到
,

但由于难掌握合适的抗原
,

抗体结合的浓度
,

往

往也得不到较满意的结果
.

经进一步改进
,

把抗体用电子散射力强的胶体金标记上
,

因为

金颗粒在电镜下是非常容易识别出
,

而金颗粒标记的抗体与相应抗原 (病毒粒子 ) 相结合
,

当找到了胶体金颖粒
,

就非常容易地鉴定出病毒粒子或抗原物质来
,

但由于制样方法不当
,

往往出现非特异性反应
,

也就是非病毒粒子或非抗原物质上也附着金颖粒
.

为了消除此种

现象
,

本试验利用猪轮状病毒和猪细小病毒进行了多次试验
,

找出了合适的方法
,

得出了

较满意的结果
,

兹介绍如下
。

l 材料和方法

1
.

1 材料

.1 L l 含有轮状病毒的猪腹泻粪便
,

兔抗猪轮状病毒高免血清
,

由王玉春副研究员惠赠
。

1
.

1
.

2 接种猪细小病毒的猪胎肾细胞培养物以及猪细小病毒高免血清
,

由王润芝副研究员

惠赠
。

1
.

1
.

3 葡萄球菌蛋白 A 包被了的胶体金 ( P A G )
,

粒径约 5 n m (自制 )
。

1
.

2 方法

方法一 (混合法 )
,

取待检样品 50 以
、

PA G 50 以放在一起混合
,

棍匀后
,

置于 37 ℃温

箱中感作 l h ,

再置 4℃冰箱中过夜 (有时不经过放置冰箱步骤 )
,

将感作后的混合液滴附在

蜡盘上
,

把碳福尔马膜铜网
,

膜面向下放在液滴上
,

经 1 m in 后
,

取下铜网
,

用滤纸吸掉多

余的样品液
,

再将该铜网放在 PH 6
.

5 2%磷钨酸液滴上
,

染色约 1 而
n
后

,

用滤纸将多余的

染液吸干
,

自然干操
,

电镜检查
。
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方法二 (滴附法 )
:

( 1)将 1 0川病毒液滴附在蜡盘上
,

把带碳一福尔马膜铜网膜面向

下盆于液滴上
.

约 1 m in
,

用滤纸将多余的病毒液吸掉 ; ( 2) 10 川 高免血清 (l
:

10 x ) 滴

附在蜡盘上
,

把带有病毒液的铜网里于该液滴上并放在 37 ℃沮箱中感作 30 而
n
后

,

用滤纸

吸掉多余的血清液 ; ( 3) 用蒸溜水以液滴方式洗 2 次 ; ( 4 ) 1 0 闪 P A G 滴附在蜡盘上
,

再将

经上述步骤处理的铜网置于该液滴上
,

约 l h 后
,

用滤纸吸掉多余的 P A G 液 , ( 5) 用蒸溜

水以液滴方式洗一次
,

然后用滤纸吸掉多余液体 ; ( 6) 用 p H 6
.

5 2%磷钨酸负染 1 m in 左右
,

滤纸吸干后镜检
。

方法三 (离心法 )
:

( l) 病毒液 50 闪和相应的高免血清 50 川 混合
、

混匀 ; (2 ) 里于 37 ℃

沮箱中感作 1 m in . (3 ) 用蒸溜水以充满管的方式高速离心
,

速率为 10 00 0 r/ m i n
,

离心 30

m in
,

弃上清
,

此步骤可以反复 2 次
,

目的是去掉没有结合的游离在上清中的抗原或抗体成

分
; ( 4 ) 取其沉淀物

,

用蒸溜水 1 0 0 ; l 将其悬浮 ; ( 5 ) 加 5 0 “ l p ^ G 液混合
、

混匀
;

( 6 ) 放

在 37 ℃温箱中感作 30 m in ; ( 7) 用蒸溜水以充满管的方式同样速率高速离心 30 而
n ; (8 )弃

上清
,

取其沉淀物
,

用 1 0 0 日蒸溜水将其悬浮
; ( 9) 粪便样品和细胞培养物分别由 p H 7

.

O和

p H 6
.

5 磷钨酸电子染色
,

电镜观察
.

2 结果和讨论

应用方法三所制备的免疫金样品
,

通过电镜观察
,

发现了在单个病毒粒子或集堆的病

毒粒子表面和周围有许多金颖粒附着
,

金颖粒呈现出非常强的反差
,

在被金颖位围绕的结

构
,

清楚地表明了是病毒粒子或抗原物质 (图 1一 2)
,

从图 l 中可以观察到破碎的病毒粒子

表面附有大量的金颖粒
,

这说明病毒破碎后
,

表现出较强的抗原性
.

应用方法二和方法一所制备的样品
,

通过电镜观察
,

发现存在一定非特异性反应
,

也

就是在非病毒结构或碳一福尔马膜空白处同样发现了一定量的金颖粒
.

不过方法二比方法

一的非特异性反应较小些
.

通过上述结果
,

我们认为方法三所制备的样品特异性比较高
,

也就是说应该标记金顺

粒的地方都有金顺粒附着
,

不应该标记的地方基本看不到金颖粒存在
.

方法三是通过两次

高速离心的方法去掉多余的反应物
.

第一次高速离心是除掉抗原抗体结合后
,

没有参与形

成复合物而过剩的抗原或抗体物质
.

因为这些过剩的抗原或抗体游离在样品中
,

当加人

PA G 时
,

也会与其反应
,

产生非特异性标记
.

通过 10 0 0 0 r/ m功 离心
,

只能把坑原抗体复

合物离心下来
,

而游离的抗原或抗体一般是沉淀不下来的
,

仍存在于上清液中弃掉
.

第二

次高速离心是去掉多余的 PA G
.

没有能与形成复合物的 P A G 混在样品中也会产生非特异

性反应
,

因为铜网的碳福尔马膜对一切蛋白质都有一定吸附能力
,

如果被检样品中通过纯

化处理后
,

即没有游离的抗原
,

也没有游离的抗体
,

再没有游离的 P A G ,

全是特异性结合

的抗原坑体一 P A G 结合物
,

就不会担心有其他非特异性物质干扰
.

方法二比方法一非特异性反应小
,

因为方法二在操作中也有两次用蒸泪水洗
,

洗掉过

剩的反应物
,

但不会彻底洗掉
,

因为铜网膜对这些物质还有一定的吸附力
,

只能是减小一

些非特异性而已
.

方法一
,

是把所有的反应物统统放在一起
,

各反应物合适的反应盘很难

掌握
,

容易出现某一反应不足或过剩
,

这是产生非特异性反应的主要因素
。

,
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图版 1猪腹泻粪便中的轮状病毒

,

在病毒粒子表面
,

尤其是在破碎了的粒子表面有许多免疫金颖粒

(箭头 )

2 猪坚初代细胞培养物上的细小病毒
,

在细小病毒聚集体表面及周围有许多的免疫金颗粒


