
病毒学杂志
亡

一 了

抗生物素蛋白
一

生物素免疫荧光技术

检测细胞培养中增殖的

甲型肝炎病毒抗原

张华远

卫生部药品生物制品检定所
,

北京

” ” ,

刀刀
,

夕 月

检测细胞培养增殖甲型肝炎病毒抗原 的敏感方法主 要 有 直 接 免 疫 荧 光
,

间接免疫荧光
,

固相放射免疫 及放射免疫斑分析

等 〔” 〕
。

本文第一次报告用抗生物素蛋 白一生物素 卜 放大作用提高免疫荧光

技术的敏感性应用 在细胞培养中检测
,

生物素化抗甲肝 与抗生物素蛋 白联 结的

荧光素偶合检测 一 与 比较
, 一 不仅可获得背景清晰的芡光

,

而 巳决速
、

节省特异抗体
, 一 特异性亦好

。

材料和方法

荧光亲标记抗体 试验性感染甲型肝炎病毒
一

株黑猩猩恢复期血清
,

硫酸钱

沉淀
、

纤维素柱提取
、

滴度为
“ 。

甲

型肝炎免疫球蛋白国际参照品
一 “

滴度为
。

以上

两种来源的
一

都各用于生物素
,

荧光素标记
,

以便同一来源的抗体用两

种方法 和
一

比较
。

异硫氰酸荧光素 标记 〔‘ , 〕 待标记的 稀释为
,

对 倍于 烤 体

积的 透析
,

小时连续电磁搅拌过夜
,

再将透析袋对 透

析直至荧光素不能在透析液中测出
。

结合物分装冻存备用
。

生物素化
一 〔日 , 〕 两种

一

均在 ℃对 的

碳酸盐缓冲液透析过夜
, 砰 活化生物素 ,

,

溶解在二甲基亚讽 溶液中
, ,

加入 透

本文 年 月 日收到
。

本文系作者 年 月在 完成的部分工作
。
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析后的馆
,

混匀后室温反应 小时
,

混合液在 ℃对 的 透析
,

其间换透析液

数次
,

加入甘油保存于 一 ℃
。

和
一

原代非洲绿猴肾细胞
,

人二倍体细胞
一

各接种在 , 孔盘

载玻片上
,

长成单层后每孔接种
一 ‘ , 一“

稀释的
一

株
,

每次各稀释度至

少检测四个载玻片
,

此
一

株已适应到 上
,

同一 来源的 川
一

制备

的
, 一

同时检测以便比较
。

法仅加 标记的
一

结合物 〔
’〕。

一

载玻片
一

用 洗后
,

冷丙酮固定 分钟
,

加 写胎血血清
,

然后 户适当

稀释的生物素化抗
一 一 ,

湿盒中 ℃过夜
,

次 日用 洗载片后
,

加抗生物素

蛋白荧光素结合物
, , 入 ,

湿盒中室温反应

分钟
,

清洗后固定封片
,

荧光显微镜下观察
。

阻断试验 为证明
一

检测 的特异性
,

用试验性感染甲型肝炎
一

株

的黑猩猩感染前后血清作阻断试验
,

待检载片和对照各用感染后
、

前血清处理 分钟
,

再按
一

常规方法完成
。

结 果

透析标记法制备的异硫氰酸荧光素
一

黑猩猩 结合物 ’ 克分子比

表 和
一

检测
、 一

上 人

玉
一 一

险出 阳性感染滴度 天
细胞 方法

中 一 一一 一 一 一
了

’ 一

一 〔一 一 一

一 ‘, ,

一 一 一

、 一

均用黑猩猩
一

标 记试剂

表 上检测 阻断试验
一

二
一

检测时间
天

阻 断 结 果
一 丁

恢 复 期 感 染 前

明 , 口 口阳户 甲

在 一 之间
。

滴定选出
、 一

所用试剂的工

作浓度后
,

用 和
一

对比检测接

种
一

的 或
一

细胞
,

结

果见表

接种
一

后 第 二 天 开 始 检 测

上
,

第五天
一 ‘
接种

一

载片上
一

观察到特异的 荧光
,

第 天才观察到
, 一

第 天已可

观察到
一“接种的 荧光

,

在

上重复检测结果相同
。

为证明
一

特异性
,

感染甲肝前

及恢复期黑猩猩血清用于阻断试验结果见

表
。

一 一 “

稀释接种后 天或

接种后 天 用恢复期黑猩猩血清

均能阻断 荧光
,

而感染前血清对照

组显示 一栅阳性荧光细胞
。
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讨 论
一

在病毒学领域首次是用于单纯疤疹病毒检测 〔 , ,

在细胞培养上不仅获得质

量佳的芡光
,

而且快速适合临床诊断的需要
。

随着
一

系统在免疫学分 析
、

定位研究方而应用 日益广泛
,

其高度亲和力
、

稳定性
,

简化实验手续
,

提高敏感性等优

点 日渐被认识
,

不少 、 一 。‘ 衍生的结合物已被接受成为商品用在有关的研究
、

实用领域
。

自 年 , 成功地在细胞培养上第一次分离培养到甲型肝炎病毒以来 〔 , ,

研

究表明
,

在细胞培养上生长复制周期较长
,

病毒或病毒抗原产量低 〔
’。〕 ,

尽管有少

数报道个别毒株例外
。

因此在分离
、

筛选毒株的传代
、

中和等试验时
,

除选择敏感的细

胞
,

易于适应的毒株外
,

建立快速敏感检测细胞培养上复制的甲型肝炎病毒或抗原的技

术也是十分需要的
,

为比较细胞培养上用
一

和常规检测 的 技术
,

采用同

一来源 “ 一

进行荧光标记及生物素标记
。

文中所用二种方法
,

即 俘和

都属于直接法
,

由于抗体来源相同
,

细胞中 与
一

其间特异性反

应有可比的基础
。 一

还具有 沁
一

之间高亲和力结合
、

理论上比抗原
一

抗

体之间的结合力至少高出上万倍
,

检测敏感性由于其放大作用而明显提高
,

我们的实验

结果也证明
一

比之 有提高敏感性的效果
。

无论在 上或
一

细胞上
,

用

同一毒种
、

浓度
、

方法接种
, 一

检出 比 都早
。

在 上
’‘ 浓度

培养 天显示阳性荧光
,

比 法早 天
。

上适应的
一

接种 ,到
一

上第

一代
,

天仍然阴性
,

而
一

第 天获得阳性结果
。

甲型肝炎感染前后的标准血清用在
一

阻断试验
,

选 较高病毒浓度和 。
一“
较

低病毒浓度
,

上毒后足 以形成较强 荧光时进行阻断
,

结果证明方法的特异性是可

靠的
。

根据实验结果计算
,

即以黑猩猩恢复期血清所提取之 卜 各用于

标记及异硫氰酸荧光素标记为例
,

测出各自用于 及
一

工作浓度后
, 以每张载玻

片检测 所需同样体积 , 一

荧光素与生物素化
一

中

特异 量计算
,

所需特异 约为
一

倍
。

因此
,

从节省抗体
、

经济效果出

发
, 一

也有可取之处
。

纵观上述
, 油

一 。‘ 用于免疫荧光技术检测
,

即保持了免疫荧光可用

于定位等固有的长处
,

由于其放大作用
,

又提高了敏感性
。

在分离
、

疫苗株筛选中
。

这

种方法有希望成为又一种有用的检测手段
。

另外本文用透析标记法制备的
一

和异硫氰酸荧光素结合物
,

克分

子比达到良好的质量标准
。

在摸索
一

试验过程中
,

加入适量牛血清仍可阻断非特异吸附
,

减少背景干扰
。

本文原试图用
一

作为特异抗甲肝 来源用在
一

中
,

结果发现
,

尽管
一

系统有生物放大作用
,

可以提高检测的敏感性
,

但不能弥补用于生物素

化 纯度不够
,

滴度较低造成非特异荧光较强的结果
。

因此
,

即使在免疫荧光中应用

人
一

系统
,

特异抗体质量仍然不能降低
。
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