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单纯疙疹病毒空斑形成影响因素的研究
’
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何善武
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古女

提 要

使用 的 肠小牛血清 氏液稀释 工型单纯疤疹病毒 冰盒存放 天内
,

接

种原代人胚肌皮单层细胞瓶
,

静止吸附 分 钟
,

弃去液 体
,

不经洗涤 或换

塞
,

再加入 肠小牛血清
、

肠水解乳蛋 白与 个 单位抗血清 的维持液
,

培养 一 天后
,

分别取 肠石碳酸复红与龙胆紫一 甲醇进行二次染色
,

形成 的空斑用 肉眼清晰可见
。

同型

抗血清可 抑制空斑 产生
,

表明本法具有特异性
。

本工作 已用 于抗病毒药物的筛选
。

自从 。 〔’〕创立病毒空斑技术以来
,

该法已广泛用于病毒学领域
。

国 内学者

曾做过流行性乙型脑炎
、

脊髓灰质 炎
、

流行性感冒
、

腺病毒与新城鸡瘟病毒的空斑 〔“一 〕。

本工作对单纯疤疹病毒空斑形成的影响因素进行研究
,

现报告如下

材料和方法

一
、

原代人胚肌皮单层细胞的来源与制备 人胚组织来 自江西 省妇女保健院
。

将健康

孕妇的人工流产术后胎儿肌肉和皮肤
,

用 氏液尽量洗除血球
,

剪成小块
,

按 一

倍加入 胰蛋 白酶
,

消化 ℃ 分钟或 过夜
,

经洗涤 次
,

再取

适量生长液 含 小牛血清
、

培养液和抗生素
,

一 轻轻吹打
,

六

层纱布过滤
,

万 分装于细胞培养玻璃瓶内
,

每瓶
,

℃孵育
,

隔 日换液
,

选择

生长致密的单层细胞备用
。

二
、

病毒株的来源与传种 工型单纯疤疹病毒
一

工 从卫生部药品生物制品检

定所 〔“ 获得
。

取上述细胞传种和抗血清鉴定无误后待用
。

三
、

抗血清的制备 将感染
一

工的人胚
’

牙细胞病变官反复融冻
,

经离心 沉淀后
,

吸取上清液
,

注射于家兔耳静脉内
,

每周一次
,

连续免疫 次再放血
,

待抗 血 清分
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,

左 一

出冷存
。

实验前用中和试验测定效价为
,

用维持液 含 小牛血清
、

培养液与抗生素
,

一 配成 个单位
。

四
、

空斑试验 取 同型标准吸管
,

将病毒用
。

的维持液作对数稀释 每个稀

释度吹打 次后更换吸管 至
“

或 和
一 ,

每瓶单层细胞滴加
,

℃吸附 小时 每

隔 分钟轻轻摇动 秒钟
,

启开瓶塞
,

取 氏液清洗 次 每次 一
,

再加入

个单位 抗血清
一

维持液
,

另换新塞
, ℃孵育 天

,

弃除液体
,

经洗涤 次
,

每

瓶分别滴入 石碳酸复红
一

甲醇液与 结晶紫
一

甲醇液染色 一 秒钟
,

待乾燥后 直接

用肉眼计算空斑数目
。

本法用于实验对照组
。

在上述对比条件下
,

按表 一 包括病毒稀释液
、

吸附
、

维持液和抗血清以及病毒

保存天数 进行影响因素的研究
。

五
、

空斑抑制试验 先将
一

工 与同型抗血清等量混和
,

℃作

用 小时后
,

再加入单层细胞瓶内
,

按上法孵育和计数
。

若病毒对照 组产生空斑
,

试验

组不出现者
,

表示已被抗血清所中和
。

妇 目
二目 月、

一
、

病毒稀释液的影响

一 成份 两种稀释液成份 小牛血清
一 , 氏液与 小牛血清

一

培养液

出现的空斑数 目相似 表
。

表
已

病毒搽释液的成份对空斑数的影响

万 昌

一

。一

稀释 度

病 毒 稀 释 液 的 成 份

每瓶个数 平均 个数

帕小牛 血清
一

氏液

肠 小 牛血清
一

培 养液

二 剂量 四种剂量
、 。 、

和
,

稀释液产生空斑数量呈反比关系 表
。

若 以 比较时
, 、

与 却分别减少
、

和
。 。

三 冲 三种
、 。

和 稀释液所形成的空斑数
,

以
。

最多
, 。

与

则分另减少 和 表
。

表 一 的结果说明 病毒稀释时
,

每瓶使用 了 的 小牛血 清
一

氏液

为宜
。
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‘

表 病毒稀释液的荆 对空斑数的影响

吕

表 病毒稀释液的 对空斑数的影响

昌 压

病毒稀释

液的剂量

一 一

稀释度
一 一

稀释度

每瓶个数 平均个数

病毒稀释

液的
每 瓶 个 数 平 均 个 数

。

扭

之 了

了

。

了

二
、

病毒吸附的影响

一 温度 四种吸附温度
“ 、 。 、 “

和 ℃ 的检测
, 以 ℃产生空斑数量 最

多 表
。

若以 ℃比较时
, “ 、 “

与 ℃分别减少
、

和
。

二 时间 四种吸附时间
、 、

和 分钟 出现空斑的数 目与时间长 短呈正

比例 表
。

吸附
、

和 分钟分别较 分钟增高
、

与 倍
。

表 病毒吸附的温度对空斑数的影响 表 病毒吸附的时间对空斑数的影响

也

病毒吸 附

的 温度

一 一

稀释度 病毒吸 附

的时间

工 分钟

分钟

分钟

分钟

一 一

稀释 度

每 瓶 个 数 平 均个数 每 瓶 个 数 平均个数

韶
’ ︵以︺通﹃以

八心

三 状态和处理 吸附过程的摇动或静止状态以及吸附后洗涤与换塞或不洗涤和不

换塞的处理所见空斑数目大致相似 表
、 。

表 病毒吸附的状态对空斑数的影响

表了 病毒吸附后的处理对空斑数的影响

,

, 一

二 , 。

病毒吸 附

的 状态

一 一

稀释 度
一 一

稀释 度

每 瓶 个 数 平 均个数

病毒吸 附

后 的处理 每 瓶 个 数 平均 数 个

摇 动

静 止

洗 涤
、

换 塞

不洗 涤
、

不换塞
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一 。

从上述表 一 结果可见
,

病毒吸附过程不必摇动
,

静置 ℃ 小时后
,

勿需洗涤与

换塞处理
。

三
、

病毒维持液和抗血清的影响

三种病毒维持液 小牛血清
一

水解乳蛋 白
、

小牛血清
一

氏液与 小

牛血清
一

培养液 以及三种抗血清配制单位
、

和 个单位 产生空斑数量均无明显差

异 表
、 。

表 病毒维持液的成份对空斑数的影响 表 抗血清的配制单位对空斑数的影响

功 了

病 毒 维 持 液 的
一

丁 稀释度 抗血清的
一 一

稀释 液

成 份 每 瓶 个 数 平均 个数 配 制单位 每 瓶 个 数 平均个数

务小牛血清
一
。 肠水解乳 蛋 白 功 绍 个单位

肠小牛血清
一

氏液 玉 个单位 一 了

肠小牛 血 清
一

培养液 个单位 一。 一 一

四
、

病毒保存天数的影响

同批病毒在冰盒 一 一 一 ℃ 内保存不同天数
、 、 、 、 、

和 天 时
,

出现的空斑个数有反比例关系 表
。

用保存
、

天的
’摇与

一

稀释度病毒比较时 ,

第
、 、 、

和 天分别减少在 一
、

一
、

一
、

一
。

与 一 范围
,

故冰盒内保存 天的同批病毒滴度不变
。

表 病毒的保存时间对空斑数的影响

病 毒 的

保存时间

一
一。一

稀释度
一 一

稀释度

每 瓶 数 目 平均数 目 每 瓶 数 目 平均 数 目

天

天 了 〕了
、

天

天

天 万 盛

天 户

大 土 口

五
、

空斑的稳定性和特异性

培养第 一 天的同批病毒空斑大小约有
,

滴度为 一
,

一

天后稳定在 一 又 范围
,

左右空斑最为清楚
,

第 天开始融合
,

单

层细胞在第 天大部分脱落
。

因此
,

空斑 计数宜在第 一 天进行
。

空斑抑制试验表明 工型单纯疤疹病毒 能被同型抗血清所中和
,
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一

,

。

病毒对照则出现空斑
,

繁殖后其滴度为 火 护
。

可见
,

本法形成的 空 斑具有

特异性
。

讨 论

选择对本病毒有高度敏感的细胞可提高空斑产生的能力
,

我 们发 展人胚肌皮 细胞

对脊髓灰质炎病毒曾做过研究 〔 〕 与人胚肾
、

兔肾细胞接种病毒后滴度相似
。

胰蛋 白酶

消化下来的组织
,

通过六层纱布过滤除去碎块
,

混悬细胞静止孵育
,

隔 日换液 一 次
,

产生均厚
、

致密的单层是形成清晰空斑的必要条件
,

此时应及时使用
,

对生长不良或衰

老细胞层
,

虽经多次换液或添加新的细胞混悬液
,

接种病毒后产生的空斑仍模糊不清
。

我们的研究工作表明 使用 的 小牛血清
一

氏液稀释病毒
,

在冰盒存放

天以内
,

接种原代人胚肌皮单层细胞瓶
, ℃静止吸附 分钟

,

弃去液体
,

不经洗涤或换塞
,

再加入 小牛血清
、

水解乳蛋 白
、

个单位抗血 清的维持液
,

培养 一 天后
,

分别取 石碳酸复红和龙胆紫
一

甲醇 进行二次染色
,

形成 的 空斑用肉

眼清晰可见
。

本法操作简便
,

培养时使用带橡皮塞的玻璃瓶
,

远较需配备二氧化 碳温 箱的 平 皿

法 〔 〕容易
,

亦比 。。 氏的凉脂
一

细胞混悬法节省细胞 倍
,

既可省去处理琼脂与铺层 的

麻烦
,

又能避免内含抑制物造成的空斑抑制 〔。’‘“’。

选择上述两种染料复染
,

背景呈深紫

红色
,

空斑不显色
,

易于用肉眼观察和计数
,

而且标本可长期保存
,

这是中性红染色

法所不及的
。

合理使用标准定量吸管与细心操作
,

可使空斑的稳定性和可重复性得到

保证
。

病毒稀释液与维持液可分另用含小牛血清的 氏液或水解乳蛋 白代替价昂的

或 氏培养液
,

从而有利于推广
。

对这种空斑技术
,

我们 已成功用于抗病毒药物

的筛选工作‘川
。
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