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用 PAP法对流行性乙型脑炎急性期患者 

外周血白细胞中的乙脑病毒相关抗原定位检测 
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提 要 

1991年 7— 8月 在流行性 乙型脑炎收 治中，用 PAP法对 急性期患 者外周血 自细胞 进 

行乙菌 病毒 相关抗原 拴刊。 结果： 总捡出率为 41．2舶(24／s1)， 各 型 检 出 率： 轻 型 

25．0和(218)、通普 型 44．8和(1s／29)、重 型 42．9和(6／14)，三 型 间检 出率 无 差 异 (p< 

0．os)。检出病程最早 3天，最迟10天。三种白细胞检出率依次为：审性粒细胞、 单核细 

胞、淋巴细胞，可在三种或二种细胞中同时捡出，亦有仅见于一种细胞之中。并就捡出意 

义进行 了讨论 。 

美摹 ：璺翌兰圣 ‘ 脑)至些苎堕堕巳 ‘ 。 s’兰兰些竺竺 芝兰 
, ． ⋯．n AⅧn--, 粒 』 喜嘲 纠EV 舷-AA白痢  

1991年在收治流行性乙型 脑炎 (以下简称乙脑 )中， 用过氧化物 酶抗过氧化物酶 

法 (PAP法 )对乙脑 急期患者 51例的外周血 白细胞进行了乙脑病毒相关 抗原 的定位检 

测，结果报告如下t 

诊 断 与 检 测 

1．确倒的谤新依 据 1．乙脑流行季 节 7— 8月份 收治病例。 2． 具有 乙脑临 床症状和体 征以 

及 CSF改变。3．艋床分 型 按 《传 染病学 》I‘】进行，^院病型：轻型8耐 ，普通型凹例， 重型 “ 

例。男 30例，女21例。年龄 5岁内32倒 ， 6— 10岁16例，1l岁以上 3例 ，最小 I岁， 最大 13岁． 

^院病 程最短 2天 ，最长 10天。4．特异 性诊断： 用美国CDC乙脑试剂 MAC—ELISA法检测血清和 

CSF中 IgM 抗体 ，检 出阳性率 88．2舶(4s／s1)，其 中：双 阳性 ， 58．8舶(30／51)， 血 清阳性 19．6■ 

(t0／S1)，CSF阳性9．8嘞(5／5I)，两项阴性 5例及CSF阴性 l倒 占II．8舶(6／S1)。 

2．拉舅试荆与 方法 

(I)试剂}@兔抗乙脑高价血清 由军事医学科学院五所车钟铎教授提供。 2．PAP试荆 

由 侪 医学院临床免疫研究室提 供。 

(2 )捡 测方法：患者 八院后 即采 肝素抗凝血 2ml，按常规 法分离白细 胞 制片 ，冷丙酮固定 后 

本文于l99：年 6月 3日收到． 0月 i日修圊。 
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存冰 箱集中各 捡。捡测时：①将细胞片侵入 p1-／7．4PBS液 5分钟，待干。②O．3嘶H 2Oi阻断 内源性 

过氧化物酶 。@ 加兔抗 乙脑血清 ，37℃温箱 30分钟后置 4℃冰箱24小时 ④ 加入最适 浓度 的羊抗兔 

抗体 ，37℃30分 钟。④加^适量 的PAP37℃30分 钟。@加DAB染 色1O分钟，流水冲洗； 用苏术素复 

染， 乙醇脱水， 浸入二 甲苹液 2敬后封 片镜橙。 上列 2— 4步均用PBS液冼 3次。结果判断： 显 微 

镜下 可见细胞 浆内有 棕 褐色颗 粒者 ，即JEV—AAg阳性 细胞。 

另取 10名供血 员和 8例伤寒 、苗痢 、流行性 腮腺 炎患者抗凝 垒血分离 白细胞作对 照检 测， 结 

果均为 阴性。 

结 果 

总检出率为41．2 (21，51)，各病型检出率 ·轻型 25． (2／8)、普遥型 44．8 

(13／z9)重型42．9 (6／14)， 三型间经统计学处理无明显差异 ((p>o．05)。觅附 

表。 

表． 甩 P̂ P洼对●性期 乙■患者血液白绷臆 JEV一̂ 5̂室位撞谢 

Tab． The dete ctioa 0f JEV—AAg in the peripheral bleed leaeoeyte 。 patient s 

with ● Ⅱte epidemlo en~ephalltiB 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

第 1期 龚瑛等：用P̂ F法对流行性乙型脑炎急性期患者外因血白细胞中的乙脑病毒相关抗原定位捡谢 63 

阳性细胞分布模式t 21例阳性者中三种 白细胞共检 出39例次 (中性粒细胞19次，单 

核细胞 l1次，淋巴细胞 9次 )。分布模式t三种 白细胞均阳性者 占33．3 (7／21)。中 

性、单核和中性、淋巴细胞阳性者各 2例 (各占9．5 )， 中性 (+)8例， 单核(+) 

2例其 占47．6 。 

讨 论 

有关 乙脑病毒抗原定位检测，施逢文用 PAP法在鼠脑 JEV实验感染研究中，获得 

较好效果 。 吴霞等在乙脑尸检脑组织研究 中， 作四种免疫组化染色对比检查， 认 为 

PAP法敏感性最好，30年前标本中均可捡出 。 李志尚等亦有相关报告 。 本院曾用 

】FA法观察急性期乙脑外周血白细胞 JEV—AAg定位检查， 1986年 混 合 细 胞 检 出 率 

38．0 (1915o)，1987年在三种白细胞中捡出率 41．6 (1O／2a)[i 。 本次捡测用 PAP 

法，结果 与上两次相似，检出率为41．2 (21／51)，三种 白细胞 中均有检出。PAP法 

方法简便，定位显色清楚，易于保存，可做 动态检测的参考。 

JEV—AAg定位捡测的意义，我们初步认为是t 1． 乙脑病毒扩散方式和发病机理t 

目前多数学者认为乙脑发病机理是t蚊叮咬人后，乙脑病毒侵入人体，先在单核一巨噬 

细胞内繁殖，继而进入血液循环引起病毒血症，当机体防御机能减弱，病毒量多或毒力 

强时，可经血脑屏障进A牢枢神经系统而致脑炎 “ 。 我们在 3次用 两法(IFA、PAP) 

均在急性期患者外周血 白细胞中检出JEV—AAg，阳性率约4O 左右 ，时 间长达 7—1O天， 

在单核、中性、淋巴细胞中均可检出 t并于1987、1991年在少数病人 CSF细胞中 亦 检 

出JEV—AAg，证实上述发病机理，既有细胞内乙脑病毒的病毒血症存在，也有载有病毒 

细胞进入血脑屏障的依据。2．JEV—AAg阳性细胞中 JEV存在形式问题，因这三种 白细 

胞均具有免疫活性，在病程 7天后仍能检出抗原，不 能排降解产物的可能性J此前至少 

可认为是病毒携带状态。80年代以来，有的病毒性疾病 先在 白细胞中捡出相关抗原，且 

分离出病毒，如李法卿等对 EHF的研究 已予证实 。乙脑患者外周血 JEV—AA8阳性 

白细胞作 JEV分离， 值得进一步研究。 3．有辅助诊断意义，可作为血清学诊 断 的 补 

充。4．如作动态观察变化，评价抗病毒药物的疗效，亦可探索。 
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Application of PAP Method Detecting on JEV—Associated 

Antigen in the Peripheral Blood Leucocyte on 

Patients with Acute Epidmeic B Encephalitis 

Gong Ying et al 

(W uhan rnfectious D~eases Hosplta／-W uhan 4300~2) 

The Epidemic B Encephalitis Viral Associated Antigen(JEV—AAg)in the 

peripheral blood leuc oyte were detcoted With PAP m ethod in the Patients with 

acut e Epidem ic B Encephalitis during July t 0 August 1991． R eSUItsl The 

tot a positive rate of JEV—AAg in leucocyte WSS 41．2 (2z／sz)．The positive 

rate and the type of the disease wet e compared J 25％ (2／8)in the mild 

type，44．8％(13／29)in the ordinary type and 42．9 (6／14)in the severi— 
ty type， there WaS on significant difference between the tWO types

． The JEV 

— A Ag can be det ect ed in the nP．ntrocyte
．
m onoeyte and lymphocyte， or all 

three ceils， or two cells， or on ly one
．

The positive series WaS 3一 l0 days 

after the onset
．

The detected re sGits were evaluated in signification
．  

K ey w ordsi Epidemic B Encephalitis JEV—as80ciated antigen 

Peroxidase anti—peroxidase method(P AP method) 
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