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l}支体企免疫电子显微技术用于病毒抗原的检测

陈保干

d，切 )U~~.i二'院医学 毕础实验中心!也镜室 )

为了将片 j也显示抗!以-抗体复合 物 在细胞

超做结均内的其二位 ， Singer( 1959 )首先提出了

用电子致峦物质议 tt 臼标记抗体的方法， 并得

到丁广泛的 i三月1。但由于经铁蛋白标记的抗

原一一抗体 ZL合物 (i0 :!ltíi hì:l主任过大，以致达不

到抗l趴在 ，).主微结向上的准确定位。

自 1\)8 ;:; 年以米 ， 一种 l二!肢体金作为标记

的免挝细胞化学 ;工iÌ去问到普遍的应川 1 ， 并在应

用 rl: l 发展成为一种新川免疫电子1r_~ti技战技术。

它的特点是 H~ 1JI-~ ~~ki ~星 ;j)IJ:(;♀I:I:l各种大 /1叫、同的金

颗颗i 走粒h江IL。 ;刁亦1茄;λ)ν可'才fJ !J jJ、，fj 辛种r:}♀( ， j卜、刁不二斗!问司的企 1且挝b阳』击抖iii ~j、7冲f

不同的抗休， 川J 以在: I司一标本上显示同种不同

的抗惊。 这种方怯凶广泛运用于细胞内某些生

物活性物的 ;"i~ ;.立 位，如)民)尿 l且也细胞内各种分

;豆、蛋白'I'I{] íi::位 ， Iti 细胞线拉体内结构主臼的定

位等。但是很少应jj-J 于病毒抗虹的检测 。 此外

为了抗版的 民好保存及金颗粒易于进入到细胞

内部， 在国外一般均采用冰冻起?llJ 切片。在国

内目前由于起/t.1i ìlj ~ 说:切片机的数量少， 使此方

法的 JW广应用受到一定的限制。 本实验参照有

关文献[I4]，将超 ， :，' 冰冻切片'改为低温也j盟的

jE 规起 i".\i. W 尸1 ，以直型单纯也应师莓( HSV-2)

为例 ， 进行 f .lt止示 的注;.: fjL ~~(的实验， 现:1等结果

jlb豆夕1 1 丁 :

材料 与方法

一、金摞针的制备

1. Jl交 f~，尘(i(j :iiU :f,;-

>1<:);"去 11州刊刊九-~ 'J :松酸个11] ì3~ JI;( i飞去 II1 ， 刀;r': )iJ

10 nm 大 'hiJ笠 'fJJI犯 d

陈毅L 诲

。胡北医学院的毒字:研究听细胞生的主)

A (è注 : 1% HAuCJ, 
双蒸水

B 液 . 1 %拧橡酸铀

1%探酸

。 . 1 mol j L K1C03 

双蒸水加至 20 ml 

1 ml 

79 ml 

-1 ml 

0 . 1 mJ 

0 . 025 mJ 

将 A、 B 两液分别加热至 60 0C , i'f: i'~\ 1'1' 1" I夺 B ~夜

jJ iJ入 A ;夜之内 ， j斗:tlt去实力口热毛 dlij海 1 n' 钟， 此 ij{ì夜 1不

ìW -0, ~Ij 1监变红 ， 最后出现紫主[色， 表明胶~.j;.金颖位已

经形成。使用前将其 pH mi用 0 .1 m ;:， ! / L 的 K ，Co ) 调

立二 6.0 。

2 . A 蛋白一金颗粒复合物 (rAg )(j(ji]生各

*5主证明用以稳过 !ml 胶休金所 'Jr;: A 蛋白;三大

约为 5 μg， 所以将 255 μg (溶于 0 . 3 ml li甘3<X必水 1=1:) )的

A 蛋白力H入到 50 ml 的胶休金内 ， 5 ;'j'飞i!1 日再加 5%

聚乙二醉 (PEG )(Carbowax 20 molj L i ü . 5 ml, i、:保证

金颗松的最大稳定性 c 然后以 60 ， 000 rpm 岛，e，、 L15 分

钟。 济红色疏松之沉淀物用 PBS i昆若、生原 体积的

1% ， 并 1 0C储存， 备用。

二、病毒样本的制备

以帘规组织培养方法 (Eagl e 培养法 ， i村合/卜 1.1二血

清 10 % ， 青 、 链 ;远东各 100 单位jm! )J去养J取 代兔盟肾

细胞 (BRK ) 。待单层形成时， 接和í' HSV-2(333)株 ，

24 小时 j吕 立即收集细胞， 同时收柴未鸡染 细胞作为

对n贺 。

三、兔抗 HSV-2 血清系由湖北医学院瘸毒所细

胞生精鑫提供，兔JJt安先效价为1:5 00 。

四、电镜标本之制备

将培养细胞的培养液吸去， 用 PBS 将培养瓶洗i自1

多次 ， 然后用橡皮刮子吁附攘的细胞轻轻刮下， 连带

少挝(ì:j PBS , 11飞速 (500 rpm ) 离心 15 分钟， 弃上 i诗

液，加 l % J戈二隆于离心管内，因;主 1 小时。为避免
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细胞生物 学 杂志 199 0 年

脱水及包埋温度对抗原特异性及免使标记 的 不良影
响， 采用以树醋 ( Lowicryl K.M ) 作包ilI二剂的低温包埋

;主 I7l， B!J l. 悦水 : 30 ~~ ~国将 (O OC ， 30 分钟) ; 50% 

酒精 (-20 0C ， 1 小时 ) 1 7 0 % 、 80% 、 8;:;%及 100 %

ìilfj 精( - ::; :'; 'C ， 各 1 小Iij-) 0 2 . 浸 透 及 包 j旦均 在

- 25 ('C ~ Ji仆 ， Uii;重 ì':Ut jt V 100 %涵有~i : 忖脂 ( 1: 1) 1 小

时 . 100 % 川j t:'J : f对自行 (l : ::) 1 小时， j肘圣 t1t 和J 自þj 1 刀\

时。 转入;" ' ~ +;J脂民叶钊 j立倪。 1;生 1日将细1包性IJ史转入无水

胶囊 i勺 ， 1m人 --- ~~ 5 "C j}(? > 的， t材蹈 ， :~~ :_ (Ì包 ， 也4抖且

一士装有紫外线灯的小j在 I坷 ， 丁'- 30 cCí令但内聚合二天

1,:, 1:1' ， 随后进1i 超薄切片。 :Kf 放 fcj l)J) '， ' i巧 í~ I刘面向

i" , ~.~t~浮于平J 犬的浪 ìl);j上，进行免疫标 i己 ， 1. Í%卵

蛋白(溶于 PBS ) 1 5 分钟 ， 为什o足减少切片lLij 斗l~t;j

异性 Il反|咐 1 2. HSV斗 机 IÍJL滔 (1: 30 稀释 ) 室 温内 ，

1 小时 ; 3 . Pl3S 还织法洗 10 分 钟 X31 4. 1%卵

蛋白 1 5 分钟 ; :; . pAg (1 : 200 精释 ) ， 主 诅 3 0 分钟 ，

6. PBS 漂洗 '0 分钊' x 3; 7. 双杠 Jj， ~%!{ 洗 5 分钟 x

3 , 8 . 1 % 峨的 5 分钟 ; 9. P ßS ì'~: t!i: 5 公 告中 x 3 , 
10 . XíI.，;点 ' Ij\ λ 5 分钟 x 3 1 11 . !~i\ 民主双年U:[ú H~ 色 a

.~~j ~[ !1 J 1. :~ .. 问I'~L1在 ; ' J; 斗t色 3 给 r!! J ; 空气， í f' .j ;J 干 ， J垂射

I [c!，镜进h，'{iJ!察。

五、王'Jf~辛辛本的制备

1. -仨 1 1; f'i' HSV-'2 的细胞 ， ~. J:-I PRS 代陆兔Jic

HSV-2 血洁 ， 3. 以 PBS 代替 pAg ， 4 . 以 胶休金溶

液代替 pAg o

结果与讨论

阳性结果 I I\) ;'1] I如 在电镜下可见大小一致

的黑色顺位， 将实验样本的观察结果与对照比

较， 以确定 i叶?异性的颗挝( í寺景 )，不将其计

入 15日性结果。因 1 系 HSV…2 感染 24 小时的细

胞切片， 以 PDS 代替 pAg 进行免 疫染色， 未

见金颗粒的出现。经其它方法做的对照样本亦

全无金颗粒的沉淀。在此图上， 有许多成熟的

病毒位子在胞浆的内质网内，许多的核衣先在

细胞核内。因 3 系病毒感染 24 小时的细胞切

片，经 pAg 标 记 色，从中可以吾 出大 量的

成熟病毒缸子 ;} 1'! i { t: jj62~主内，许多细做的金颗

粒定位于 HSV-::! (1<]囊脱泣衣uE 上。 在 胞浆具

他部úì: n;f 3:IJ <í): ~:~(;性的以nJ o f日本实验的方ìt~

虽然ι的升， 也保U仔 F十分}Jk惶，但对病毒的

抗原定位不受影响。 因 3 系病毒感染细胞的胞

核部分，金捋f*主定位于核衣壳及"毒浆"所在区

域。 "夺来"被认为是 HSV-2 核衣克装 自己的场

所[町，可分定形成分， 类似衣壳的前身， 及不

定形成分， 包括主( 岳的国块。此-ti~ _l t-主提示运

J罚本具验7j法对 HSV寸 的形态发白 的 深入研
究可能会有帮助。

摘要

本文报道了一种改 良的肢体企兑挝 电镜技

术z 以低温包埋， 7肯规坦薄切片代替超薄冰 ì%;

切片， 成功地显示了细胞内的病毒抗原定位。

团版说明

1. :&:染 il; j毒 ( HSV-2 )~ ，j 小时的免担仔细t:f~ ~ 胞浆内

!i可内i 内 ~I!.大陆 ，&;)\ j~J毒!fjj'i'J1::核 i衬 " 'J~ _;I、:;ij 的收良

先。 l' ! PBS 代午J"A吕 j且: i J i':0 Ji划 1，、免J之 iJ: 水染己，

斗、 hl金~Wi粒。 jf 时 也饶Wi片 ， x 20 , 000 
2 . 也染 !~~毒 ( HSV-2 ) é>1 ' ] \ il j il~兔 nDJlJ亏 :U! )缸 ， 经胶 月二

金免平达 r l~饶议水泣'也 。 í山'1上}胞白浆 17内7刻才 {打，￥J }大~ ~飞早!川;: 1的:斗孔竹i扎均飞包iJ成j札飞 ;\1ν!

毒i肌叨粒 ， 可见:}< ，t\' (I<j 金 ~~i 斗lLI\H ，白，!I 川毒 l; \_.l 宠)拟从

农壳上。 细胞的版系统方、 1'J 少单的企 '@j ，t午 i以阳 。

透射 !汪饶照片 ， x 20 , 00 0 

3. 材料同图 2 ， 系细胞核的一 部分 ， 可 见~: ~Wl粒附
着在核衣先上及"毒浆 " 日;J7l ;形成);'一核 武壳的前

身川、 )及不 Ji: j'已成分 ， L且 J ，~致 2豆、{心 1 ， ( 主 ) 。 透射也

i竟 i(唱片 ， X ,10 ‘ 000 
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