
使用抗补体免疫荧光方法检验测 EB

病毒决定的细胞核抗原
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在 EB 病毒感染的细胞中存在着这种病毒

所决定的核抗原(EB Virus-deíermined nuc一

lear antigen，简称 EßNA)，这种抗原的许多

生物学特性与 SV40 病毒的 T 抗原非常相似。

虽然由 EB 病毒所引起的转化细胞中一般都有

这种蛋白合成，但是由于含量甚微，目前只能

用灵敏度较高的抗补体 (Cρ 免疫荧光法才能

在细胞内作定位观察[1] 。

建立抗人 C8 免疫荧光法首先需要制备出

较纯的，效价较高的抗 Cs 血清.利用 TEAE

一一纤维素和握基磷灰石层析柱等分离和纯化

步骤，可以获得较纯的 Ca 作为抗原，不过过程

似嫌繁琐，不适合一般实验室使用，所以目前
仍推荐 Mardiney 和 Müller-Eberhard[2] 所

建立的用酵母多糖特异的吸附新鲜血清中的

C3 所形成的复合物，作为免疫原凹，并着重

指出要大剂量一次免疫，三星期后取血样检

测，避免因时间延长而又出现其他抗体成份。

可见用这种复合物制备适于标记荧光素的

G抗血洁，似仍存在技术上的问题。我们用

上述方法也发现抗体不纯的情况。酵母多糖­

Q 复合物层经多次用等渗巴比妥缓冲浪洗

涤，但与抗正常人新鲜混合血洁的抗血请作兔

疫电泳检测时，除。区域有一条沉淀线外，在

Y 区域也出现较深的沉淀线，表明复合物仍较

牢固地附着 Y球蛋白。经人 Y 球蛋白干粉吸收

之后，可以得到较纯的人 C8 抗血洁，可惜效

价较低，不适合荧光素标记之用。

最近，我们用菊糖代替酵母多糖获得在纯
度和放价方面都较满意的人 Ca 抗血清.经荧

光素异硫氨酸盐标记之后 ， f'F EBNA 的细胞

内定位，效果也较好。现将制备过程及检测结

果报道如下z

-、人 C~ 抗血清的制备，纯度鉴定

和荧光景标记

1.菊糖一C3 复合物的哥哥备.

菊糖 1. 4 克加正常人新鲜血清 27 毫升，

充分搅匀后放 37"C温箱中继续缓慢搅拌或振

荡约 1 小时，然后低温离心 (3000 转/分， 15 
分钟) ，弃去上请液，沉淀物用巴比妥缓冲液

(pH7.4)充分洗涤八次，每次洗后均经 3 ，000

转/分沉淀，最后加相同缓冲浪 4ml ，充分摇

匀使成悬液，放-300C低温保存备用。

2. 兔擅电滤检测

上述菊糖→人 Ca 复合物，在免疫功物之

前均经过与抗人新鲜混合全血清作免疫电泳，
鉴定所吸附血洁中的蛋白成份，用 pH8.2 巴

比妥缓冲浪配制 1% 琼脂糖，内含 0.005M 乙

胶四乙酸纳 (EDTA-N吟，以防止在电泳过程

中 Ca 变性(即由 f31C 变为[:l，A 蛋白).图版 1

的穴内加所制备的菊糖-Ca 复合物，中央槽

内放抗血清。电泳结果表明，只在日区域呈现

一条较粗的沉淀线。因为 Ca 是 il 蛋白，故可

以初步肯定菊糖所吸附的是血洁中的 C3 • 另

外由于马是吸附在菊糖撤细的颗粒表面，所

以较单纯的 C8 (即民C 蛋白〉的电泳移动率稍

显缓慢.

3. 免在动物

低温保存并经电泳检测合用的复合物悬液
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'1 毫升，加等 ~1 Fn'llnò 完全佐剂，手L化后免

疫健康成年家兔。每只动物一次免疫剂量为 2

毫升，多点注射，包括脚躁，腼关节附近及腹

股沟淋巴结。每周再以相同剂量重复免疫一

次，共免疫 8 次。在最后免疫一周后放血分离

血洁。每次免疫动物均用新鲜击1I备的菊糖­

Cg 复合物，并经免疫电泳鉴定。

4. 人 Cs 抗血清的效价和纯度

抗血清效价的测定用琼脂双扩散，专一性

的鉴定用琼脂双扩散和免疫电沫。铺片用的琼
肥糖均含有 0 ， OO.5 MEDTA-Na~，测抗体效价

用稀释抗际法。中央孔分别为四只免疫家兔的

抗血清，周围各孔为从 1/40 稀释度开始倍比

稀释的正常人新鲜~y昆合血清。四只家兔的人

C3 抗体效价均达到 1:160。再用制备的抗血请

与抗人 C3 I且清标准样品作双扩散检测，两种

ty，品的 j冗Ð:ì二线互相联合(图版 2) ，同时免疫

电泳监启均只在日区域呈现一条清晰的沉淀

线，电沫移功率也一致(图片反 3 )。上述结果表

明抗体的纯度及效价部待合击1I备荧光素标记扰

你，用以战测 tWNA 的要求。

5. 异硫佩酸盐荧光素标记抗体

1[~把我们过去的经验，仍参照 Clark 和

shρpaú't [4J 的透析法标 i己家兔抗人免疫球蛋白

G ，随后再拒 KιWil111U阳 [51 方法进行标记抗

休的纯化。纯化后的标 i己抗体取用荧光素/抗

体蛋白比值为 1-21内部分作免疫荧光染色用，

非特异荧光比较少见，不须再经过伊文思兰或

甲基绿一羊毛酶黑复染。

二、存在 EB 病毒基因组的细胞中，

EBNA 的检测

凡是含有 ER 病毒基因组的细胞都存在

EBNA , EB 病毒的 DNA 是同宿主细胞的染

色质相结合。为了鉴定所标记的人 Cs 抗体对

细胞内 EI1NA 定位的特异性，我们选用了存

在着 EB 病毒基因组的三株细胞，即 Raji ，

P3HR-1 , B95-8; 另外以不存在该病毒基因

细的三株细胞即 BJAR ， CNE, BEL-.7402 , 

作为对照。用 Henl们等 [ft 1 所介绍的三步怯进

行上述细胞的抗补体免疫荧光反应显示

EBNA，用以避免假阳性或前带反应 (Prozone

reaction)。所用稀释j夜或洗涤全部用含有

Mg++ 和 Ca十+离子的 pH6.9 平衡生理盐水，

以提高补体活力 [1)。补体系 1/10 稀释度的

ER 病毒抗体阴性的正常人血洁。除 BEL

7402 细胞和 CNE 细胞是使用小玻璃片上生长

的贴壁细胞外，其余各株细胞均系悬浮生长的

细胞。取生长旺盛时期的细胞，作细胞涂片。涂

片或贴壁细胞甲醇-丙酣混合液(比例为 1:2)

冷固定 10 分钟后，取出吹干后加 EBNA 抗体

阳性血清，在 37 0C 温箱保温 1 小时，随后用平

衡生理水洗涤 8 次，各 10 分钟，吹干以后加补

体(1/10 稀释) ，继续在 37 0C 保温 1 小时，再用

平衡盐水洗 8 次后，加上述异硫氨酸盐荧光素

标记的兔抗人免疫球蛋白G。保温和冲洗时间

均同前述。最后用半永久性封回剂封片，在

ML-"[ 型落射光荧光显微镜下观察。对照组

除表 1 所列的细胞外，还包括补体灭ili (56'C , 

30 分告中)有1以平衡生理盐水代替所加的补体。

表 1 所示，完全符合所预期的结果。另外，补

裴 1 实验和对照组细胞的 EBNA 兔瘦荧光反应

|细胞株叫 米源及特征 lEm 反应

~.， I 非训 Burkitt 淋巴瘤， I"~ , I Raji I A"';,':" ~~~>，...;'，'~~'~' 阳性实| ιJ 1 I 含 EB 病毒基因组 I Pr:1 1 

验 I PsHR-1 1 同 上 |阳性
组 I ~~_ ~ ! EB 病毒转化部j挠猴 Bi体巳|

1 B95-8 ，_~= 1< ~~~;;'':''~~'':_''4~~~/!~1'~ I 阳性
i 细胞，含 EB 病毒基因组 [ 

1 BJAB ~;.~:-_::~I~_~/o:q， .I'~~ \阴性l B l Mitt 淋啤不含[I ~V"~~ I EB 病毒基因组 ! 

甲问F函←雨雨后函雨雨雨
组 I -~?古 [ 人肝癌上皮细胞。 I 阴性

水 Raji ， B95-8 , P3HR-l 及 BJAB 细胞株分别引

自美国 Sloan-Kettering 肿瘤研究所， Ralph 
实验室和美国国家卫生研究所， Nonoyama 实

验室。 CNE 细胞株引自中国医学科学院肿瘤研

究所病毒室。
BEL-7402 细胞株是本所第一研究室建株的。
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体灾情及以平衡生理盐水管代补体，也均为阴 7904 外均为 Er~NA 阴性，

性反应。由于对照组未见细胞核呈阳性反应的 值得注意的是 7904 号材料。该病人多次

细胞，所以可以排除呈阳性反应的细胞核〈图 活检均未见癌组织，但是几次间隔一段时间作

版 4 )是由于血清中存在着与 EB 病毒无关的 EB病毒外壳抗原(VCA)IgA 检测均为强阳性，

抗核抗体的可能性. 细胞涂片作EBNA 荧光反应，也偶见阳性细胞

三、人'咽癌组织中 EBNA 的定值观察 〈图版 7 )。其细胞的大小与周围阴性的淋巴细

业经证实，鼻咽未分化癌的细胞中存在着 胞相差悬殊。是否为鼻咽癌病理分型中的大

EB 病毒基因组。 Huang 等 (7) 曾用抗补体兔 圆核细胞癌?可惜未作对应的细胞学染色，尚

疫荧光法观察到未分化鼻咽癌细胞核内存在 不能确定但是如果血清 (VCA) IgA 为反应阳

EBNA，证实了 Do The 的报道 (8) 。我国虽 性，而且效价寓，则既有鼻咽癌确诊的意义，

是鼻咽癌高发区，但尚未见开展这方面的工 也有一定的阜期诊断意义，因此上述所见 7904

作。我们初步取 8 例鼻咽部活检组织，结合病 活检材料中的阳性细胞是否属早期癌变细胞，

理诊断，进行了 EBNA 反应的对比观察。活 尚须结合细胞学工作，作更多的研究，本文只是

检材料先经 RPMI-1640 培液清洗数次，剔 一篇初步的报道。此外在目前国内尚无抗人补

除粘膜样组织后，暴露为癌块部分，用眼科小 体免疫荧光抗体商品供应的情况下，本文所介

剪刀剪成几小块，分别将组织剖面部分作细胞 绍的方法和初步实验结果，对 EB 病毒感染

涂片，其余材料固定后作病理检查。涂片的固 细胞之后EBNA 的动态观察， EBNA 与鼻

定，抗补体免疫荧光法显示 EBNA 以及相应 咽癌病理类型的关系，以及是否结合 EB病

的对照，均按上节所述。其结果见表 2. 3 例 毒 (VCA)IgA 和早期抗原 (EA)IgA 的测定等

鼻咽癌未分化上皮癌涂片中均见 EBNA 阳性 可以作为鼻咽癌早期诊断的手段都提供了一些

反应的似癌细胞(图版 6 、 6 )而阴性材料除 方便。
表 2 人鼻咽部活检组织糖片的 EBNA 鬼，.荧光反应

姓 名 [材料编号叫 EBNA 反应 |病理诊断! 备 注
百支 x 7901 I 成面雨雨面王厦梓王丽工i 低分化鳞状上皮|
徐 x x I 7902 I 同上 |同上 l
李 x x I 7903 I 散在阳生主里整组lIÊl一| 同 上 | 

在 x x -1 --7904寸队的的大圆核阳性细雨鼻咽粘膜炎症 IIgr明LE黯jF〉
于 x x l 7905| 阴性 |同上 j

一一直立二三一一L一一函_6__L一一一阴 面一一--1 睡一主一」
张 x xI 7907 ! 阴性 |同J: I 
张 x x I 7908 一厂一一阴 性 l 同 上 i 
求活检材料是土.海第一医学院眼耳鼻喉科医院提供，病理诊断也是该院病理室进行的。
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本文所用的抗人 Cs (β1C/β1A) 标准血清，并

经异硫氨酸荧光素标记，是由美国哥伦比亚大学徐璋
教授实验室提供的，谨致谢意@
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