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单克隆抗体间接免疫荧光法检测 

巨细胞病毒分离培养中的抗原 

段艳平 陈秀珠 吴远明 

(同济腻科大学微生物学教研寅 ，武 卫 43~022) 

(̈ 白目科学 武汉 毒研究所，武援4 30o71) 

提 要 

应用抗 巨细 胞病毒 (FICMV)蛋 白抗原 (分 子 量为 20千道 尔顿 )的单 克 隆抗体 

(MeA b-20k)和HCMV IgG持 异性阳性 血清 以问接免疫荧 光试验检 刹 28例器官移植病 人 

尿标奉按种^胚肺 细胞后的HCMV感染 情况，结果 前 法子接种后48小时格测~JHCMV阳性 

病人 9倒，后者 接种 6天硷删到阳性病 人儿侧 。 与病毒分 离结果摆比较 ，两法 的 敏 感 

性分剐为8t．8~o和90．9~o．特异性 相应为100嘶~,194．12嘧，符合率均为92．9嘧，比病 毒分 

离提前敬天至教周作出诊 ，重复性良好。田此，抗HcMV蛋自抗原的单克篷抗体蝇接免 

疫聋 法是_|被有效盼、早期快违而又敏感特异的诊断方法，操作简便，既使控有单抗， 

可用HcMV IgG阳性 血清代替，也可取得较 好效果，值 得在一般实验毫推 广应用。 

关奠词：臣细脆 病毒 扩原 单克 隆抗体 间接免疫荧光试 验 

器官穆植病人因大鼍免疫抑制剂的应用常并发各种病原微生物感染，尤其是 病毒感 

染。细菌和真菌感染可用相应抗生素控制，病毒感染尚无良好药物治疗，因此，早期诊 

断十分重要。病毒感染中以 HCMV最常见，病人易患 HCMV问质性肺 炎，死 于呼吸衰 

竭，严重阻碍 了移植物成活时间和病人寿命的延长 】。 免疫排斥 反应和 病毒感 染的处 

理原则截然不同，前者需加强免疫抑制， 后者需增强免疫防 御， 因而， 早期快速诊断 

HCMV感染具有重大实际意义。然而，这类病人免疫功能的抑制使常用的血清学方法失 

去了有效性J较 可靠的病毒分离，因费时间长，不能满足早期快速的要求。HCMV感染 

细胞后，其即刻早期蛋白 (1mmediate early protein)、早期蛋白 (early protein)和晚 

期蛋白(1ate protein)在数小时至十几小时开始台成，远早 于成熟病毒颗粒的释放 。检 

测这些蛋白质抗原 可达到早期快速诊断 HCMV感染。本文 报道应 用抗 t：ICMV蛋白抗原 

的单克隆抗体 以间接免疫荧光试验检测尿标本经短期分离培养而表达的病毒蛋 白抗原， 

并与HCMV IgG阳性血清的间接免疫荧光试验和常规病毒分离相比较。 

材 料 与 方 法 

1． 细臆、赢毒和标本的收集及接种：见参考文献【 
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2． 抗体 ：抗 HCMV蛋白抗原的单克磕抗体 (McAb一20k )，中科院武汉病毒所提供。FITC 

标记兔抗 BALB／e小 鼠 lgG荧 光抗体 ，北京生物制 品研 究所产；FITC标记 羊抗人 IgG荧光抗体， 

上海生物制 品研 究所 产品；HCMV lgG 阳性血清 和阴性血清， 中 国预 防医学科学院病毒学研究所 

肝 炎室生产的 HCMV IgG ELISA诊断试剂盒 ， 并经本室筛选 (抗 HCMV IgG 1l640以上 ， HSV 

和抗 核抗体 阴性者 )。 

5． 闭接免窿荧光试验：参考Alpert等人l‘l方法加以改进：人胚肺细胞分装青霉蘩小瓶，放 

^一块长方 形飞片，长至单层，接种已处理的尿 液，每份接种 6小 瓶以上 ，分别于接种 后 48小 时 

和 6天无菌取 出飞片 ，胰 酶处理数秒 ．冷丙酮固定 2小 时，0．01moZ／L pH8．0的 PBS中漂流数 次，吸 

干 ，固定于玻片上 ，分别滴柏一定稀释度的MeAb-20k和HCMV IgG阳性血清 ，37℃ 2小 时 ，取出飞 

片 ，PBS冲洗数次，吸干 ，分别漓加FITC标 记兔抗BALB／C小 鼠和羊抗人IgG荧光 抗体 ，37℃ 2小 

时，冲洗，吸干，滴甘油缓冲液 (5份甘油加 l份PBS)，荧光 显微镜链捡。同时以HCMV AD169 

株感染细胞作 阳性对照和HCMV IgG阴性血清、PBS及荧光 抗体作 阴性对照。 

结果判断：根据预试验和有关资料 [41， 我们选择同一 飞片上有 3十以上 的视野 ， 或一个视野 

中有 2个咀上的阳性荧 光灶 (核内荧 光灶或胞 浆、胞膜荧光团 )为 阳性。 

结 果 

McAb一20k的间接免疫荧光法 (IIFA)结果显 示细胞 核 内亮绿色荧光， 胞 浆不染 

荧光J而 HCMV IgG阳性血清的 IIFA结果则表现为胞浆和胞膜亮绿色荧光 ，细胞外形 

清晰可见。28例病人中，前法子接种后48／J~时检测出 9例阳性病例；后法子接种后 6天 

检测到u例阳性者，二者的操作全程可在lOda时内完成。病毒分离于接种后14~48天， 

平均29天才出现典型的病变，28例中计有 ll例病毒分离阳性。二种 IIFA与常规病毒分 

离的比较见表 l、2和附图。 

HSV—l和 HSV一2感染的 Vero细胞，经 McAb-20k和 HCMV IgG阳性血清均未检 

测出类似荧光灶。 

绝大多数 的同一标本三块飞片结果相同，表明重复性良好。 

裹 1 两种IIFA与■毒分膏信暴的比较 

Tab
．

1 Compa rison of results f rom two IIFA p ro cedu res 
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冒 1 三种方法所需检测时间的比较 

Fig．1 Compari son of tb rec methcds w{th the detecting time 

讨 论 
- 

HCMV感染 的快速 诊断主要是通过检测 病 毒 核 酸、 蛋 白 或特异性 IgM而 实 现 

的 “ 。核酸杂交虽然具有高度的敏感性，可测出l~6pg DNA同源序列 ，且不受病毒 

死活之限制，但其所需贵重的同位素及其放射性危害和其它众多因素影响到它的敏感性 

和实用性。其它标记物如生物素的应用可改善其缺点 】，目前尚处于实验室研究阶段。特 

异性IgM的检测在免疫抑制病人中几乎没有意义。HCMV感染的临床实验室诊断中，至今 

仍以病毒分离最敏感可靠，但费时间长，分离后的鉴定较复杂，不能达到早 期 快 速 诊 

断。通过特异性抗体包括单克隆和多克隆抗体检测临床祥本接种敏感细胞后病毒装配前 

合成的多种蛋 白质抗原，可于短期内作出诊断，本文介绍的这种融短期细胞培养和免疫 

荧光反应于一体的检测法具有早期快速，特异敏感的特性，重复性良好，操作较简单， 

适宜于一般实验室推广应用。 

实验结果表明，单克隆抗体应用效果远较 HCMV IgG剐性曲清好，主要优 点 是 时 

间早，多克隆抗体也有其好处，因可能含有 HCMV晚期或早期等蛋 白抗原的抗体其敏感 

性较高， 但 缺 点 在于其中可能会混有疱疹病毒属其它成拭的抗体或交叉抗体以及抗核 

抗体，此外，疱疹病毒属病毒可使感染的细胞表达出人 IgG Fc受体 (感染后 36小时 

出现，76小时达高峰，持续 6天 )，此受体可与人 IgG结合，上述三种漪况均可导致嘏 

阳性出现，影响多克隆抗体间接免疫荧光的特异性，分析结果时应特别注蒽 采取的列 

策是每次均设叭 剥照，筛选好阴、 洼血清， 此外， 采用婴幼儿 HCMV lgG 性血 

清可减少但阳性的出现 (实验室观察到的现象，来发丧资料 )。 

应用抗即刻早期蛋 白的McAb或抗早期蛋白的混台McAb。可更早地判断出HCMV在 
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细胞中的增殖【‘】。 

HCMV接种细胞后用 blcAb-20k可在 24~96小时检测出蛋白抗原，时间的迟早 与 

病毒量有关，量越低，时间越长．用多克隆抗体则在3～ 9天测出特异荧光。考虑到成 

人尿液中每毫升带毒量很少，结台文献报道，我们选择按种48d',时和 6天取出飞片检测 

HCMV抗原，结果表明此时问较合适。 

采用 MeAb IIFA能在一周内确定有无HCMV摇动性感染，对 于器官移植后的HCMV 

感染的早期快速诊断具有十分重要的意义，为』临床治疗原则的选择提供了重要依据。 
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Detection of the Antigen of Human CytOmegaIOvirus 

Isolates in Cell Culture by Indirect Immunofluorescent 

Assay Using Monoclonal Antibody 

Duan Yan—ping Chen Xiu—zhu W u Yuan—ming 

(Deparlment of M icrobiology，Tongii Medical University，Wuhon 430030) 

f’W uhan 1Itstil o，Viro c0￡y，Academ{a Sinic口，W “han 4 30071) 

Two indirect immunofluorescent assays(IIFA )， using a monoclonal anti— 

body directed against protein antigen(McAb一20k)and specific positive sera of 

human cytom g l0virus(HCMV)respectively， were applied for the rapid dete— 

cti0n of the virus from fifty Urine specimens(28 cases)inoculated onto human 

em bryonic fibroblast． By the former procedure 9 of 28 cases Were positive at 48 

hours postinfection and all of them developed cytopatbic effect； by the latter 11 

wer positive at 6 days postinfection and only 10 c~5es developed recognizable 
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eytopathic effect． Comparing with the conventional cell culture in which 11 of 

28 oases produced the cytomeg-lovï 8 ~ytopsthic effeet at a mean of 29-days 

after inoculation。 the seusitivlty wa8 81．8 and 90．9 respectively， the spa— 

eificity was 100 and ．12，‘ respectively， and the coincidentity WaS both 

92．9 ． 

so， both procedures were effective， rapid， sensitive and specific． Using ‘ 

the MoAb-20k could make a very early diagnosis and have significant practical 

value． But if there i日 no M eAh， speciflca] positive 8eYa could he suhstltuted． 
。 

Key w ordsl Human cytomeg&lcvirus Antigen Monoclonal antigen 

Indirect imm unof]uoreseent assay 
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