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应用免疫金电镜技术鉴定动物病毒方法 

的探讨 

李 成 谷守林 郝桂玉 姜绍德 张 坦 

(中国农科院哈尔辞瞥韪 究所，靖尔搂150001) 

提 婆 

本文提出了一种改进的免疫金电镜技术，即，离心法，快速鉴定动物病毒 发 现 了 

离心 法比掘台法和滴附法较为理想，非特异性反应较小，灵敏度高，可傲为常规快 速 鉴 

定动物病毒方法。 

关量饲：免疫金 电镜技术 轮状病毒 细小病毒 

应用电镜技术直接对临床样品或细胞培养材料中动物病毒的捡出租鉴定 由于杂质 

的干扰，是比较困难的。当向样品中加入特异性抗体使形成抗原抗体复合物时，电镜下 

较吝易观察到目的物，坦由于较难掌握合适的抗原、抗体结合浓度，有时得不到满意结 

果，为提高一般免疫电镜对病毒检测的特异往和敏感性，国内外已常用胶体金免疫电镜 

方浩“ )，但如果制样方浩不当，往往出现非特异性反应，邵非病毒粒子或非抗原物质 

上也附着垒颗粒。为了消除此种现象，本试验利用猪轮状病毒和豫细小病毒进行了多次比 

较试验，认为离心法效果满意，介绍如下。 

本试验应用的材料为含轮状病毒 的措腹泻粪便，兔抗猪轮状病毒高免血清(由王玉春 

副研究员惠赠)；接种猪细小病毒的猪胎仔猪肾细胞培养物及猪细小病毒高免血清(由王 

润芝副研究惠赠 )；葡萄球菌蛋 白A包被的胶体金悬液(PAG)，粒径约 5 Ilm(自制) 。 

本试验应厍三种方怯。 方法 1(灌台法)， 转检样品、特异性高兜血清 PAG各 

5 0 I混台， 置37℃温箱中作用 1小时，再置 4℃冰箱中过夜 (有 时可省此步骤 )，作 

用后 的混台液滴附在蜡盘上，把碳一福尔马膜铜网，膜面向下放在液滴上，1分钟后取下 

铜阿，用蟪纸吸去多余液，pH6．5 2 磷钨酸液染色后，电镜检 查，方法 2(滴附法)， 

(1)将1 0 j病毒液滴附在蜡盘上， 把碳～福尔马膜铜网膜面向下置于液滴 上， 约 1 

分钟后用滤纸吸去多余病毒泼， (2 )10／11高免血清 (1：10 x)滴附在蜡盘上，把带病 

毒液的铜同置于该液滴上，置37℃温箱中作用30分钟，用滤纸吸去多余的血清液，(3) 

用蒸溜水以液滴方式洗二次， (4)lo,al PAG滴附在蜡盘上， 再将经上述步骤处理的 

银网置于该浓滴上，约 1劣钊后，用眭瓤吸去多糸的 PAG液， (5)用蒸溜水以液滴 
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方式洗一次，然后用滤纸吸去多余液体， (6)用 pH6．52％磷钨酸负染 1分钟左右， 

滤纸吸干后镜检}方法 3(离心法)， (1)病毒液50#l和相应的高免血清 50 l混合， 

混匀， (2)置37℃温箱中作用 1小时， (s)蒸溜水以充满管的方式高速离心，速率 

为lO000r／m，离心30分钟，弃上清，目的是除去来结台的游离的抗原 或 抗体 成 分， 

(4)取其沉淀物， 用蒸溜水 lOO~1将其悬浮， (5)加 50 l PAG液混合， 混匀， 

(6)置37℃温箱中作用30分钟， (7)用蒸溜水以充满管的方式高速离心 30分钟， 

(8)弃上清，取其沉淀物，用 i00 l蒸溜水悬浮，负染后观察。 

1 胶体金标记的猪轮状病毒 2 胶体盘标记的猪细小病毒 
(放大 1 35．o00× ) 图 2：猪肾衬代细胞培养物上的细小疡毒-在细 

图 1：猪腹 汪粪便中 轮状病毒。在病毒粒子表 小病毒聚集件表面珏周围有许多的免疫盒颗粒· 

面，尤其是在破碎了的粒子表面有许多免 F g．2：Pam ⋯ir 。in the pig ki Y primaly 

疫盘颗粒 (粗箭头 )绍箭头指的是带有一 ceI1 cult~r ．M y mmⅡ 。g。l gm  I 

匿金颗粒的病毒粒子 。D th rf。 。 aad in pe rip 。 y 。 t血。 
Fig．1 1 Rotav J r~sC s in fae⋯ I amP【e of a agg r gato of P m  i ’ p ti。I 。 

d iarrh0earle pig． M aay immu~ogold 

g r am~le e 0n the Vi⋯ partieles· 

e pe~ially 。Ⅱ th rf H c ea 0f th。 

h k n P日rticl 日(thi㈣k ro-)． 

本试验得出，应用方法三所制备的免疫金样品，经电镜观察发现了在单个病毒粒子 

或集堆的病毒粒子表面和周围有许多金颗粒附着，金颗粒呈现出非常强的反差，在被金颗 

粒围绕的结构，清楚地表 明了是病毒粒子或抗 原 物 质 (图 1— 2)a从 图 1中可 以观 

察到破碎的病毒粒子表面附有大量的金颗粒，这说明病毒破碎后 ， 表 现 出 较 强 抗 原 

性。 

应用方法 2和方法 1所静：备的样品，经电镜观察，发现存在一定非特异性反应，也 

就是在非病毒结构或碳一福尔马膜空白处两样发现了一定量的金颗粒。不过方法二 比 方 

法一的非特异性反应较小些。 

以上结粜，我们认为方法 3所制备的样品特异性比较高，也就是说应该标记金颗粒 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

毒学杂志 1．1990 
V．T。Iogtea 8iatea 

113 

的地方都有金颗粒附着，不应该标记的地方基本看不到金颗粒存在。方法 3是通过两次 

高速离心的方法去掉多余的反应物。第一次高速离心是除去抗原抗体结合后，没有参与 

形成复合物而过剩的抗原或抗体物质，因为这些过藕的抗原或抗体如果游离在样品中，当 

加入 PAG时，同样也会与其反应，产生非常特异性标记。通过每分钟 1万转离心，只能 

把抗原抗体复合物离心下来，而游离的抗原或抗体一般沉淀不下来的，仍存在于上清液 

中被弃掉。第二次高速离心是除去多余的 PAG，因为没有参与形成复合物的 PAG混在 

样品中也会产生非特殊性反应，铜网膜对一切蛋白质都有一定吸附能力，如果制备后的 

样品中，既没有游离抗原或抗体，也没有游离的PAG，全都是特异性结合的抗原抗体 
- PAG结合物，就不会担心有其他非特异性物质干扰。 

方法 2比方法 1非特异性反应小，这是因为方法 2在操作中也有两次用蒸溜水洗， 

洗去过剩的反应物，但不会全部洗掉，因为铜网膜对这些物质还有一定的吸附力，只能是 

洗掉一部分而已，方法1，是把所有的反应物统统放在一起，因各反应物合适的反应量很 

难掌握，所以就较容易出现某一反应物不 足或过剩，这是产生非特异性反应的主要因素。 
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S tkdy on tke Vetl~eds for Rapid Identification of 

Animal Viruses by Immunogold Electon Microscopy 

Li Cheng 

(Harbin Veterinary Research Institute-Chinese Academy oi 

Agricultura~Sciences，Ha erbin 1 50001) 

This paper presents a developed immunogold electron microscopic technique， 

i．e． the centrifugal m ethod for rapid identifcation of animal viruses． The cen— 

trifugal method was found to be nlore satisfactory than the mixing and drop 

methods with less nonspecific reactions and high sensitivity for routine rapid 

identifieation of anim al viruses． 
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