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录病毒科慢病毒亚科的成员[ 。目前回外对本病的研究 ．特别是有关诊断方面的报道甚多 阎， 

而我囤对 OPP的研究尚处于起步阶段。本文旨在应用制备的 OPP荧光抗体 ·按问接免疫荧光 

法(问接 A)米检测 OPPV感染绵羊胎肺细胞岳的变化情况，为进一步阐明OPPV及其它慢病 

毒的感染机理提供依据。 

材料和方法 

1 捕毒与阳性血清 

OPPV(WLC-1株系菱国华盛顿州直大学惠赠)在绵 胎肺细胞一匕进行增殖．OPP阳性血清系中国农业科 

学院暗尔滨兽l蔓研究所提供。 

2 荧光抗体的制备 

2．1 健康绵 血清I蜩 的提取 接义献[“ 分别进行绵 血清1 的 提与层析法提纯． 

2．2 免抗绵 1 的制备 按相义华等 法[‘ 制备免抗绵 1gG．其提取方诸与绵羊 lsG的提取方法相同． 

2．3 必光抗 的标记 在内含磁力搅拌捧的三角烧瓶 I，，加入 12ml兔抗绵羊IgO(S0mz／rn1)硬 19·q5吡 生理 

盐水．置 4℃冰箱l 缓慢搅抖．加入 2n 0．1mol／LI)H9．5碳酸盐缓冲液。再用2．05ml仉la~ol／LpH9·5碳酸盐缓 

冲液浩解异硫能酸荧光索(FITC．E Merck，Darnxstadt)．并将溶解的F1TC．滴入三角烧瓶内·d℃缓慢搅拌 6小 

时，取出过 SephadcxG．5O柱．浓缩后再过DEAE-52柱 ，收集并浓缩 ·经蛋白折射仪测定其浓度为 19am／~(t．a 

上，置-20℃冰箱·II备用。 

3 间接 IFA试验程序 

1 抗原标4_=的制备 收集OPPV接种绵节胎肺细胞后不同时间的培养物飞片及来接毒培养物飞片·用0·。1 

mol／L pH7．4 PBS冲洗，畋干 ． 酮同定 5分钟后备用． 

3．2 染色及镜硷 将 6倍倚释的OPP阳性血清滴加在抗原标半片和对照标车片上 ，置湿盅内于 37℃孵育 ●5 

分钟。取出用 0 J nlul／L pH7．●P鹤 冲洗j次．每次15分钟．再用6倍倚稃的必光抗体(RTC标记的兔抗绵羊 

I )和少量牛ILB200滴加于标车片卜．X置湿盘内37℃孵育15分钟，冲洗方法同前，并用缓冲甘油0份甘油 

+1份 PSS)封片，荧光显微镜观察． 
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结果与讨论 

l 荧光抗体的制备 

免抗绵羊 Ig0荧光索结合翱经一系列纯化并测定其蛋白浓度约为 Omg／m[，F／P比值为 

1．7，符台试验标准 

2 OPPV接种绵羊胎肺细胞后不同时间的检测 

本试验采用叫接IFA跟踪了OPPV接种绵羊胎肺细胞后的变化情况。共选择了接毒后 24 

小 时内每 隔 2小时、2天、3天 、4天、5天 、6夭 、7夭 、8天和 9天的病毒细胞培养物飞片以及 

未接毒对照细胞飞片。结果表明来接毒对照细胞不呈现荧光反应(图 1A)；OPPV接种绵羊胎 

肺细胞 18小时内来出现特异性荧光反应 ，说明OPPV侵入细胞之前已经脱去衣壳或侵入细胞 

后很快脱去衣壳 ；而接毒后 18小时开始出现荧光反应，且大部分存在于核膜上 ．可能系OPPV 

的 eDNA整合于宿主细胞 DNA上 ，并在棱糖体上出其 mRNA转译成病毒结构蛋白；20小时除 

在核膜上出现荧光外 ．在其胞浆中亦出现少量荧光 ，说明病毒结构蛋白已在胞浆中表达 ；以后 

荧光反应逐渐增强 ．6天的荧光反应强度达到高峰 ，且胞膜上亦出现荧光反应(图 IB)；7天后 

大部分感染细胞的荧光反应逐渐减弱。 

圈 Ĵ l来接毒绵羊腑肺 胞培养物不呈琨荧光厄直(10~20) 

Fi51^ T n ㈨  l 岍 Ⅵ r whcn sheepfocuS．1uI 刚 t u瞄 were呲 u、蛐 I甜 时 OPpV (1OX2O 

tin1删) 

图 J B OPPV接 一埔革腑肺细胞后 6天的荧光反应达到高峰 (20X20) 

F JB TbL u。s of 1heⅡuu～  ￡ lml_reached n hish peak in 6 days p I focI l_(20X20 t~．nu：s) 
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The Preparation of the Fluorescence Antibody of Ovine 

Progressive Pneumonia Virus and th e Detection of th e 

CellInfec ted by th e Virus 

Ding Enyu X iang W cnhua 
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The changes of sheep foeCnl lung cells infected by Ovlne Progresxive Pneumonia Virus(OPPV) 

were observed by indirect[nmmnofluorcscencc assay(WA)and with the p 删 f1u叫 ence anti- 

body of OPPV．The result indicated tlIat[he fluore~eancc reaction initially appeared in 18 hours posti~ 

fcc~on．The degree of the fluorescence reaction reached a high peak in 6 days postinfec tion and bse 

qucntly decreased． 
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