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"摘要#

!

目的
!

探讨制备高效价兔抗伤寒杆菌免疫血清的方法%方法
!

对家兔分组!采用短程免疫法!用伤寒

杆菌,

X

-和,

H

-诊断菌液作为抗原!分别小剂量连续多次接种后!收集兔免疫血清!利用玻片凝集实验&试管凝集实

验和间接凝集实验!测定血清中抗体的效价%结果
!

家兔在全程免疫后产生了高效价抗体!效价分别达到了阳性!

!h!"(&

&

!h')&

%结论
!

用伤寒杆菌免疫家兔!制备的免疫血清在短时间内可以获得高效价的抗血清!适用于免

疫学检验本科实验教学%

"关键词#

!

伤寒杆菌#

!

免疫血清#

!

制备#

!

效价#

!

免疫学检验#

!

教学
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伤寒杆菌属沙门菌属#为革兰阴性杆菌#呈两端钝圆的短

杆菌#无芽胞和荚膜#体周布满鞭毛#伤寒杆菌的+

X

,)+

H

,抗原

常用于临床诊断和实验室分型鉴定的抗原#+

X

,抗原为细菌壁

脂多糖#是性质稳定的菌体抗原#耐热#+

H

,抗原属鞭毛蛋白

质#对热不稳定#为鞭毛抗原#可经甲醛固定#利用上述特征将

制备好的+

X

,和+

H

,抗原#分别免疫健康家兔#家兔体内可产

生高效价的抗+

X

,和抗+

H

,血清*随后将这些抗血清应用于

例如凝集反应)肥达反应等1临床免疫学与检验2实验教学中*

动物免疫血清是一项常用的免疫学实验技术#也是作者在医学

教学中经常要用到的试剂*但目前市场上购买到的伤寒抗血

清价格昂贵#效价也不高#因此为了节约经费#使用方便#提高

实验课的教学质量#多年来本实验室自制抗血清#以伤寒杆菌

+

X

,和+

H

,作为颗粒性抗原#在短时间内制备出了高效价的免

疫血清#实验效果较为理想*现报道如下*

$

!

材料与方法

$$$

!

仪器与试剂

$$$$$

!

实验动物
!

健康雄性家兔
!&

只#体质量
"

!

#P

E

#年龄

(

个月#无免疫接种史#做好标志#分笼饲养#随机分成
"

组#由

第四军医大学实验动物中心提供/

!

0

*

$$$$/

!

主要试剂
!

生理盐水#

[SOW

#伤寒沙门菌+

X

,)+

H

,诊

断菌液#用甲醛灭活的伤寒沙门菌制成#由宁波天润生物药业

有限公司生产#浓度为
%$&̂ !&

*

"

>Q

*

$$$$'

!

设备与器材
!

冰箱#离心机#恒温水浴箱#大剪刀#止血

钳#眼科手术剪#灭菌三角烧瓶#动脉导管#载玻片#兔解剖台#

试管#吸管#接种环#

"$+>Q

无菌注射器#酒精灯#

L

型微量反

应板等*

$$/

!

免疫抗原的制备

$$/$$

!

伤寒沙门菌
X

$

H

&诊断菌液
!

实验时#以无菌生理盐

水作
!h!&

稀释#使菌液浓度为
%$&^!&

(

"

>Q

#

)g

冰箱保存

备用/

"

0

*

$$/$/

!

",[SOW

悬液
!

取适量抗凝绵羊血置于离心管中#加

入适量生理盐水#每次
"&&&5

"

><3

离心
!&><3

#用吸管吸去上

清液#再加入
"

!

#

倍体积的生理盐水#用吸管反复吹打混匀#

如此反复洗涤
#

次#除去血浆蛋白*最后
!

次弃上清后#取红

细胞压积#用生理盐水配成
"^!&

(

"

>Q

$

",

&

[SOW

悬液#置

)g

的冰箱备用*

$$/$'

!

致敏
[SOW

的制备
!

取
",[SOW

悬液与等量
!h!&

伤寒沙门菌
X

$

H

&菌液混合#置
#%g

水浴
"9

#其间应该每隔

!+><3

摇动
!

次#取出后离心#弃上清液#用生理盐水洗涤
#

次#最后用生理盐水配成
",

的致敏
[SOW

悬液*

$$'

!

免疫途径和程序/

#/+

0

!

选择
"

!

#P

E

健康家兔
!&

只#耳

静脉抽血少许分离血清#检测有无与伤寒杆菌相关的凝集素%

-

!''"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(
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将家兔分成
"

组#分别用伤寒杆菌+

X

,和+

H

,抗原进行免疫注

射#每组各
+

只进行免疫#

"

组免疫注射程序相同#具体免疫程

序见表
!

*

表
!

!

伤寒杆菌)

X

*和)

H

*抗原免疫家兔程序

次序
日期

$

-

&

抗原剂量

$

>Q

&

免疫部位及途径 免疫原类型

!

第
!

天
&$+

背部皮内多点注射 伤寒沙门菌+

X

,或+

H

,抗原

"

第
+

天
!$&

背部皮内多点注射 伤寒沙门菌+

X

,或+

H

,抗原

#

第
*

天
!$+

耳缘静脉注射 伤寒沙门菌+

X

,或+

H

,抗原

)

第
!#

天
"$&

耳缘静脉注射 伤寒沙门菌+

X

,或+

H

,抗原

+

第
!(

天
_

试血
_

!!

注!

_

表示无数据*

$$1

!

试血
!

在末次免疫后第
+

天试血#用无菌注射器在家兔

耳缘静脉采血
!>Q

#分离血清#

#%g

温育
!9

#

#&&&5

"

><3

离

心
"&><3

#吸取上清液置于
G

管中#初步测定采用试管凝集实

验测定抗血清效价大于
!h#"&

时#即可收获血清#若效价不理

想#可再注射抗原#再试血#直至达到要求*

$$2

!

采集免疫血清/

'

0

!

称兔子体质量#以
#,

浓度的戊巴比

妥钠溶液#按
#&>

E

"

P

E

进行耳缘静脉推注麻醉#应一边注射

一边注意观察兔子的眼睑反射)瞳孔和呼吸的变化#麻醉好后

将家兔仰卧位#四肢固定于兔解剖台上#使其头部略低#以充分

暴露颈部#剃毛并消毒皮肤*沿颈部中线用手术刀切开皮肤约

!&;>

#分离皮下结缔组织#暴露出肌层#用刀柄轻轻分离#暴露

颈总动脉#选择血管中段#远心端用细线结扎#近心端用动脉夹

夹住动脉#注意勿损伤血管#用眼科小剪刀在近心端动脉壁上

剪一+

A

,形缺口#将事先用肝素浸泡的无菌动脉导管一端插入

近心端动脉中并用丝线固定#动脉导管另一端放入灭菌三角烧

瓶中#然后缓缓松开动脉夹#血液很快射入到灭菌三角烧瓶中#

"$+P

E

家兔可放血
(&

!

!&&>Q

*将三角烧瓶中的血液置于

#%g

水浴箱中#并做好标志#

!9

后置于冰箱
)g

过夜#待血

块自然收缩后分离血清#分装冻存#保存备用*

$$)

!

检测兔免疫血清效价

$$)$$

!

玻片凝集实验
!

取洁净玻片
"

张#用记号笔分为
"

个

等分#在玻片的左上角分别标明+

!

,和+

"

,*于上述两玻片的左

端用灭菌的接种环各加生理盐水
!

!

"

环#同样右端各加
!h

"&

伤寒沙门菌免疫血清
!

!

"

环#将接种环在酒精灯火焰上烧

灼灭菌#冷却后取少许伤寒杆菌菌液#先置于第
!

号玻片左端

与生理盐水混匀#再取同种细菌加至第
!

号玻片右端与伤寒杆

菌免疫血清混匀#轻轻摇动玻片#

!

!

"><3

后观察结果*同

样#取大肠杆菌菌液加于第
"

号玻片两端*并与
!

号玻片比较

观察*

$$)$/

!

试管凝集实验测抗
X

$

H

&血清效价
!

取
*

支试管#依

次编号并做好标志*将待测抗血清进行系列倍比稀释后与一

定浓度的免疫用细菌菌液混匀#设生理盐水对照管#使抗原抗

体充分反应#肉眼观察每个试管的凝聚程度#以凝集出现

+

bb

,的最高稀释度为血清中抗体的凝集效价*见表
"

*

$$)$'

!

间接凝集实验
!

取
L

型微量反应孔
*

个#依次编号#

伤寒沙门菌的多糖抗原与
",

的绵羊红细胞混匀于
#%g

作用

下即为致敏红细胞#将待测血清用盐水作连续倍比稀释#同时

设生理盐水对照组#加入致敏
[SOW

悬液#充分混匀后置
#%g

水浴
"9

观察结果*见表
#

*

表
"

!

试管凝集操作程序

项目
! " # ) + ' % ( *

$对照&

生理盐水 $

>Q

&

&$* &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+

待测血清$

>Q

&

&$! &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+

弃去
&$+

血清稀释度
!h!& !h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& _

诊断
X

$

H

&菌液$

>Q

&

&$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+ &$+

最终稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

!!

注!摇匀后置
#%g

水浴
"

!

)9

#或室温过夜后观察结果*

_

表示无数据*

表
#

!

间接血凝实验操作程序

孔号
! " # ) + ' % ( *

$对照&

生理盐水$

>Q

&

"+ "+ "+ "+ "+ "+ "+ "+ "+

待测
!h!&X

$

H

&血清$

>Q

&

"+ "+ "+ "+ "+ "+ "+ "+

弃去
"+

血清稀释度
!h!& !h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& _

致敏
[SOW

$

>Q

&

"+ "+ "+ "+ "+ "+ "+ "+ "+

最终血清稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

!!

注!

_

表示无数据*

/

!

结
!!

果

/$$

!

玻片凝集实验测定血清效价结果
!

在充足光源黑色背景

上观察#可见
!

号载玻片右端液面会出现肉眼可见大小不等的

乳白色的凝集颗粒或凝集块#混合悬液由均匀浑浊变为澄清透

明#为凝集反应阳性$

b

&#说明制备的免疫血清与伤寒菌液抗

原发生特异性结合#第
!

号玻片的左端和第
"

号玻片的左)右

端生理盐水与菌液不发生凝集#反应后混合悬液仍呈均匀浑

浊#没有出现凝集现象为阴性$

_

&结果*

/$/

!

试管凝集测定血清效价结果
!

判断凝集实验结果#同样

需要有良好的光源和黑色的背景#应先观察盐水对照管#先不

振摇#管底沉淀物呈圆形)边缘整齐#轻轻摇动试管#细菌分散

呈均匀混浊#说明对照管无凝集现象*然后再分别观察各实验

-

"''"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(



管的凝集情况#并与对照管相比较*根据底部凝集物和凝集颗

粒的松软度)大小)均匀度等性状及上清液的混浊程度#凝集程

度通常以+

bbbb

,+

bbb

,+

bb

,+

b

,符号记录*伤寒沙

门菌+

X

,抗原凝集物呈颗粒状沉于管底#轻摇时不易散开#黏

于管底#+

H

,抗原凝集物呈絮状#疏松而大块地沉于管底#轻摇

易离散*本次制备的伤寒诊断抗血清试管凝集效价为
!h

!"(&

*见表
)

*

/$'

!

间接凝集实验测定血清效价结果
!

先观察生理盐水对照

孔#红细胞集中沉积孔底#呈一小圆点#边缘整齐#不发生凝集

为阴性*然后自第
!

孔开始观察孔内液体的浑浊程度及孔底

凝集块的大小*若红细胞凝集#则均匀分布于孔底周围#可根

据红细胞凝集程度判断阳性反应的强弱#以出现+

bb

,凝集的

最高稀释度为血清中抗体的凝集效价*本次制备的伤寒诊断

抗血清间接凝集效价为
!h')&

*见表
+

*

表
)

!

试管凝集测定血清效价结果

试管号
! " # ) + ' % ( *

最终稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

凝集程度
bbbb bbbb bbb bbb bb bb bb b _

!!

注!

_

表示无数据*

表
+

!

间接凝集测定血清效价结果

孔号
! " # ) + ' % ( *

最终稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

凝集程度
bbbb bbbb bbb bbb bb bb b b _

!!

注!

_

表示无数据*
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本次免疫血清的制备是一连续性)综合性)系统性实验#

本实验采用伤寒杆菌+

X

,和+

H

,标准菌液直接作为抗原免疫

家兔#方法操作简单#避免了抗原制备的繁杂程序#从实验结果

分析#本次制备的伤寒诊断免疫血清试管凝集效价为
!h

!"(&

#间接凝集效价为
!h')&

#本次实验获得的抗血清效价较

高#整个实验方案从免疫原的制备#动物的饲养#免疫程序的制

定与实施#动物的采血#一直到抗血清的鉴定)保存*在整个实

验过程中实验者既学习了自制抗血清的方法#又使实验者在理

论上可印证抗原刺激机体产生免疫应答的过程#对抗原)抗体

等抽象的概念得以直观理解#从实验角度包括了动物实验技

术)抗原的制备)凝集反应等重要的免疫学技术*同时还能充

分调动学习者的积极性和主动性#培养实验者分析问题和解决

问题的能力#增强实验者创新思维)动手能力及加强实验者的

团队协作能力/

%/(

0

*

'$/

!

将适当的颗粒性抗原物质$如细菌)红细胞等&反复多次

注射到动物体内#使之产生免疫应答#经过一段时间动物血清

中出现大量特异性抗体#这种含抗体的血清称为抗血清$或免

疫血清&*免疫血清是经过抗原免疫动物的血清#含有特异性

免疫球蛋白*它不仅在病原生物学)免疫学检验方面应用十分

广泛#而且是一种非常重要的生物制品#大量用于病原体诊断

与感染性疾病的紧急预防和治疗/

*

0

*

'$'

!

通过本次实验的设计及实验过程和结果来看#在
!

个月

内制备的兔抗伤寒免疫血清#具有免疫时间短#整个实验过程

操作简单易行#效价高#成本低#并将收集的抗血清作为诊断试

剂随后应用于凝集反应)肥达反应等免疫学检验实验教学中#

实验效果明显#达到了实验教学的要求#是高校免疫学检验教

学实验中制备免疫血清简便)实用的方法*
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