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猪 瘟 荧 光 抗 体 的 制 造 和

在 人 工 感 染 猪瘟 病 例 的应 用

李东成 肖俊杰 赵余放 寇改霞

(西北农学院畜收兽医系 )

摘 要

制成了高质量的猪瘟荧光抗休
。

用该荧光抗体的 1 28 倍稀释液
,

对猪瘟强毒人工感

染猪扁桃体冰冻切片进行染色
,

隐窝上皮细胞胞浆内可出现特异性荧光
。

用32 倍稀释液

对猪瘟强毒人工感染猪的扁桃体
、

脾脏
、

淋巴结
、

腮腺
、

胰腺
、

肝脏
、

肾脏冰冻切片染

色
,

可出现明亮的特异性荧光细胞
,

此种特异性荧光可被猪瘟阳性血清抑制
,

但不能被

阴性血清抑制
。

该荧光抗休不能使健康猪
、

冻死猪和传染性胃肠炎病猪的同种组织冰冻

切片出现特异性荧光细胞
。

猪瘟的诊断至今仍是科学家们研究的一个课题
。

虽然现在 已有许多诊断方法
,

但这

些方法或者 因为需要较精密的实验室 设备和熟练的技术
,

或者因为得出诊断结果需要较

长的时日
,

因而限制了这些方法的应用
,

尤其是近年非典型猪瘟病例
,

在有些国家内日

渐增多
,

即使是最精确的病毒分离技术
,

对于这类病例也难免会得出错误的结果
。

用免疫荧光法诊断猪瘟
,

具有快速
、

灵敏
、

准确而且检出率高等优点
,

因此
,

现在

日本
、

美国
、

法国
、

丹麦等许多国家已广泛应用该法诊断猪瘟
。

国内有许多 单位从事猪

瘟荧光抗体制造的研究
,

但研制成功并得到令人信服的结果者不多
。

我们从 1 9 7 8年起开始进行猪瘟免
.

疫荧光的研究
,

现在已获得了令人满 意的初步结 果

在猪瘟人工感染猪的检验方面做了较为系统的研究
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

猪瘟种毒

猪瘟强毒系由中央兽医生物药品监察所取回的石门系强毒 冻干毒
,

将其接种给确证

未接种过猪瘟疫苗的健康幼啥进行复壮
。

接种后经过7 2 小时左右
,

休温升高 1
.

5 ℃左右)

高热稽留48 小时 以上
,

待体温开始下降时
,

直接以灭菌注射器从心脏采血
,

经 脱 纤 处

理后
,

置 一 20 ℃冰箱保存
,

此为血毒
。

另外
,

以无菌手术切开腹腔
,

采取脾脏 (其边缘

有明显的出血性梗死 )
,

置40 %甘油缓冲盐水中
,

也放入 一 20 ℃ 冰箱保存备用
,

此为脾
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毒
。

2
.

猪瘟高免血清的制备

选未注射过任何疫苗
,

体重在 1 00 市斤左右的健康杂种阉猪两头
,

体温
、

食欲皆无异常
,

遂开始免疫
,

免疫程序见下表
:

1 9 8 0年

隔离观察 7 夭
,

注射材料和每头注射量

注身/ 途·

⋯
·注隔间

结瘟免化弱毒脾淋毒
1 : 1 0 0稀释液 Zm l

肌肉 基础免疫

1 0 日 猪瘟兔化弱毒脾淋毒

1 : 1 0 0稀释液 1 0 m l

肌肉 强化基础免疫

1 0 口 猪瘟强毒 (血毒 )

1 0 0 m l

第一次强毒攻击

1 0 日 猪瘟强毒 ( 血毒 )

2 0 0 m l

分 点皮下

注射

皮下
、

肌

肉
、

腹腔

皮下
、

静

脉

第二次强毒攻击

1 0 日 绪瘟强毒 (血毒 )

3 5 0m l

第三次强毒攻击
,

其中
一头猪差血毒 50 m l

,

故
以脾毒 1g 作成 1 ,

50 稀
释液皮下注射代替

川二川山州

1 0 日 皮下 第四次强毒猪瘟 攻击强毒 (脾毒 ) 5 9,

作 l : 2 0稀释

最后一次强毒攻击后
,

间隔 15 天
,

进行颈动脉放血
,

分离血清备用
。

3
.

荧光抗体的制备

取猪瘟高免血清 5 0 m l
,

向其中加入 o
.

o iM , p H 7
.

4 p B S so m l
,

在不断搅拌的情

祝下
,

缓慢加入饱和硫酸钦溶液 25 耐
,

使成 20 %饱和
,

然后经 4 0 0 0 转/ 分离心
,

弃去

沉淀 (纤维蛋白 )
,

向上清液 中再补加饱和硫酸馁溶液 7 5 m l
,

使成 50 %饱和
,

继续在

电磁搅拌器上搅拌 3 一 4 分钟后
, 4 0 0。转 /分离心 20 分钟

,

弃去上清液 (中有白蛋白)
,

将沉淀用 O
.

01 M
, p H 7

.

4 PB S稀释至 50 川
,

再加饱和硫酸钱溶液 25 m l
,

使成 33 % 饱

和
,

经 7 0 0 0 转/分离心 20 分钟
,

弃去上清 ( 中有伪球蛋白 )
。

后一过程重复 3 次
。

最

后加少量 o
.

o i M , p H 7
.

4 p B S将沉淀物溶解
,

装入透析袋中
,

在 o
.

o iM
, p H 7

.

4 p B S 中
,

4 ℃环境下透析过夜 ( 中问换液数次 )
,

通过葡聚糖凝胶 G 50
,

除去盐离子
,

收集蛋白

液
,

用弗林氏法测定蛋 白含量
。

用 o
.

SM , p H g
.

5 碳酸缓冲液调至每毫升含蛋 白 20 毫克

左右
, p H 在 9

.

0一 9
.

5之问
。

按蛋白含量的 1 / 8 0 称取异硫氰酸荧光素 (FI T C
,

美 国

Si g m a )
,

溶解于少量 0
.

SM
,

。H 9
.

5碳酸缓冲液 巾
,

并在电磁搅拌下逐滴加入上述 已 调

好的蛋 白液中 (边加边测定 p H ,

使其 p H 维持在 9
.

0 以上 )
。

室温 ( 10 一12 ℃ ) 搅拌结

合 2 小时
,

然后立即通过葡聚糖凝胶G 50 柱
,

去除游离的荧光素
。

收集荧光抗 体
,

分

装
, 一 20 ℃保存备用

。
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4
.

标木片的制备

( l ) 猪瘟强毒感染猪新鲜病料标本片

先用猪瘟强毒感染未接种过猪瘟疫苗的健康幼猪n 头
,

除两头系在死后取料外
,

其

余 g 头分别在感染后 4 一 10 天 ( 即休温升高后的 1 一 5 天 ) 扑杀
,

采取其 扁 桃 体
、

脾

脏
、

领下淋巴结
、

腮腺
、

胰腺和
’

{看脏
,

放入普通冰箱内
,

于 l 一 2 日内按常规方法用半

导体冷冻切片机制成 5 一 8 微米厚的切片
,

立即用电扇吹干
,

冷丙酮 一 20 ℃下 固定15 分

钟
,

取 出风干
,

进行染色
,

或用塑料袋密封
,

置 一 20 ℃ 冰箱中保存备用
。

该n 头猪的扑

杀取材时间见下表
:

猪 号
采取检验样品的时间 (天 )

感 染 后 {休 温 上 升 后
备

扑杀后
,

病料和切片在普通冰箱内保
存两个 月以上

扑杀

自行死亡

自行死亡

一只�叮‘

1工32
.

41勺not才
�衬�O曰n�1一

,1Jl

( 2 ) 猪瘟强毒感染猪陈 旧病料标本片

将部分猪瘟强毒感染猪的扁桃体分别置于 1 4 ℃和普通 冰箱内
,

前者于 3 天后
,

后者

于两个月后制成冰冻 切片
。

( 3 ) 健康猪组织标本片

取健猪 5 头
,

扑杀后
,

按猪瘟强毒感染猪采取病料的方法采取同种样品
,

制成冰冻

切片
。

( 4 ) 自然冻死猪组织标本片

自然冻死猪 1 头
,

采取材料和制片方法同上
。

( 5 ) 传染性胃肠炎病料标本片

传染性胃肠炎人工感染猪 3 头
,

采取材料和制片方法同上
。

5
。

染 色
、

观察
、

判定

( l ) 染 色

—
将猪瘟荧光抗体用 0

.

01 M
, p H S

.

O PB S 稀释 4 一1 28 倍
,

滴加在固

定过的各种标本片上
,

置入 37 ℃水浴箱内染色30 分钟
,

取出后立即用 0
.

01 M , r H S
.

0 P B s

反复测洗 3 次
,

然后滴加0 . 1%伊文思兰
,

作用 2 一 3 秒后
,

立即用上述缓冲浪 侧 洗
,
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甩去多余的缓冲液
,

然后用 9 : 1 缓冲甘油封裱
,

即可观寨
。

将猪瘟强毒感染猪病料标木片
,

以猪瘟高免血清作一步法抑制 试验
,

即向 1 滴猪瘟

荧光抗体中加入猪瘟阳性 血
_

清11 滴
, o

.

01 M , p H S
.

o PB S20 滴
,

混和后
,

用其染标本片

30 分钟
,

然后按上述办法用伊文思兰复染
,

封裱观察
。

( 2 ) 观察

—
用 R e

ic h
e r t 大型研究显微镜

,

加 F IT C滤片
,

透射光观察
。

也 曾用

国产 ( 浑江 ) 光源配以普通生物显微镜进行过观察
。

( 3 ) 结果判定

—
按照荧光亮度分为以下 5 个等级

:

+ + + + 很强的苹果绿色荧光

+ + + 较强的苹果绿色荧光

+ + 亮苹果绿色荧光

+ 稍弱的苹果绿色荧光

一 无特异性荧光细胞

二
、

结 果

1
.

猪瘟强毒人工感染猪各种组织标本片染色结果

从猪瘟强毒感染猪 ( 包括感染后不同时期扑杀的和 自行死亡的 ) 采取的 7 种材料制

备的冰冻切片
,

用 4 一 12 8 倍稀释的猪瘟荧光抗休染色后
,

均可看到一定的细胞胞 浆 内

出现苹果绿色荧光
,

不 过 8 倍以下非特异性荧光较强
, 6 4倍以上荧光亮度较弱

,

遂确定

工作浓度为 32 倍稀释
。

各种组织标本片染色结果如下
:

( l ) 扁桃体 ( 包括新鲜组织切片
, 1 4℃放置 3 天后制成的切片

,

在普通冰箱内保

存 2 个月以上的组织制成的切片以及在普通冰箱内保存 2 个 月以上的组织切片 )

—
隐

窝上皮细胞 + + + 一 + + 十 + ,

但荧光细胞多 少不一
,

多者环绕隐窝的上皮细胞大多发

亮
,

形成一个苹果绿色亮带将隐窝包团
,

甚至上皮下的淋巴样细胞也出现了稍弱的特异

性荧光
;
少者

,

只有部分隐窝上皮细胞出现荧光
。

未着染的细胞呈现红色
。

用国产荧光

光源配以普通生物显微镜观察时
,

隐窝上皮细胞荧光亮度较弱
,

但因背景晦暗
,

荧光细

胞仍清晰可辨 (见照片 l )
。

( 2 ) 脾脏

—
脾小体中心细胞 + + + 一 + + + + ,

外围细胞 + + ~ + + + ,

红髓

区也可见到散在的荧光细 Jlta + 干 ~ + + + ( 见照片 2 )
。

( 3 ) 淋巴结—
一

淋巴小结内细胞与脾小体细胞的着染情况相同 ( 见照片 3 )
。

( 4 ) 腮腺
—

腮腺腺泡 ( 末房 ) 细胞 + 十 一 + + + ,

有时为少数细胞发亮
,

尤以

分泌管和排泄管周围的腺lJta
,

此种荧光细胞多见 (见照片 理 )
。

( 5 ) 胰腺

—
胰 岛细胞有成堆的细胞 (有时为整个胰岛的细胞 ) 有 荧 光 + + 一

十 + + ,

有时叶问结缔组织周围也有许多极亮的荧光细胞 + + 十 ~ + 十 + + (见 照 片

5 )
。

( 6 ) 肝脏

—
窦隙内枯否氏细胞 + + ,

肝小叶下
、

小叶间亦可看到荧光细胞 十 十

~ + + 十 (见照片 6 )
。

‘ 一

( 7 ) 肾脏
—

肾小球内细胞 + 十 十 ,

肾小管外围也可见到散在的荧光细胞 + 十 十
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( 见照片 7 )
。

2
。

猪瘟强毒感染猪的 7 种病料组织 切片
,

经用猪瘟阳性血清一步抑制处理后
,

均

可使苹果绿色荧光消失
。

但用阴性血清处理
,

不能抑制荧光
。

3
.

健康猪
、

因冻死亡的猪以及胃肠炎病猪的各种组织 切片不出现荧光
。

4
.

证 明自制的猪瘟荧光抗体为一 种特异性很强的制品
,

将 其稀释至 1 28 倍仍可出

现特异性荧光
。

5
.

根据实验室 目前 对病料的 险验速度估计
,

从收到病料算起
,

可在 2 小时内得出

可靠的结果
,

从而可以说明用猪瘟荧光抗体诊断猪瘟是一种准确性高
、

操作简便的快速

诊断方法
。

三
、

几 点 体 会

1
.

初步体会到制造猪瘟荧光抗体成败的关键主要有两个方面
。

第一
,

所用的猪瘟

高免血清效价很高时
,

才能制出高质量的猪瘟荧光抗体
。

按照我们的免疫程序所免疫的

两头猪的血清
,

都能制出比较理想的猪瘟荧光抗体
。

第二
,

所用的异硫氰酸荧光素质量

要高
,

贮存时间不 能过长
。

开始我们用的是英国 B D H 和上海军医大学朝阳制药厂 生 产

的过期荧光素
,

尽管在制造方法上作过许多探索
,

花了很长时间均未成功
; 后来改用沈

阳药学院生产的荧光素
,

但该批荧光素未注明批 号不l
一

l制造 日期
,

一

也未能制成猪瘟荧光抗

体
。

最后采用美国新生产的荧光素
,

虽在制造荧光抗体的方法上并未作太大改变
,

但一

举而制造成功
。

这两个方面究竟哪一个更为重要
,

有待于进一步试验
,

才能得出结论
。

2
。

据有关材料介绍
,

被俭材料的新鲜程度与荧光 出现的强弱和检出率都有密切的

关系
,

冷藏和室温保存的材料 以冷藏检出率高
。

如果被检材料不新鲜或未冷藏保存
,

用

猪瘟荧光抗体进行诊断
,

将会使部分猪瘟病猪得不出正确的诊断结论
,

这就使猪瘟荧光

抗体的应用受到了限制
。

但用我们所制的猪瘟荧光抗体对从猪瘟病猪采取
,

并在 14 ℃ 保

存了三天的扁桃体制成的冰冻 切片进 行染 色
,

仍能出现明亮的特异性荧光
。

这一方面说

明我们听制造 的猪瘟荧光抗体是一种质量较高的荧光抗体制品
,

另一方面说明提高了猪

瘟荧光抗体的质量 以后
,

对于病料保存寄送的条件
,

要求并不十分苛刻
。

我们没想
,

如

果地区兽医诊断室配备有猪瘟荧光抗体
,

该地区所属各县如果发生了猪瘟
,

按 当前我国

的交通条件
,

在县上用冰瓶装扁桃体送往地区检验
,

还不至出现材料 保藏不 当造成无法

检验的结果
。
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