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应用微量细胞病变定量读数中和试验

对急性病毒性胃肠炎患儿 H R V

各血清型中和抗体的分析
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提 要 用微量细胞病变定量读数中和试验
,

以 H R V 血清 1
、

2
、

3
、

4 型的四个标准毒株为杭原
,

分

别检测了 1 9 8 7年广州地区 5 1例健康儿童和 30 例急性病毒性胃肠炎患儿的急性期及恢复期血清中扰 H R V 各

血清型中和抗体的水平
。

结果表明 30 例患儿中的23 例
,

其恢复期血清中的中和抗体比急性期有 4 倍以上的

增长
,

抗 H R V 血清 4 型者占 39
.

1%
,

抗 H R V 血清 3 型占30
.

4%
,

抗 H R V Z 型者 8
.

7%
,

杭 H R A I

型为 1了
.

4%
。

初步认为 1 9 8 7年广州地区流行的 H R V 型别以血清型 4 型为主
。

关傲询 人轮状病毒 ( H R V ) 微量细胞病变定量读数中和试验 H R V 一 R N A 电泳型

急性病毒性胃肠炎是世界范围内常见的流

行性疾病
` ” ,

目前已知人轮状病毒 ( H R v ) 是

引起急性病毒性胃肠 炎 最 重要 的 病 源 体之

一 〔 2 ’ 3 ’ 。

H R v 的易感人群是婴幼儿
,

该病在我

国的流行颇为广泛和严重
。

为此
,

从 优 生 优

育
,

保障婴幼儿健康的角度而 言
,

积 极 展 开

对 H R V 的流行监测和防治
,

将甚为重要
。

病人急性期粪便中H R V 一R N A电泳型进行了分

析
。

此外还调查了 H R v 流行季节前 51 名健康

婴幼儿血清中各血清型 H R V 的中 和 抗体水

平
,

其目的希望对广州地区 H R V 各血清型的

流行规律
、

型别更替的情况有进一步的了解
。

轮状病毒 ( R v )其组抗原 可 分为 A
、

B
、

C
、

D
、

E
、

F
、

G 等组
,

引起婴幼儿急性胃

肠炎者多属 A 组轮状病毒
,

并至少有 4 种不同

的血清型别
。

组抗原的特异抗体不具抗感染作

用
,

能中和病毒的抗体是由血清型特异的抗原

所诱生的
。

了解在不 同地区和年份 HR V 血清

型的分布与变迁特点
,

将有利于 H R V 传染源

的追踪和监测
,

亦有利于搞清该病毒抗原型别

结构和变异的规律
,

提供研制有效疫苗的科学

依据
。

本文应用 Y he 氏定量细胞病 变减数 检测

干扰素效价的方法
,

建立了 H R V 微量细胞病

变定量读数中和试验
,

以 H R V 4 个血清 型 标

准毒株对 1 9 8 7年 H R V 流行季节中
,

30 例 临床

诊断为急性病毒性胃肠炎患儿急性期和恢复期

血清中 H R V 中和抗体水平动态的检测
,
并对

材 料 与 方 法

一
、

标本来源

1
.

30 例急性病毒性胃肠炎病儿的 双 份血

清标本及急性期粪便分别由广州儿童医院及红

十字会医院提供
,

标本采自1 9 8 7年 11 月至 1 9 8 8

年 1 月
。

2
.

51 例健康儿童的单份血清由中 山 医科

大学第一附属医院提供
,

采 自 H R V 流 行季节

前
。

二
、

微 t 细胞病变定皿读数中和试验

参照 Y eb 氏法
〔弓 ’ ,

在 40 孔微量细胞培养板

上进行
。

1
.

病毒林 H R V 标准毒株由香港大学微

生物学系惠赠
,

包括 w a ,
5 2 , Y 。及HOc ih 株分
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别代表 H R V 的 !l(1
.

字{̀了 z
、 ` 、

之 、

4 型
。

病毒

用量为 s o o T C I D 5 o月 L
` ,

试 验 飞方 以 2 5卜g / in l 浓

度胰酶进行预处理
。

2
.

细 胞 应用 M A 1 04 细胞在微量细胞培

养板中按常规方法培养
、

接种了病毒的细胞其

维持液含胰酶 7
.

5卜g /m l
。

3
.

中和试验 按微量中 和 试 验方 法 进

行
,

当病毒对照达 4 +

病变时
,

进行染色
,

染色

固定液含 0
.

5%结品 紫
, 1 0%甲醛 ( v o l / v o l )

。

5 0% 乙醇 ( v o l / v o l )和 0
.

8 % N a c l
,

染色 2 0分钟
,

冲洗至无染料脱出为止
,

然后置 附有 m B一 1

酶标比色附件的 72 型分光光度计中记读 O D值
,

所用波长为 6 o o n m
。

4
.

中和杭体 的效价计算及 阳性 结 果 .yJ 断

中和抗体效价计算应用 Y he 公式进行推算
。

中

和抗体阳性结果
,

应符合 S at 。 提出的原则〔“ ’
。

( 1) 患儿恢复期血清中和抗体 的 效价应比急性

期血清抗体效价有 4 倍以上增长
,

健康儿单份

血清其中和抗体滴度应大于 1 ,

10 以上
。

( 2) 患

儿恢复期血清如呈现 H R V 多个血清型 中和抗

体的升高
,

必需对同型毒株的中和抗体效价比

异型毒株有 8倍以上增长者方判断为阳性
。

三
、

H RV一R N A 聚 丙烯酚肢凝胶电泳按本

文作者所报道方法进行
〔6 1

四
、

实验数据的处理

应用医学统计程序系列 软 件 ( oP M S ) 在

BI M微机进行运算处理
。

2 所示
。

此外从表 3 结果证明根据 Y he 计算公

式演算中和抗体的效价与通过回归计算
,

在统

计学上无显著差别
,

从而简化了抗体效价计算

的方法
。

应用分光光度计记读结果
,

不单避免

了在结果判断上的主观因素
,

而且定量读数巾

和试验的标本
,

一经染色固定后
,

在相当长的

时间 ( 3 个月 ) 重复记读 。 D 值时
,

所得结果

无显著性差异
,

如表 4 所示
。

因此
,

可 以认为

该法准确
、

客观
、

重复性显著而且根据与常规

微量中和试验的比较
,

也略为敏感
。

表 I A 影响定量读数中和试验的因素

L E V E L
’

病毒剂量
细胞培
养时间
(小时 )

胰酶浓度
协g /m l

结晶紫
浓度
(% )

2 5 0T C ID 5 0 2 4

5 0 0T C IG 5 0 3 6

。
5 0

。

5

0
。
8

3 1 0 0 0T C I D 5 0 4 8 7
。
5

结 果

一
、

微最细胞病变定且读数中和试验条件

的建立

病毒剂量
、

细胞培养时间
、

维持液胰酶的

浓度
,

染色液中结晶紫的含量均可影响微量细

胞病变读数中和试验的结果
,

我们应用正交实

验优选定量读数中和试验的最佳条件
、

结果如

表 1所示
。

并经随机抽取 19 份血清进行中和试

验
,

将 。 D 值与血清稀释度进行回归分析
,

表

明两者之间有密切的依赖关系
,

从而确定了由
。 D 值推算中和抗体效价的可靠性

,

结 果见表

二
、

急性病毒性胃肠炎患儿双份血清日R V

中和抗体的检测

1
.

双份血清 H RV 中和抗体的 动 态 观察

30 例急性病毒性胃肠炎患儿 中
,

23 例 恢 复

期血清中和抗体有 4倍以上增长
,

总 阳性率为

7 6
.

7 %
,

其中 H Rv 血清 1 型 抗 体 阳 性者占

1了
.

4%
,

血清型 2型抗体阳 性者占8
.

7%
,

血

清型 3 型阳性者为 30
.

4%
,

血清型 4 型中和抗

体阳性者比例较高
,

占3 9
.

1%
,

结果如表 5 及

图 1所示
。

f 。 八 n 更:
一
、 V几 人 n之卜 S 若

垦攀魂里皿资二硼
_ _ ’几

_

一望_
_ _

砂_ 一望
__ _ _

尸
_ _

卯
_

_
_ _ _

几
l _

_
_ _

塑 粉 _ 竺
,

图 1 2 3例H R V 中和抗体阳性者各血清型的比例分布

2
.

H RV 各 血清型中和杭休衬异型毒抹交

又中和作用的观察 从表 6 结果提示
,

H R V型

特异的中和抗体
,

对异型毒株无明显交叉中和

保护作用
。
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表 I B 正交试验选择定量读数中和试验的最优条件

N 0

如` “ . . 声. . . . “
一

` ` .
目

目` 沪
J
. 姗 J
一
一

~ ` . , `

~ `
~ ~

由` 心 1

~ 一~ `
.

` ` 从 网 . . . . . ` . 曰 . . 护 . .

… . . , . . 门 ” . 门 . . 州. . ` . . . . 州. .

一
二口 ` .

一
~ . . . . 口 . . ` . . ` . . . . . 闷 . . 户. . . . r . “ . . J 团蕊户与~ . . 一 犷 J目 . . ` ` 润

~
. . . . 曰` . . .潇 . 曰 . . . , . . . ~ ~ 叨 . 口 . . . 佣. . . . . . . .

、 ,

A B C DA

病毒剂量 细胞培养时间 (小时 ) 胰酶浓度 (件g /m l ) 结晶紫浓度 ( % ) O D 读数

0
。

0 1 8 7 1 2 5

0
。

0 0 5 9 5

0
。

0 2 2 9 37 5

0
。

0 2 6 2 2 5

0
。
0 2 0 37 5

0
。

00 6 8 75

0
。

0 1 6 6 2 5

0
。

02 0 7 2 5

0
。

00 8 8

0
。

0 4 6 1 5

0 0
。

5 3 4 7 5

0
。

0 4 7 5

0
。

0 0 7 3 2 5

0
。

0 3 8 6 1 2 5

0
。

0 4 7 05

0
。
0 6 1 5 6 2 5

0
。
2 2 95

0
。

0 5 9 9 3了5

0
。

04 09 7 5

0
。

0 4 6 3 1 2 5

0
。

0 1 89 6 2 5

0
。

0 6 9 8 8 7 5

0
。

0 29 45

0
。

0 47 88 75

0
。

04 0 43 7 5

n山q山1土KKKR

最佳条件

A Z , 5 0 0T CDI 5 0 病毒

B I ,
2 4小时

C 3 , 7
.

5协g / m l 胰酶

D 3 , 1% 结晶紫

表 2 14 例血清标本中和试验 。 D值与血清稀释度的回归分析

N 0 Y 二 a 十 b L n ( X + K ) F t e s t T i t e t

Y 二 1
.

1 1 0 9 一 0
.

1 6 8 5 L n ( X + 1 0
.

9 )

Y = 0
.

9 3 1 2一 0
.

1 0 4 L n ( X + 0
.

9 )

Y = 1
.

0 18 8 一 0
。

1 1 0 7 L n (X + 2 8
。

4 )

Y = 0
.

6 4 1 6一 0
。

0 9 2 1 L N ( X + 0
。

4 5 )

Y = 0
。
9 2 1 8 一 0

。

1 1 0 6L n ( X + 2 0
。

4 )

Y 二 1
。

1 2 7 6 一 0
。
1 6 7 3L n ( X + 6

。

4 )

Y 二 0
.

8 6 9 3一 O
。

0 8 4 4L n (X + 2
。
9 )

Y = 0
.

7 2 3 8 一 0
.

1 03 9L n (X + IE 一 0 3 )

Y 二 0
。
9 8 4 2 一 0

。

1 1 7 5 L n (X + 6
。

6 )

Y = 0
。

6 37 5 一 0
.

0 76 9L n ( X + IE 一 0 3 )

Y = 0
.

6 3 75 一 0
.

0 76 9 L n ( X + I E 一 0 3 )

Y = 1
.

3 7 1 2 一 0
.

19 0 3L n (X + 1 8 )

Y 二 0
.
8 6 3 7 一 0

.

0 8 6 6 L n ( X + 25 )

Y = 0
.

8 5 9 4 一 0
.

1 0 3 8L n ( X + I E 一 0 3 )

P = ZE 一 0 4

P 二 I E 一 0 4

P < 0
。

0 00 1

P ( 0
。
0 0 0 1

P = 3E 一 0 4

P = g E 一 0 4

P = I E 一 0 4

P ` I E ~ 0 4

P 二 I E 一 0 4

P = I E 一 04

P = I E 一 0 4

P = I E 一 0 4

P = I E 一 0 4

P 二 I E 一 0 4

9 2

4 4
。

4

2 2 6

3 6
。

5

1 04
。

6

7 3
。

5

7 6
。

7

1 3
。
4

7 4
。
3

2 3
。

1

3 8
。

8

1 39
。

4

2 11
。

3

3 8
。

3

2134675co91011121413



1 b

y he 公式计算抗体效价与

回归计算的 T 试验
从

X Y Y 一 X

7 7
。

8

4 9
。

7

1 5 4
。

8

3 2
。

2

1 1 7
。

2

6 2
。

3

6 1
。
d

1 6
。

5

1 2 2

1 8
。

3

1 4
。

7

1 1 5

3 2 1
。
3

2 7
。
2

92
。
1

4 4
。

4

2 2 5
。

9

3 6
。
5

1 0 4
。
6

7 3
。

5 1 1
.

2

泳型
,

进一步按 T a m 法 〔’ 了进行分类
,

在 H R v

血清 I 型中和抗体阳性者之中
,

所检 出的H R V -

R N A 电泳型有 亚B :
和 亚B :

两个 型
。

H R V 血清

3 型中和抗体阳性者检 出 1 A
Z 、

I B Z 、

亚B卜

I C : 、 I C Z 、

等 5 个电泳型
,
H R V血清型 4 型中

和抗体阳性的
,

所检的电泳型 有
,

I A B I
, ,

I B : 、

皿C I
。

结果提示
,

H R从R N A 电泳型相

同的毒株
,

可分属于不同的血清型
,

相反
,

H R V

血清型相同的毒株
,

可具不同的电泳型
。

九卜
J
斗7 6

。

1 3
。

7理
。
3

2 3
。

1

3 8
。

8

1 3 9
。

流

2 1 1
。

3

3 8
。
3

1 4
。

3

一 5
。
2 9 999 9

7 1
,

1

4
。

29 9 9 99 9

一 1 2
。

6

1 1
。

2

1 5
。

2

一 3
。

1 0 0 00 1

一 4 7
。
7

4
。
8 0 0 00 1

2 4
。
1

2 4
。
4

一 1 1 0

1 1
。
1

表 4 定量读数中和试验染 色后

3 个月再记读OD 值的比较

X Y Y 一 X

O
。

128 6

5
.

D O F (Y 一 X ) = 1 0
.

8 7 6 1 T = 0
。

0 1 1 8 P = 0
.

9 90

D F 二 1 3

* X
:

应用 y e h 氏公式计算的滴度
* Y :

回归计算的滴度

3
.

H R V 中和杭体血清型的型别 与 H R V -

R N A 电泳型的连 系 实验结果显示
,

抗 H R v

血清 2 型中和抗体阳性者
,

粪便 标 本 检 出的

H R v-- R N A 电泳型属于短型
,

其余各型别中和

抗体阳性者粪便检出的 H RV 一R N A 电 泳 型均

属长型
,

如果将这些检出的 H R V一 N A长型电

0
。

0 9 5

0
。

0 47

0
。

0 5

0
。
0 7 3

0
。
0 8 1

0
。

2 1 0 7 5

0
。

6 2 4 2 5

0
。

7 4 37 5

0
。
7 42 5

0
。

6 9

0
。

07 6

0
。

0 96

0
.

0 4 7

0
。
0 70 5

0
。
0 7 4 2 5

0
。
2 1 7 2 5

0
.

6 1 8 7 5

0
。

73

0
。
7 4 3 7 5

0
。

7 1 3 3 3

一 0
。
0 1 9

0
。

0 4 9

一 3
。
0 0 0 0 0 0 0 1E一 0

。

3

一 2
。
SE 一 0 3

一 6
.

7 5 E一 0 3

6
。

5 0 0 0 0 0 0 8E一 0
。

3

一 5
。

4 9 9 9 9 9 9 7E
一
0

。

3

一 0
。
1 3 7 4 9 9 99 9

1
。

2 4 9 99 97 4E
一
0

.

3

0
。
0 2 3 33 0 00 0 2

S E O F (X . Y )

3E
一 0

。

3

6
。

3E
一 0

。
3 D F = g P = 0

.

6 4 85

T = 0
。

4 7 1 5

X :
染色后的即时 O D 值

Y :
三个月重测的O D值

表 5 23 例 H R v 中和试验阳性者各血清型别的百分比

A n t i~ W a A吐 i
一
5 2 A n t i~ Y O A n t i一H O c h i T o ta l

例数

百分数 ( % )

2 3

1 7
。

4 8
。

7 3 0
。
4 3 9

。
1 1 00

, .口 . . . . 曰
一~ ~一

. ` . . . . . . 曰 . ` . . . . 曰` “ . 甲 . . , . , .冲 .
~
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表 6 n 例患儿急性期与恢复期血清中各型中和抗体滴度的比较

A n t l~ 、 V a A n t i一5 2 A n t i一Y o A n t i 一H o Ch i

N O S e or t y P P A C E

a C U t C O n t im e s a C ll t C o n t im e s a C U t C o n t im e s a C U t C o n t im e s

++++++++++

八舀od

1 5
。

3 6 5 9
。
8 1 2 4

。

5

5 7
。
1 3 1 4

。
0 4 4

。
2

1 8 1 5
。
2 3 2 8

。
3 2 1

。
6

3 7 2 5
。
5 1 2 8 0 1

。
8

1 0 6 0
。

8 5 7
。

4 0
。
9

1 7 1 6 1
。

3 3 27
。

9 2
。
0

2 7
。

0 7 1
。

6 1 0
。

2

7 5
。
1 5

。

3 1
。

0

1 5 1 28 0 12 80 1
。
0

2 1 2 2
。

6 2 7 1
。

7 1
。

2

2 2 4 6
。

6 5 8
。

4 1
。

3

5 66
。
6 7 7 1

。

2

6 6
。

7 1 2 8
。
2

3 0
。

0 7 8
。
3

8 6 9
。

2 9 54
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和抗体的阳性百分比
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图 2 荃何年岭组健康儿血清HR v 中和抗体几何
半均摘度的变化
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H R V 各血清型中和抗休的阳性率

四
、

流行前健康婴幼儿中和抗体的检测

结果如表 7 所示
,

婴幼儿年龄的递增
,

具

有 H R v 血清型中和抗体 的型别数越为广泛
。

而且中和抗体的几何平均滴度也有随年龄而上

升的趋势
。

结果见图 2 所示
。

此外 51 例单份血

清所检出 H R V 的各血清型中和抗体
,

阳 性率

都在 60 % 以上
,

统计学上的差异无显著性
,

如

表 8 及图 3 所示
。

讨 论

本文实验表明微量细胞病变定量读数中和

试验
,

在测定 H R v 中和抗体时
,

具有相对正

确
、

客观
、

敏感
、

快速的特点
,

染色后三个月

并不影响其 。 D 值
,

有利于试验时人力与时间

的调节
。

应用本法对 3 0例急性病毒性胃肠炎患

儿双份血清标本进行了H Rv 4个血清型型特异

中和抗体的检测
,

结合对病人早期粪便 H R V -

R N A基 因组型别的分析
,

提示 H R v 血清型与

H RV 一 R N A 电泳型间的不一致性
,

电泳型相同

的毒株
,

可分属不同的 血清型
,

而血清型相同

的毒株
,

可具不同的电泳型
, H R v 的基因组

是由节段性 R N A 所组成
,

易于发生重组或突

变
,

从而使其电泳型具高度 的可变性
,

只有在

特定的条件下
,

为型特异抗原编码的墓 因发生

变迁
,

方导致病毒抗原型别上的改变
,

这方面

的工作
,

是值得深入研究的
。

在 23 例双份血清中和抗 体 阳 性 中
,

呈现

H R V 血清型 4 型中和抗体者占比例 最 高
,

提

示 1 9 8 7年广州地区 H R V 流行
,

以血清型 4 型

为主
,

回顾以往的资料
,

结合本文实验结果
、

我

们推论
’ ① H R V 在一个地区

,

每年似有一个

不同的优势血清型的流行
。

②不同年份流行血

清型别的更替
。

可能与人群免疫压力选择作用

有关
。

③健康婴幼儿随年龄的增长
,

感染 H RV不

同血清型别越广泛
,

中和抗体的几何平均滴度

越高
,

易感性虽可下降
,

但通过不显性感染
,

散播 H R v 至易感人群的可能性是存在的
【吕’ 。

在 3 例 H R v-- R N A 为阳性的 患 儿
,

其双

份血清标本 H R V 中和抗体却为阴性
,

除考虑

到机体液免疫应答差异外
,

是否 H R v 还存在

新的血清型别
,

这方面还有待进一步研究
。
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