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呼吸道合胞病毒空斑形成实验的条件优化
于 莉 ， 吴 璇 ， 汪旻旻 ， 黄升海

摘要 采用空斑形成实验方法测 定 呼吸道合胞病毒 （
ＲＳＶ

）ＲＳＶ 为 国际标准株 Ｌｏｎ
ｇ 株 ， 以上均 由 安徽医科大学

的滴度 ， 加 人覆盖层倒 置培养 ２７
、
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＇
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、
４〇ｈ 后经 固 定 染微生物学教研室保存 。

色 、剔除覆盖层后 ， 可 见清晰透明 空斑 ， 边缘清晰 、形态均 为１ ． ２ 主要试剂 新生牛血清 （ 杭州 四 季青公 司 ） ；

圆形或类圆形 ， 空斑直径分别 为 １
、
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、
３

、
５左右 。 加人ＤＭＥＭ 培养基 （ 美 国 Ｇ ｉｂ ｃｏ 公 司 ） ； 琼脂糖 （ 上海生

覆盖层后培养病毒的时间 可 以影 响 ＲＳＶ 最终所形成 的空斑
王生物工程股份有 限公 司 ） ；

６ 孔细胞培养板 （ 中 国
大小 ， 并且随着时间 的延长空斑逐渐增大 ， 在 ３〇
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３４ｈ 所形
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成的空斑大小最佳 ’ 易于计数 。 病毒的稀释度也会影响空斑
１ ３ 细胞培养及病毒增殖 用含 新 牛 清

最终形成的数量 ，通着稀释度 的增加 ， 空赚量逐渐减少 。
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２ｈ 后 ， 弃去上清液 ， 加人含 ３％ 新
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② 在冰盘上用 ＤＭＥＭ 将 ＲＳＶ 作 １ ０ 倍连续 系列稀

及病毒稀Ｍ改顿餅下所職空麵大小及数
释 （ 图 １

） ， 即在—制 ２ｍ ｌ 的 ＥＰ 管 巾先加人 １ ＿８

量进行研究 ，Ｍ进行条件航 。 拟达到植报好
ｍ ｌＤＭＥＭ

’￥ ａ ２ｍ ｌＲＳＶ￥ Ｅ
ｐ 胃巾

的实验条件 ， 能够更精确地对病毒滴度进行检测 ， 并
＇

混勾后的该 ＲＳＶ 病毒悬液的
＾
释度为 １ ０
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且重复性綱
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较好 ， 为临床病程＿撕提供更議
翩 Ｑ ． ２ｍ ｌ 病毒悬液加人第二支 即 管 中 ， 该管 中

〇 的病毒稀释度 为 １ 〇
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， 依此类推作 系列稀释 ， 则得
多Ｈ＾ ＇ °

 到连续 １ 〇 倍稀释的病毒悬液 。 随着稀释度的增加 ，

１ 材料与方法 病毒的毒力逐渐减弱 ；③ 弃去细胞培养板 中各孔 中

１ ． １ 细胞及病毒 Ｈｅ
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３ ７１
、
５％Ｃ （ ）

２ 培 养箱 中 倒 置培养 ｔ 分别 培养 ２ ７
、且可 以 引 起 中耳炎 及 呼吸暂停等一 系列疾病

－
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４０ 丨 〗 后取出 培养板 ，每孔加人 ２ｍ ｌ 含 甲 醛的在全球不 同地 区统计每年 因 ＫＳＶ 感染死亡 的 人数

结晶紫 固定过夜 。 次 日 剔除覆盖层 ， 用 自 来水轻轻高达 １ ６ 万 ， 而 因 并 发 ＲＳＶ 感染 死亡 的 人数近 ６０

冲洗后 即可观察到清晰的空斑 。万
〃 １

。 因此 ， 检测 、 预防和治疗 ＲＳＶ 感染 的研究非

０ ． ２ ｍ ｌ ＲＳＶ 常重要 。 而在进行上述 ＫＳＶ 相关基础研究时 ， 首先
？

要对 ＫＳＶ 病毒的滴定进行测定
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图 ｉｕ ｓ ｖ 作 ｎ 丨 倍连续 系 列稀释

２

加入营养琼脂植盖层分别倒置培养 ２７
、
３０

、
３４

、Ｆ．
？

^
４０ｈ 后 ， 每孔加入 ２ｍ ｌ 含 ４％ 甲醛的结晶紫溶液 固

犯使 Ｕ 汜 ＂
１ 见 ． 丨川 ＼ 拟 苫⑷心 培 泠 ２ ７

定染色过夜 ， 剔除植盖层 ， 用 自絲轻轻冲洗后可 Ｘ见

察到直径约 １ｍｍ
、形态 为 圆形或者类 圆形的空斑 ，

边缘整齐 ， 清晰透 明 ；
丨 １随着病毒 稀释 ） ３ｉ 的把

＇ 加 ， ９图 ３ 加入覆盖层倒置培养 ３０ｈ 后经 固定染色 、

斑的数量逐渐减少 ： 该培养时间点所形成的空斑面 剔 除 覆盖层所形成 的空斑

积较小 ， 不易于计数 （ 图 ２
） 。 培养 ３０ｈ 及 ３４ｈ 的细 Ａ

： 空 「 １ 对照 ；

Ｂ － ｈ病毒 稀 释度分别 为 １ ０
７
￣

１ ０
＂

胞培养板剔除覆盖层后 ，可观察到 比 ２７ｈ 的空斑略Ｐ

大 ， 直径分 别约 为 丨 ． ５ 和 ３ｍｍ
， 该时 Ｎ段 内 形 成 的

空斑较易于观察计数 ， 且空斑的数量亦随着病毒 的 １ｍｆｆｉＴＯ
ｌ
Ｙ

ｉ
ｉ 抒逐 渐减 少 （ 阳 ３

￣ ４
）

ｉ

ｆ
ｌ

ｌ

Ｊ
ｖＨＭＯ Ｉ ＇

直径为 ５ｍｍ 左右的大空斑 ， 不易 于计数 ， 空斑形成

的数量与病毒的稀释程度呈反 比 （ 图 ５
） 。

＿

图 ４ 加入覆盖层倒置培养 ３４ｈ 后经 固定染色 、

ｆ賺觀层祕 成 的 空斑

Ａ  ： 空 白对照 ；

Ｂ 
￣

Ｆ
： 病毒稀释度分別 为 １  （Ｔ

７
￣

 １  （ ） 

１ 丨

Ｗ－由 于 ＫＳＶ 是 ＲＮＡ 病毒 ， 属于副黏病毒属 ， 对其

进行病毒滴度 的测定 比 ［ ） Ｎ Ａ 病 毒更难 此前也有

图 ２ 加入覆盖层倒置培养 ２７固定染色 、学者用免疫法测定 Ｒ ＳＶ 滴度 ， 但是－旦 ＲＳＶ 融合

剔 除覆盖层所形成的 空斑 （
Ｆ

） 蛋 白 突
＇变 ， 抗 勺单克 ｆ

ｔ抗体 ＇就会失

Ａ
： 空 白 对照 ；

丨 ｉ

－

Ｆ

’

： 病毒稀 释度分别 为 〗 （ ）

７
 ＊ ？

丨 （厂
１ １效 ， 从而导致空斑实验失败

Ｋ

。 而传统的病毒空斑

技术操作较繁杂 ， 影响病毒空斑形成的 因 素较多 ，
且

３＾ 用 中性红染色 的标本 不能 固 定保存针对这些

ＲＳＶ 是婴幼儿细 支气管 炎 和病毒性肺 炎 的最问题本研究采用 甲 醛 － 结 晶 紫空斑法对 ＲＳＶ 进行
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空斑形成实验的研究 。 甲 醛 － 结晶紫空斑法是利用确 ，
且重复性好 ，能够为临床病程的判断提供更准确

病毒感染细胞后形成一个局 限性 的病变细胞区 ， 由的参考信息 ， 更好地为临床服务

于结晶紫是碱性染料 ，
可 以与细胞核中 的核酸结合 ，本实验 中 只对 ＲＳＶ 病毒 的 空斑形成实验做 了

把核染成紫色 。 正常细胞经结 晶紫染色后呈紫 色 ，条件优化 ， 没有 以其他的病毒作为对照 ； 另外也只做

经甲 醛作用 固定于培养板上 。 而病毒感染所致病变了不同培养时间和病毒稀释度这两个方面的影响 因
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摘要 应用免疫组织化学技术 和 Ｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 法检测 ３ ３型中表达 、分布及变化情况 ，有助于为临床检测牙龈

例牙龈癌 （ 高分化 ！ ５ 例 ， 中分化 丨 〇 例 ， 低分化 ８ 例 ） 和 ８ 例癌进行早期确诊和制定合理的治疗方案提供参考和
正常牙龈组织 中 ＤＰＣ４ 蛋 白 和 ｍＲＮＡ 的表达情况 。 结果显借鉴的指标 。

示 ， 牙龈癌组织 ＤＰＣ４ 阳性细胞百分 比显著低于正常牙龈组
°

织
， 高分化 、 中分化 、低分化牙龈癌和牙龈组织的 ＤＰＣ４ 蛋 白１ 材料与方法

相对表达 、
ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意 义 （

Ｐ＜ ０ ． ０５
） 。 提示Ａｎ ＾ ｆ，ｈｈ？

牙麵 ＤＰＣ４雜降低 ，
可能与牙龈癌的发生与发展有关 。

、 、

． 材料 牙龈癌Ｕ蜡标本来 自 十北理工大
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ｔ ｉｍｅＰＣＲ 例 ， 中分化 １ ０ 例 ， 低分化 ８ 例 。 所有病例经病理学
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