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昆明医科大学第二附属医院肝胆胰外科
!

&)(($#
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!!

摘
!

要#目的
!

检测绵羊红细胞"

8."-

#和猪红细胞"

!."-

#分别经
#

种程序免疫家兔所制得溶血素的效价!并比较几种溶血

素在医学免疫学实验中的应用效果!以寻求制备符合免疫学实验及教学需求的高效价溶血素的较好方法%方法
!

'(

只雄性家兔

分为
'

组!分别用
8."-

和
!."-

!间隔
#A

经不同程序免疫家兔制备溶血素!再用补体溶血试验检测几种溶血素的效价!比较其

在免疫学实验教学中的应用!并探讨高效价溶血素的制备方法%结果
!

经补体溶血试验测得几种溶血素效价!

,

组兔抗
08."-

血

清效价为
%j'4((

&

"

组兔抗
0!."-

血清效价为
%j%#((

&

-

组兔抗
08."-

血清效价为
%j%(((

!

*

组兔抗
0!."-

血清效价为
%j

#((

%结论
!

用
8."-

制备的溶血素效价均高于相同方法下用
!."-

制备的溶血素&红细胞抗原相同时!采取先皮内全血注射后

耳缘静脉接种的免疫方法制备的溶血素效价也要高于单纯采取耳缘静脉注射的免疫方法制备的溶血素&且
!."-

可代替
8."-

免疫家兔!制备满足实验教学要求的溶血素%

关键词#溶血素&

!

红细胞抗原&

!

效价&

!

免疫学&

!

实验教学
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在医学生免疫学实验教学中#溶血反应*补体参与的反应

均被列为本科临床医学*医学检验*医学实验技术等专业学生

实验的必修内容#而这几个实验都要用到溶血素)同时溶血素

也是医学实验及临床*科研中常用的试剂'

%0#

(

)在实际教学中#

由于学生实验所需溶血素量大#而市场所售溶血素价格较贵)

因此为了节约成本#保证学生实验的正常开展#常需要自行制

备#一直以来#采用绵羊红细胞$

8."-

%免疫家兔是制备溶血素

的公认方法#但在实际制备中#究竟何种免疫程序所制得的溶

血素效价更高#且更符合免疫学实验教学的需求#却各有说法)

加之在实际情况中#绵羊的饲养条件要求较多#用于动物实验

更是不易饲养#常难以满足实验教学的需求#于是笔者考虑到

猪红细胞$

!."-

%的获取要比
8."-

更为方便*实用#且实验成

本也更为经济#能否用
!."-

进行溶血素制备方法)因此#本

实验室在自行制备溶血素的经验基础上#尝试分别用
8."-

和

!."-

#经不同方法免疫家兔以制备溶血素#再用补体溶血试验

检测几种不同溶血素的效价高低#并比较其在免疫学溶血实验

及教学中的应用效果#以寻求制备符合医学实验及教学要求的

高效价溶血素的优选方法#现将实验结果报道如下)

B

!

材料与方法

B1B

!

实验动物
!

健康家兔由昆明医科大学实验动物中心提

供#每只体质量
#1(

#

$1(Z

I

#共
'(

只#均为雄性#无传染性疾

病#无任何免疫接种史)将家兔随机分成
,

*

"

*

-

*

*'

组#每组

各
%(

只#并做好编号*标记及分笼工作)

B1C

!

制备不同种类及剂型的红细胞抗原

B1C1B

!

8."-

全血及不同浓度
8."-

悬液
!

选择健康绵羊#

由昆明医科大学实验动物中心提供)从绵羊颈静脉无菌抽取

+
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绵羊血#将其放入装有小玻璃珠的无菌三角烧瓶中#盖好瓶盖

后朝同一方向均匀摇动#使充分混合#以除去纤维蛋白#至血液

不凝固#即为
8."-

全血#置
'`

冰箱保存备用)另取上述已

脱纤维的
8."-

全血#置于无菌离心管中#加入
#

#

$

倍体积的

无菌生理盐水混匀#经
#(((9

"

H;=

#

%(H;=

离心#后去上清#再

用无菌生理盐水如此反复洗涤
#

次#最后一次去上清后#取压

积红细胞用无菌生理盐水分别配成
#(1(3

*

%(1(3

*

%1)3

的

8."-

悬液#置于
'`

冰箱保存备用'

$

(

)

B1C1C

!

!."-

全血及不同浓度
!."-

悬液
!

选择健康家猪#

由昆明医科大学实验动物中心提供)从猪上腔静脉无菌抽取

猪血#分别制成
!."-

全血以及
#(1(3

*

%(1(3

*

%1)3!."-

悬液#其制备方法同
%1#1%

#将上述制好的
!."-

全血及
!."-

悬液置于
'`

冰箱保存备用'

'0)

(

)

B1D

!

制备新鲜补体溶液
!

采用豚鼠心脏无菌采血法制备新鲜

补体溶液'

&02

(

)选体质量在
%1(Z

I

左右的健康豚鼠#由昆明医

科大学实验动物中心提供#取仰卧位#充分暴露前胸)探明心

跳最明显部位用无菌注射器垂直缓慢刺入心脏抽取血液#并及

时将针筒内抽取的血液置入无菌培养皿中$每个培养皿约
%)

HV

%#后将培养皿置于
$2`

温箱中孵育
#C

#待血液完全凝固

后无菌收集血清转移至无菌离心管中#经
#(((9

"

H;=

离心
%(

H;=

后收集上清液分装成若干小管$每管
)HV

%#置
a#(`

冰

箱保存)使用前用生理盐水稀释#配成
%j$(

的补体溶液)

B1E

!

各实验组家兔免疫程序'

&

#

4

(

!

,

组兔子$

%(

只%!全程共

免疫
2

次#间隔时间为
#A

!先用备好的脱纤维
8."-

全血经皮

内多点注射家兔#首次注射
(1)HV

#以后逐次递增
(1)HV

#共

注射
)

次#第
&

*

2

次则使用已备好的
#(3

的
8."-

悬液经耳缘

静脉注射家兔#每次
%HV

)

"

组兔子$

%(

只%!除免疫原为

!."-

外#其余免疫剂量*免疫次数*免疫途径及间隔时间均与

,

组相同)见表
%

)

-

组兔子$

%(

只%!全程共免疫
2

次#间隔

时间为
#A

!使用已备好的
%(3

的
8."-

悬液经耳缘静脉注射

家兔#每次
%HV

)

*

组兔子$

%(

只%!除免疫原为
!."-

外#其

余免疫剂量*免疫次数*免疫途径及间隔时间均与
-

组相同)

见表
#

)

,

*

"

*

-

*

*

组均于第
%2

天分别采集家兔的免疫血清

进行试验血#试血成功后于第
%4

天分别采集各组家兔免疫血

清保存备用)

表
%

!!

,

"

"#

组实验家兔的免疫方案

时间$

A

%

,

组免疫途径
,

组免疫原$

8."-

%

,

组剂量$

HV

%

"

组免疫途径
"

组免疫原$

!."-

%

"

组剂量$

HV

%

%

皮内多点 全血
(1)

皮内多点 全血
(1)

$

皮内多点 全血
%1(

皮内多点 全血
%1(

)

皮内多点 全血
%1)

皮内多点 全血
%1)

2

皮内多点 全血
#1(

皮内多点 全血
#1(

5

皮内多点 全血
#1)

皮内多点 全血
#1)

%%

耳缘静脉
#(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
#(3!."-

悬液
%1(

%$

耳缘静脉
#(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
#(3!."-

悬液
%1(

表
#

!!

-

"

*#

组实验家兔的免疫方案

时间$

A

%

-

组免疫途径
-

组免疫原$

8."-

%

-

组剂量$

HV

%

*

组免疫途径
*

组免疫原$

!."-

%

*

组剂量$

HV

%

%

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

$

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

)

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

2

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

5

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

%%

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

%$

耳缘静脉
%(38."-

悬液
%1(

耳缘静脉
%(3!."-

悬液
%1(

B1F

!

各组免疫血清效价的初步测定
!

在末次免疫后第
'

天分

别进行血清抗体效价的初步测试)随机选择
,

*

"

*

-

*

*'

组兔

子各一只#用无菌注射器分别在兔耳缘静脉采血
%HV

置于无

菌离心管中#置
$2`

温箱中温育
#C

#后以
#(((9

"

H;=

#离心

%(H;=

#分别收集
'

组血清#用试管直接凝集法进行
,

*

-

组兔

抗
08."-

和
"

*

*

组兔抗
0!."-

血清效价的测定)经试验后#

分别测得
,

组兔抗
08."-

血清效价为
%j&'(

&

"

组兔抗
0

!."-

血清效价为
%j%&(

&

-

组兔抗
08."-

血清效价为
%j

%&(

#

*

组兔抗
0!."-

血清效价为
%j'(1

B1I

!

采集各实验组家兔免疫血清'

$

#

4

(

!

试血成功后#于第二

天分别进行
,

*

"

*

-

*

*'

组家兔心脏无菌采血)家兔取仰卧

位#充分暴露前胸)探准心脏搏动最强部位#用无菌注射器垂

直缓慢刺入心脏抽取血液#并及时将针筒内抽取的血液置入无

菌培养皿中$每个培养皿约
%)HV

%#后将培养皿置
$2`

温箱

孵育
#C

#待血液完全凝固后无菌收集血清转移至无菌离心管

中#经
#(((9

"

H;=

离心
%(H;=

后收集上清液分装入无菌干燥

离心管中$每管
%(HV

%#做好标记后置于
a#(`

冰箱保存)

'

组家兔免疫血清均用相同方法采集分装后保存待检)

B1J

!

各实验组免疫血清效价的测定
!

在试管凝集试验阳性的

基础上#采用补体溶血试验分别检测
'

组免疫血清的效价)

'

组免疫血清均用相同的方法分别进行溶血素的滴定'

'

(

)

B1J1B

!

实验
,

*

-

组所得兔抗
08."-

溶血素效价的测定
!

取

+

##5%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!
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B
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#

份
%)

支试管依次编号#

%

份测定
,

组兔抗
08."-

溶血素效

价&另
%

份测定
-

组兔抗
08."-

溶血素效价)

#

份试管中除所

加的兔抗
08."-

不同$分别来自
,

组或
-

组%外#其余均按成

分*次序*剂量分别加样后进行滴定)

B1J1C

!

实验
"

*

*

组所得兔抗
0!."-

溶血素效价的测定
!

取
#

份
%)

支试管依次编号#

%

份测定
"

组兔抗
0!."-

溶血素效价&

另
%

份测定
*

组兔抗
0!."-

溶血素效价)

#

份试管中除所加

的兔抗
0!."-

不同$分别来自
"

组或
*

组%外#其余均按成分*

次序*剂量分别加样后进行滴定)

C

!

结
!!

果

!!

以完全溶血的溶血素最高稀释倍数作为该溶血素的效价)

本实验分别用
#

种红细胞抗原#通过
#

种不同方法免疫家兔获

得兔抗不同红细胞的溶血素#经补体溶血试验检测
'

种溶血素

的效价#见表
$

*

'

)滴定结果为!

,

组兔抗
08."-

血清效价
%j

'4((

&

"

组兔抗
0!."-

血清效价
%j%#((

&

-

组兔抗
08."-

血

清效价
%j%(((

#

*

组兔抗
0!."-

血清效价
%j#((

)其溶血

素效价即为
%

个溶血素单位#当进行补体正式实验时#通常采用

#

个溶血素单位进行使用)

'

种溶血素在其效价内应用于溶血

实验时#均可与相应红细胞发生完全溶血#形成清亮的红色透明

液体#现象直观*明显)本次实验中#

,

*

"

*

-

*

*'

组家兔注射部

位均出现不同程度的表皮色素沉着*结痂*坏死或脱落等现象#

但
'

组家兔都完成了整个免疫程序#均未出现死亡现象)

表
$

!!

实验
,

"

-

组兔抗
8."-

溶血素滴定及结果

试管编号
,

组"
-

组的兔抗
8

."-

溶血素$

HV

%

新鲜补体
%j

$(

$

HV

%

缓冲盐水

$

HV

%

%38."-

悬液$

HV

%

,

组滴

定结果

-

组滴

定结果

% (1%

$

%j#((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

# (1%

$

%j'((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

$ (1%

$

%j4((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

' (1%

$

%j%(((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

) (1%

$

%j%#((

%

(1# (1# (1%

全溶 半溶

& (1%

$

%j#'((

%

(1# (1# (1%

全溶 微溶

2 (1%

$

%j$#((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

4 (1%

$

%j$&((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

5 (1%

$

%j'(((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

%( (1%

$

%j'4((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

%% (1%

$

%j)&((

%

(1# (1# (1%

半溶 不溶

%# (1%

$

%j&'((

%

(1# (1# (1%

微溶 不溶

%$ (1%

$

%j2(((

%

(1# (1# (1%

不溶 不溶

%' (1%

$

%j4(((

%

(1# (1# (1%

不溶 不溶

%)

对照
a (1) (1%

不溶 不溶

!!

注!

a

为无数据)

表
'

!!

实验
"

"

*

组兔抗
!."-

溶血素滴定及结果

试管编号
"

组"
*

组的兔抗
!.

"-

溶血素$

HV

%

新鲜补体
%j$(

$

HV

%

缓冲盐水

$

HV

%

%3!."-

悬液$

HV

%

"

组滴定

结果

*

组滴定

结果

% (1%

$

%j)(

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

# (1%

$

%j%((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

$ (1%

$

%j#((

%

(1# (1# (1%

全溶 全溶

' (1%

$

%j$((

%

(1# (1# (1%

全溶 半溶

) (1%

$

%j'((

%

(1# (1# (1%

全溶 微溶

& (1%

$

%j&((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

2 (1%

$

%j4((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

4 (1%

$

%j%(((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

5 (1%

$

%j%#((

%

(1# (1# (1%

全溶 不溶

%( (1%

$

%j%'((

%

(1# (1# (1%

半溶 不溶

%% (1%

$

%j%&((

%

(1# (1# (1%

微溶 不溶

%# (1%

$

%j#(((

%

(1# (1# (1%

不溶 不溶

+

$#5%

+
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#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!
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!

U@J

B
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!
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!
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续表
'

!!

实验
"

"

*

组兔抗
!."-

溶血素滴定及结果

试管编号
"

组"
*

组的兔抗
!.

"-

溶血素$

HV

%

新鲜补体
%

!

$(

$

HV

%

缓冲盐水

$

HV

%

%3!."-

悬液$

HV

%

"

组滴定

结果

*

组滴定

结果

%$ (1%

$

%j$(((

%

(1# (1# (1%

不溶 不溶

%' (1%

$

%j'(((

%

(1# (1# (1%

不溶 不溶

%)

对照
a (1) (1%

不溶 不溶

D

!

讨
!!

论

D1B

!

抗原种类对溶血素效价的影响
!

在本实验中
,

组与
"

组#

-

组与
*

组均是采用
#

种不同抗原经同一免疫程序免疫家

兔后制备溶血素#见表
%

#

#

#比较其效价高低#

,

组大于
"

组#

-

组大于
*

组)由此可见在相同免疫程序下#用
8."-

制备的

溶血素效价要明显高于用
!."-

所制得的溶血素#但
'

种溶血

素在其效价内应用于溶血实验时#均可与其相应红细胞发生完

全溶血#实验现象没有明显差别#其原因可能是!$

%

%抗体的产

生与抗原的种类及其自身性质有很大关系)

8."-

一直是制

备兔抗溶血素的首选抗原#张改等'

5

(

*徐存来等'

&

(

*张淑莉

等'

)

#

4

(都先后制得
%j4((

#

%j$(((

不等效价的兔抗
08."-

溶血素#并广泛应用于实验及教学中)

8."-

和
!."-

虽然都

为动物红细胞#但二者抗原性质也有差别#刺激家兔发生的免

疫反应及效果也固然不同)$

#

%抗原有效刺激剂量对免疫血清

效价的影响也很重要#在能有效诱导产生抗体的剂量范围内#

抗原剂量越大#免疫效果越好#产生的效价也越高)实验中
#

种动物的红细胞数参考值分别为!

8."-

计数为$

41'#e

%1#(

%

d%(

%#

"

V

#

8."-

平均体积$

T-W

%为
$(

#

''

&

!."-

为

$

)1)(5e(1$$)

%

d%(

%#

"

V

#

!."-

平 均 体 积 $

T-W

%!

)$

#

&&

'

%%

(

)在本实验中#

,

组与
"

组*

-

组与
*

组家兔在行免疫接

种时#

#

种红细胞的注射剂量是一样的#同样剂量的血液中#

!."-

的有效免疫剂量$红细胞数%比
8."-

的低#故注射

!."-

刺激家兔产生的免疫效果较注射
8."-

差#因此在以后

的试验中#可以适当地增加
!."-

的接种剂量#以提高溶血素

的效价)

D1C

!

抗原剂型*免疫途径对溶血素效价的影响
!

本实验中
,

组与
-

组#

"

组与
*

组是采用同一有效抗原的不同剂型经不

同免疫程序免疫家兔后制备溶血素#见表
%

#

#

#其效价对比结

果显示
,

组大于
-

组#

"

组大于
*

组&与此同时#本研究发现

采取先皮内全血注射后耳缘静脉接种的免疫方法制备的兔抗
0

!."-

溶血素效价却高于单纯采取耳缘静脉注射的免疫方法

制备的兔抗
08."-

溶血素#即
"

组大于
-

组)由此可见在使

用相同有效免疫原的情况下#采用先全血皮内多点注射#后

#(3

红细胞耳缘静脉接种的免疫方法所制备的溶血素效价要

明显高于只采用
%(3

红细胞耳缘静脉注射的免疫方法#其原

因是!高效价溶血素的获得不仅与抗原的自身性质有关#而且

与抗原的剂型*剂量*注射途径*次数#间隔时间也有很大的关

系)皮内免疫的效果最佳#静脉注射则免疫效果较差'

%(

(

&而全

血刺激产生的应答效果要比单纯红细胞悬液刺激的效果强)

实验中#采用间隔
#A

连续免疫的方法#使得因第一次抗原刺

激形成的记忆性淋巴细胞#经后几次注射产生了放大效应#从

而生成更多抗体$一般维持
'

周%#而本研究也在抗体水平缓慢

平稳下降之前#完成了免疫血清的采集)

本实验通过
%4A

的免疫成功制备
'

种溶血素#

#

种兔抗
0

8."-

溶血素效价都超过了
%j%(((

#而用
!."-

制备的溶血

素效价与分别达到了
%j%#((

和
%j#((

#且
#

种兔抗
0!."-

溶血素产生的溶血现象和兔抗
08."-

溶血素的一样明显直观#

其效价和效果要高于#也优于虞上宠等'

2

(使用鸡红细胞免疫家

兔所制得的溶血素)随后笔者将
#

种兔抗
0!."-

溶血素应用

于昆明医科大学
#(%'

级医学检验*临床医学等专业本科生补

体溶血反应的实验教学中#效果明显)因此#笔者认为虽然

8."-

仍是制备溶血素的最佳抗原#但用
!."-

代替
8."-

免

疫家兔制备的溶血素成本低#效价高#实验效果明显#能满足医

学生实验教学的需求#另外虽然家兔耳缘静脉注射红细胞悬液

的免疫方法#易操作#家兔不良反应少#先皮内全血注射后耳缘

静脉接种的方法的确是制备高效价溶血素优选的免疫程序#但

是#在相同免疫程序下#如何解决兔抗
0!."-

血清效价不及兔

抗
08."-

高的问题#笔者也希望在今后的研究中进行探索和

改进)
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