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至于原文中的野蛇舌形虫冶与引起人类鼻咽舌形虫病的锯齿
舌形虫 渊Linguatula serrata冤 相比较袁 前者大小 3.37 cm伊0.26
cm袁 体圆柱型袁 后者雌虫渊8.0耀13.0冤 cm伊渊1耀2冤 cm袁 雄虫
渊1.8耀2冤 cm伊渊0.3耀0.7冤 cm咱6暂袁 若虫渊0.34耀0.65冤 cm伊渊0.8耀1.52冤
cm咱9暂袁体纺锤形尧 前宽后窄袁 背略隆起尧 腹扁平遥 两虫大小和
体形迥异袁 且至今全球在患者鼻腔中检获成虫仅 2例袁 人是锯
齿舌形虫的异常终宿主袁 若虫一般不在人体内成熟 咱3暂遥 综上分
析比较袁 原文中的病原袁 既非蛇舌状虫又非锯齿舌形虫袁 鉴定
错误遥 根据原文记述袁 该患者务农袁 故本文作者推测患者很可
能在稻田喝生水袁 病原野蛇舌形虫冶应是入侵鼻腔的蚂蝗遥
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揖Abstract铱 A modified dye test with microplate was to be established to detect Toxoplasma antibodies with cell鄄

cultured Toxoplasma gondii. Numbers of stained and unstained tachyzoites were estimated in every 100 tachyzoites in each
well after dyeing with methylene blue. The dilution with 50% tachyzoites stained was used as final dilution. Better results
of the microplate dye test has been received when the concentration of tachyzoites in suspension reaches 109/ml with 1%
sodium citrate as accessory factor.
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揖提要铱 以细胞培养的方法传代弓形虫袁 建立微孔板弓形虫染色试验遥 血清与弓形虫虫体经孵育后袁 用碱性美蓝
染色袁 计数 100个虫体袁 记录染色与未染色虫体的比例袁 标本中 50%虫体着色的稀释度为终点稀释度遥 弓形虫悬液浓
度为 109/ml袁 辅助因子中含 1%枸橼酸钠时袁 弓形虫染色效果最好袁 微孔板染色试验的稳定性良好遥

揖关键词铱 弓形虫；染色实验；微孔板

A Modified Dye Test for Toxoplasma gondii Infection
XU Hui1 *袁 NI An鄄ping2袁 CUI Qing鄄tao2袁 HAO Ying2

1948 年 Sabin等咱1暂首次应用染色试验渊dye test袁 DT冤检测
弓形虫感染遥 该试验是弓形虫病特有的一种免疫反应袁 为补体

介导的中和试验遥 染色试验测定总抗体渊包括 IgM尧 IgG尧 IgA
等冤咱2暂袁 具有较高的敏感性和特异性袁 是弓形虫血清学检测的
金标准遥 传统染色试验使用的弓形虫是通过小鼠腹腔注射的方
式获得袁 采用试管法袁 操作复杂袁 且易混杂有鼠源性成份而影
响试验结果遥 微孔板染色试验通过细胞培养法获取弓形虫虫
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注院 野尹冶 着色袁 呈蓝色袁 野寅冶 未着色遥
图 1 微孔板弓形虫染色试验渊50%弓形虫着色冤

体袁 采用微孔板染色袁 具有稳定性好等特点遥 研究结果报告
如下遥

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂 弓形虫 RH株尧 绿猴肾细胞渊Vero冤购自
美国 NCCLS公司袁 RPMI 1640购自美国 Gibco公司遥 细胞培养
液渊1 000 ml袁 含 RPMI 1640 14.3 g袁 NaHCO3 3 g冤袁 过滤除
菌袁 使用前加入 5%热灭活的胎牛血清及 50%的葡萄糖 1.2
ml遥 健康人血浆来自健康献血者遥 弓形虫阳性血清来自 2004
年在协和医院就诊临床确诊的弓形虫急性感染患者 渊有明确的
接触史袁 ELISA检测其 IgM抗体滴度达 1颐1 080冤遥
1.2 碱性美蓝工作液 甲液为 1.6%美蓝渊美国 Sigma公司冤和
95%乙醇溶液袁 过滤后备用曰 乙液为 1.91%硼酸钠 0.3 ml袁
0.53%碳酸钠 9.7 ml袁 pH 11的缓冲液袁 使用当天取 60 滋l甲液
与 1 ml乙液混匀后作为碱性美蓝工作液遥
1.3 弓形虫悬液的制备 3 ml 绿猴肾细胞渊Vero冤 细胞与 1 ml
弓形虫 RH株混合袁 加入 20 ml培养液悬浮后接种于 75 cm2培
养瓶内袁 置于 37 益袁 5% CO2培养箱中培养遥 4 d后 Vero细胞
出现明显病变后进行传代培养遥 感染弓形虫的 Vero细胞 100%
出现病变时袁 释放出密集的弓形虫虫体遥 将悬液收集至 250 ml
离心管中袁 0.22 滋m 过滤器过滤收集弓形虫袁 900伊g离心 10
min遥 弃上清袁 生理盐水洗 2 次袁 将弓形虫悬液浓度调整至
107尧 108和 109个/ml备用遥
1.4 辅助因子的制备 采健康献血员 3 ml静脉血袁 分离血浆袁
血浆中分别加入 0.5%尧 1.0%和 2.0%枸橼酸钠作为辅助因子遥
1.5 微孔板弓形虫染色试验

1.5.1 微孔板弓形虫染色试验 采用棋盘法进行染色实验以确

定合适的弓形虫悬液及枸橼酸钠浓度遥 血清于 56 益灭活 30
min 渊以去除血清中非特异性抗弓形虫成份的干扰冤袁 取 25 滋l
于微孔板中倍比稀释袁 加入 50 滋l辅助因子及 25 滋l弓形虫抗
原悬液遥 分别设阳性对照尧 辅助因子及生理盐水对照孔遥 混
匀袁 37 益温箱渊REVCO袁 美国冤孵育 1 h袁 每孔加入 25 滋l碱性
美蓝工作液袁 充分混匀遥 室温放置 15 min 后观察结果遥 结果
判断标准院 生理盐水对照需 100%着色袁 辅助因子对照不低于
90%着色袁 阳性对照需 50%着色袁 均呈蓝色遥 计数 100 个虫
体袁 记录染色与未染色虫体的比例袁 以 50%虫体着色的稀释度
为终点稀释度遥
1.5.2 微孔板染色试验稳定性的检测 连续检测已调整好浓度

的阳性血清渊1 颐 256冤 20次袁 观察滴度的变化以检查该试验的
稳定性遥
1.5.3 微孔板染色试验检测范围的确定 用微孔板染色试验检

测不同稀释度的弓形虫阳性血清渊分别为 1 颐 8尧1 颐 64尧1 颐 512和
1 颐 1 080冤袁 以确定其检测范围渊检测步骤同 1.5.1冤遥

2 结果

2.1 弓形虫悬液浓度及辅助因子浓度的确定 镜下观察发现

当弓形虫悬液浓度在 109个/ml袁 辅助因子中枸橼酸钠浓度为
1%时弓形虫染色效果最好袁 50%的弓形虫着色呈蓝色袁 数量
也最合适渊图 1冤遥
2.2 微孔板染色试验稳定性检测 1 颐 256的阳性血清经 20次

检测袁 滴度波动在 1个稀释度之间袁 说明该方法具有良好的稳
定性遥
2.3 微孔板染色试验检测范围的确定 稀释的阳性血清渊1 颐 8尧
1 颐 64尧 1 颐 512和 1 颐 1 080冤标本进行检测袁 稀释至 1颐1 080仍为
阳性袁 说明其检测范围可以达到 1颐1 080稀释度遥

3 讨论

新鲜弓形虫滋养体与正常血清及补体混合后袁 用碱性美蓝
染色时着色很深遥 但新鲜弓形虫和免疫血清及补体混合后袁 着
色很浅或不着色遥 可能由于弓形虫受到特异性抗体和补体的协
同作用袁 虫体细胞变性袁 使虫体对碱性美蓝不易着色袁 血清稀
释度在 1 颐 4以上为阳性袁 1 颐 512及以上被认为是急性感染咱3暂遥

1948年 Sabin等咱1暂建立的弓形虫染色的标准方法是使用动
物腹腔培养弓形虫虫体袁 收获腹水作为弓形虫抗原袁 此方法延
用至 20世纪 90年代末遥 该方法局限性较多袁 需要动物进行弓
形虫的传代袁 收获的腹水可能因含有动物源性的成份而影响结
果遥 参照 Ashburn 等咱4暂及 Harry等咱5暂文献袁 作者等建立了改良
的微孔板染色试验袁 用细胞培养法收获虫体作为抗原遥 但由于
细胞培养液中含有镁离子袁 会激活补体的旁路途径袁 产生非抗
体介导的杀伤作用袁 因此需加入合适浓度的枸橼酸钠以去除镁
离子的干扰曰 辅助因子含 1%枸橼酸钠时染色效果最好袁 改良
的微孔板弓形虫染色试验具有良好的稳定性袁 该方法节约人
力尧 物力袁 可用于大规模试验检测遥
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