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第三部分  病毒学实验方法 
 

病毒是微生物中体积 小的一种，绝大部分在普通光学显微镜下不能看到，需用电子显

微镜才可查见。由于病毒具有严格的寄生性，必须在易感的活组织(细胞)中才能增殖，故通

常将其接种于动物(小鼠、家兔及猴等)、鸡胚胎或组织(细胞)中使之增殖，但并非所有标本

均需依次接种于动物、鸡胚胎或组织培养中进行病毒的分离鉴定，而是根据具体情况而定。

有些病毒在寄生的细胞内增殖后可导致细胞病变，或可在受感染的细胞内形成形态学上特异

的斑块，称为包涵体，此可用普通光学显微镜检视。 

病毒性疾病常用的血清学检查法为血凝抑制试验、补体结合试验及中和试验。近年来，

随着科学技术的进展，在原有血清学检查技术的基础上，又建立了具有特异性强且敏感性又

较高的新的血清学检测法，如荧光抗体检测技术，酶联免疫检测技术—EILSA 及固相放射免

疫技术等，在实际工作中，可随检查目的的不同而选不同的方法。 

 

 

实验十五   病毒感染后的形态学观察 

 

    一、电子显微镜技术 

    病毒体积微小，不仅肉眼看不见，即使是分辨率 好的光学显微镜也只能看到个别的大

病毒。20 世纪 30 年代初电子显微镜的发明，扩大了人们的视野。在电子显微镜下，不仅能

观察到各种病毒的外观，且可看清其结构。为了观察病毒与细胞的关系。一般将接种病毒的

组织（细胞）培养固定，包埋后进行超薄切片，染色后进行观察；为观察病毒形态与结构，

可用磷钨酸负染法。 

    (一)磷钨酸负染法 

    磷钨酸负染法是利用重金属盐类溶液处理生物标本，使它在电镜下呈现出良好的反差。

经此种染色处理的生物标本。在电镜下与正染色相反，观察到的不是亮环境下的黑色物象而

是暗背景(重金属染液)下的亮象(物体)。 

    【材料】 

    (一)病毒悬液。 

    (二)染液：磷钨酸盐(钠、钾) 

    (三)铜网 

    【方法】 

    (一)用吸管吸取少量病毒悬液，直接滴在铜网上，一般每份标本 3-4 个铜网。待 3-5 min

后吸去悬液或用小片滤纸吸干。然后用另一吸管吸染液滴于铜网上，待 2-3 min 吸去多余染

液，待自然干燥后即可进行电镜观察。 
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    (二)电镜观察： 

  1．形态：电镜下病毒有球形，杆形和蝌蚪形等。粘病毒呈杆状或多形态，腺病毒和小

RNA 病毒属球形，噬菌体呈蝌蚪形。应用电镜技术也可准确的测量病毒体的大小。一般无

胞膜病毒大小比较一致；有胞膜病毒则变动较大，对这类病毒的大小测定，应求其平均值。

病毒大小使用的单位为毫微米即纳米(nm)，可按公式计算： 

病毒体大小(nm)=
病毒体直径(nm)

×106 
放大倍数 

2．结构：一般而言，大部分球形病毒属立方体对称，大部分杆形病毒属螺旋对称。如

腺病毒和小 RNA 病毒呈 20 面对称；流感病毒则呈螺旋对称。电镜还可观察病毒有无胞膜

及亚单位结构。 

    (二)病毒感染组织的超薄切片（略） 

    二、病毒包涵体的观察 

    在某些病毒感染的细胞内，经染色后，常可在其细胞浆或核内的局部见到一些嗜酸性或

嗜碱性的染色改变，称为包涵体。病毒感染形成的包涵体，因在组织细胞内定位不同及其本

身的嗜染色性不同而具有诊断价值(如狂犬病病毒包涵体位于脑神经细胞浆内，腺病毒包涵

体位于感染的细胞核内，而巨细胞病毒包涵体则可在胞浆和核内发现)。 

    【材料】 

    (一)巨细胞病毒 

    (二)传代人胚肺纤维母细胞培养小瓶 

    (三)苏木精一伊红染色液 

    (四)Borin 固定液 

    【方法】 

    (一)将巨细胞病毒接种于有盖玻片的传代人胚肺纤维母细胞培养小瓶中，37 ℃孵育，

待其出现 80-100％细胞病变后，取出盖玻片,在生理盐水中漂洗 2 次。 

    (二)用 Borin 固定液将上述漂洗后的盖玻片固定 20-30min。再用生理盐水冲洗 2次。 

    (三)苏木精伊红染色。 

    (四)用光学显微镜在低倍镜或高倍镜观察：在巨细胞病毒感染的人胚肺纤维母细胞核内

有嗜酸性包涵体(有时亦可嗜碱性)，包涵体周围可有与核膜明显区分的不着色的一轮晕。一

个核内大多有 1 个包涵体，但亦有 2-3 个的。胞浆内可有境界不明的较小嗜碱性包涵体．但

诊断意义不大。 
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实验十六  病毒组织培养及病毒对细胞致病作用的观察 

 

 病毒与细菌不同，它必须依赖宿主细胞才能增殖。50 年代开始广泛应用组织（细胞）

培养法分离鉴定病毒。常用的方法是单层细胞培养法及组织块法。二者皆能在显微镜下直接

观察正常细胞的形态，在未接种病毒前，细胞通常一般分为梭形(成纤维样)及多角形(上皮

样)二类。 

一、原代人胚肾单层细胞制备 

    原代细胞为直接采自动物或人组织如人胚肾、人羊膜、猴肾等。人胚肾为实验室常用的

组织。 

    【材料】 

    4-6 个月龄新鲜的人工流产胎儿(水囊引产或早产儿)。 

    Hanks 氏液、0.25％胰酶、营养液(含 10％小牛血清，0.5％水解乳蛋白 Hanks 液)、三抗

(青霉素、链霉素、卡那霉素)。 

    5.6％碳酸氢钠溶液 

无菌培养小瓶、三角烧瓶、吸管、眼科小剪刀及小镊子、橡皮塞。 

    【方法】 

    整个操作过程要求严格无菌。 

    (一)取胚肾：流产胎儿取俯卧位，用 3％碘酒消毒背部及臀皮肤，剪开脊柱两侧皮下组

织，自肋缘下剪开骶嵴肌，钝性分离拉开切口，用止血钳或镊子夹取肾脏．分离肾周组织，

取出肾脏放人无菌平皿中。 

    (二)剪取皮质：将肾包膜剥去，用眼科剪刀从肾表面剪取皮质，除去髓质。将皮质置营

养小瓶内，剪成 1-3 mm3 小块，用 Hanks 氏液洗数次，直至液体清晰为止。 

    (三)消化：将组织小块移入三角烧瓶内，加 0.25％胰酶 10 ml，同时加入 0.1 ml 三抗溶

液，将 pH 调至 8.0 左右置 4℃冰箱消化 18 h 左右。取出后用 Hanks 氏液轻轻洗 3 次，以除

去剩余的胰酶溶液。 

    (四)分散细胞：加入营养液 10 ml，用刻度吸管吹打，直至组织块细小至不可见，全部

成为分散细胞为止。 

(五)细胞计数：吸 0.1ml 细胞悬液，加入 0.9 ml Hanks 氏液，混 后吸出少量悬液滴入

血球计数板，在低倍镜下计数，并按下列公式计算每 ml 细胞数。 

4 大格细胞数
×10,000×10＝每 ml 细胞数 

4 

    (六)细胞分装及培养：将已计数的细胞悬液，用营养液稀释至每毫升含 40-50 万细胞。

将此细胞悬液分装入培养小瓶，每瓶 l ml，用塞紧瓶盖，充分摇 后 37 ℃温箱静置培养，

以后每日观察细胞生长情况。一般于次日即可见细胞贴于瓶壁，3-7 天长成单层后可供使用。 
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二、Hela 细胞的培养法 

    肿瘤组织经过多次传代后可建立传代细胞系，这种细胞能无限期传代。Hela 细胞来自

子宫颈癌组织，对多种肠道病毒及腺病毒均敏感，故可用于这类病毒的分离。 

    【材料】 

    传代 Hela 细胞系培养瓶，0.25％胰蛋白酶 

    营养液、5.6％碳酸氢钠 

    无菌培养小瓶，三抗(青霉素、链霉素、卡那霉素)、吸管 

    【方法】 

    (一)除去传代 Hela 细胞培养瓶中的营养液。 

    (二)加入 5 ml 0.25％胰蛋白酶溶液 37℃孵育 1～2 min 

    (三)翻转细胞瓶，使细胞生长面在上，胰蛋白酶溶液在下，继续孵育 5-10 min。 

    (四)除去胰蛋白酶溶液，加入原量的含 10%小牛血清的营养液，用 10 ml 吸管吹打分散

细胞。 

    (五)用营养液按原量作 3 倍稀释，然后用 lml 吸管分装培养小瓶，使每小瓶含 lml 细胞

悬液，并置 37℃培养。 

单层细胞的生长： 

    培养 24 h 后，Hela 细胞贴于玻璃管壁。表现为单个或 2-3 个细胞聚集成的小岛。随后

细胞开始分裂繁殖，一般 3-7 天长成单层。Hela 细胞的形态为多形的上皮样细胞。 

 三、病毒对细胞致病作用的观察 

    【材料】 

    Hela 细胞培养小瓶 

    脊髓灰质炎病毒毒种，腺病毒毒种 

    细胞维持液(含 2.5％小牛血清 Eagle 营养液，其中含有青霉素、链霉素、卡那霉素各 100 

ug/ml pH 调至 7.4-7.6)，1 ml 吸管。 

    【方法】 

    (一)接种病毒 

    1．选择生长良好的 Hela 细胞培养小瓶，分试验组(接种病毒)和正常细胞对照组(不接种

病毒)。 

    2．试验组：倾去营养液，每瓶加入维持液 0.9 ml，然后接种已稀释的脊髓灰质炎病毒

液或腺病毒液 0.1 ml。 

    3．正常细胞对照组：倾去营养液后，每瓶加维持液 l ml。 

    4．置 37℃培养，接种 24 h 后，逐日观察结果。 

    5．接种病毒附注意事项： 

    (1)接种病毒时需要两个人配合，严格无菌操作。 
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    (2)接种病毒时应将吸有毒种的吸管伸人到培养小瓶内，然后轻轻地吸吹毒种，切不可

将毒种污染环境。 

    (3)吸毒种的吸管应及时放入消毒缸内。 

    (二)病毒感染细胞的指标： 

    1．pH 变化： 

    正常细胞代谢时能分解糖类产酸，使维持液中酚红指示剂由红色变黄色。但某些病毒增

殖后影响正常细胞代谢，降低了细胞分解代谢产酸的作用，因此维持液 pH 值下降慢于正常

细胞。这种差别是病毒在细胞中增殖的一个指标。 

    2．细胞病变： 

    细胞受病毒感染后，由于病毒的增殖，使细胞形态学上产生病理性改变，不同病毒引起

细胞病变的特征有所不同，依次可识别病毒，举例如下： 

    (1)脊髓灰质炎病毒：细胞变圆、缩小，细胞之间可有拉丝，折光性强，病变细胞分散

较均 ，不成堆聚集，视野较干净。 

    (2)腺病毒：细胞肿大变圆，常见的 3、7、11 型可有折光性很强的粗大颗粒．细胞聚集

成葡萄状，细胞层间可见明显撕裂现象。 

    (3)疱疹病毒：细胞肿大变圆，边缘较薄有时有拉丝现象，并可有比一般病变细胞大数

倍的大圆形细胞及多核巨细胞。病变细胞之细胞膜，细胞浆，细胞核层次较清楚，可见分成

三层的靶形病变细胞。 

    细胞病变的程度用“+”表示： 

    0：表示无细胞病变。 

+表示 25％的细胞病变。 

++表示 25-50％的细胞病变。 

+++表示 50-75％的细胞病变。 

++++表示 75-100％的细胞病变。 
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实验十七 病毒的半数组织感染量（TCID50）和蚀斑分析 

 

病毒感染机体以后，或进行复制大量增殖，或被宿主免疫系统识别 终被清除，或者以

某种方式形成潜伏性感染。病毒感染以后对宿主造成怎样的影响，与病毒在机体中的复制水

平密切相关。因此采取合适的临床样本，进行病毒分离或定量分析，对临床鉴定诊断和确定

病程进展具有重要的参考意义。目前定量病毒滴度的方法有很多种，例如利用病毒感染后细

胞形态和特性发生改变的方法有病毒半数组织感染量（TCID50）分析、病毒蚀斑分析（Plaque 

assay）、病毒诱导细胞转化分析等，以及其它如利用病毒对红细胞凝集能力、PCR 技术对病

毒核酸、免疫印迹对病毒抗原进行定量分析等。本实验主要介绍两种常见的病毒定量技术，

病毒 TCID50 的测定和病毒蚀斑形成分析。 

 

一、病毒 TCID50 的测定 

病毒感染和增殖以后，如何确定病毒滴度的变化？如果病毒感染导致细胞呈现在显微镜

下肉眼可辨的细胞病变效应（CPE），或者利用其它实验仪器和设备可以定量测定细胞被病

毒感染后的明显变化。则可以通过测定病毒半数组织感染量（TCID50）的方法进行确定。

本实验以肠道病毒 EV71 为例，对测定的原理和操作过程予以说明。 

【原理】病毒感染细胞后常导致细胞出现病变（CPE）。含病毒样品经一系列稀释之后，

比如将待测病毒样品连续按 10 倍稀释。然后取等量体积的病毒液分别感染敏感单层细胞，

观察病毒感染 3-4d 后，出现 CPE 的细胞孔的数量和比例。通过观察或测定每一个稀释度诱

导细胞病变的能力。然后经统计分析，可以确定病毒 TCID50。 

【材料】RD 细胞（横纹肌肉瘤细胞）、DMEM+10% FBS 的完全培养基、不含胎牛血清

的 DMEM 培养基、96 孔细胞培养板、移液器、细胞培养箱等。 

【方法和步骤】 

1. 单层细胞的准备： 

1) 将测定用的 96 孔板四周所有孔（共 36 孔）加入无菌三蒸水各 100ul。 

2) 用胰酶消化细胞，显微镜下用细胞计数器对细胞进行计数，然后用 DMEM 完全培

养基稀释细胞悬液，将细胞密度调整为 2×105 细胞/ml。在 96 孔板中央区域的孔中，加入

100ul/孔稀释好的细胞悬液。 

3) 静置后放入培养箱中，37℃和 5% CO2 培养过夜（24 h），形成 80-90%汇合的细

胞单层。 

2. 病毒样品的稀释和感染细胞： 

1) 将待测病毒样品以无血清 DMEM 培养基连续按 10 倍稀释，依据原病毒液可能的

滴度连续稀释 7-8 个稀释度； 

2) 弃单层细胞培养上清液，加入病毒稀释液，每个病毒稀释度至少加入 5-10 孔细胞
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中； 

3) 将加有病毒的细胞重新置于 CO2 细胞培养箱培养，让病毒感染 1-2h，期间每隔 30

分钟轻柔混合病毒稀释液，使病毒充分接触并感染细胞； 

4) 病毒感染细胞后，用移液器吸弃病毒稀释液。重新加入 DMEM+10%FBS 的完全培

养基 100ul/孔，然后放入细胞培养箱中培养 3 天。 

3. 细胞病变的观察： 

细胞经病毒长时间感染以后，是否产生 CPE,需要利用显微镜对细胞状态进行观察，利

用未被病毒感染的细胞为对照，观察不同稀释度病毒是否导致出现 CPE（图 17-1），以及出

现 CPE 的细胞孔的数量，出现 CPE 的以“+”标记，反之标记为“”。并计算出现 CPE 的细胞

孔数量占这个稀释度感染细胞孔的百分比。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 17-1 显微镜观察细胞形态变化，确定细胞被病毒感染后是否出现细胞病变（CPE） 

 

 

【附录】细胞 CPE 百分比的定量和统计可选方法：细胞 CPE 的变化也可以利用其它方

法反应出来，如加入 MTT（3-(4,5)-dimethylthiahiazo-2-y1)-3,5-di phenytetrazolium bromide, 噻

唑蓝）试剂，然后通过测定细胞代谢 MTT 的能力，利用比色仪器测定细胞吸收光密度

（OD570nm 值）变化，来确定细胞病变的程度。MTT 是人工合成的化合物，可以被细胞线

粒体酶分解形成深蓝色物质甲瓒（Formazan），细胞病变或死亡后，MTT 不能被转化，表现

为 OD 值无明显增加，因此通过比色能客观反映细胞病变的程度。细胞病变后加入 10ul MTT

溶液 (5.0 mg/ml 溶于 PBS 缓冲液），继续培养 2-4h, 用 DMSO 溶解细胞中的甲瓒，10-30min

后测定 OD570nm 值。则细胞 CPE%可以利用算式： [1(病毒感染细胞 OD570nm/正常

OD570nm)]×100% 进行计算。相对来说，通过仪器测定获得的结果，由于避免了肉眼观察 CPE

的主观性，获得的结果更为客观。 

4. 病毒 TCID50 的统计和计算：  
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根据病毒感染细胞出现 CPE 的细胞孔数量，计算病毒在某一个稀释度的 CPE%。如图

17-2 举例，稀释 106 倍时导致 CPE 为 3 孔，计 60%CPE；稀释 107倍时导致 CPE 为 1 孔，

计 20%CPE，然后根据不同稀释度累计诱导 CPE 百分比（CPE%）的量进行统计，计算病毒

TCID50。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 17-2 病毒诱导细胞 CPE 的计算和统计 

 

 

病毒不同稀释度诱导细胞 CPE%的累计统计和计算病毒 TCID50，可以按照下列方法进

行计算： 

1.介于导致细胞 50% CPE 的两个病毒稀释度之间的均衡距离（Proportionate distance， 

PD）PD 值的计算：PD=(CPE%大于 50%CPE 的稀释度-50%)/(CPE%大于 50%CPE 的稀释度-CPE%小于 50%CPE 的稀释

度)。如上图, PD=(60%-50%)/(60%-20%)=0.25； 

2. 计算导致细胞 50%CPE 的滴定终点（50% end point）值：该值为 CPE%大于 50%的

大稀释度的对数值(对数的底数取决于梯度稀释时连续稀释倍数，如图 17-2 以 10 为倍数

连续稀释，则底数为 10)，如上图滴定终点值为 log(10-6)=6； 

3. 计算滴定终点到均衡距离之和 S：如上图为：S= 60.25 = 6.25； 

4. TCID50 计算: Log TCID50=106.25, 则 TCID50=1.78×106; 

5.采用原病毒液的体积：比如我们用 10l/孔病毒液感染细胞； 

6. 后计算 TCID50/ml=(1000ul/10ul)×1.78×106=1.78×108。 

 

二、病毒蚀斑分析（Plaque assay）实验 

病毒感染和增殖以后，确定病毒滴度的变化，一些病毒除可以用上述病毒半数组织感染

量（TCID50）的方法进行确定外(这类病毒感染将导致细胞出现肉眼可见的 CPE 或利用其它

方法检测细胞 CPE 变化，如 MTT 法等)。如果有些病毒感染细胞后可导致细胞裂解，则可
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以通过测定病毒经连续稀释后，诱导细胞形成蚀斑的数量来进行病毒的定量。蚀斑的形成一

方面可以用于病毒定量分析，另外病毒的蚀斑特征还是研究病毒性质重要内容。下面同样以

肠道病毒 EV71 为例，来说明病毒蚀斑分析的一般实验流程。 

【原理】 病毒蚀斑分析主要适用于那些病毒增殖以后可以导致细胞裂解的病毒定量分

析和特征研究。病毒感染敏感单层细胞后，去除未感染游离病毒，然后利用固定覆盖物（如

琼脂糖、羧甲基纤维素等）限制感染和进一步增殖的病毒在细胞间随意扩散。由于细胞被病

毒感染裂解后形成空斑，所以有的文献中也称病毒空斑分析。一个空斑对应着来源于一个有

感染活性的病毒，计为一个蚀斑形成单位（Plaque forming unit, PFU）。病毒裂解细胞后形成

的空斑可以用多种染料，如中性红、结晶紫、MTT 等进行着色区别。由于活细胞可以被上

述染料着色，而裂解后的死细胞不被着色，因而形成肉眼可见的空斑。实验原理和流程见图

17-3。 

【材料】 无菌吸头、移液管，六孔细胞培养板或 6cm 细胞培养皿，用 3dH2O 配制并灭

菌的 1.2％低熔点琼脂糖、新鲜配制的 0.1％中性红（中性红储存液配制：0.5g 中性红粉末放

入 50ml 的 3dH2O 中（1.0％），在 37℃中温育 30min，让粉末完全溶解，然后用 3M 滤纸过

滤，室温避光保存；新鲜工作液配制：用 0.9% NaCl 稀释上述 1.0%中性红储存液成终浓度

0.1%的使用液。注意不能用 PBS (PH 7.4)等偏碱性等渗透溶液溶解中性红，否则颜色会变成

黄色，也不要低温长期储存和光照，否则易形成沉淀。）或 0.5%结晶紫（0.1g 结晶紫溶解在

100ml 福尔马林-PBS 溶液中，用 3M 滤纸过滤，4℃储存备用）、或用 PBS 缓冲液配制的

MTT(5mg/ml， 0.22um 膜过滤除菌)；DMEM+10%FBS 完全细胞培养液；低血清浓度的

DMEM 培养基（2×DMEM+4.0％FBS 细胞培养液），无血清 DMEM 培养液。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 17-3 病毒蚀斑分析 
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【方法和步骤】 

1. 单层细胞的准备： 

1) 用胰酶消化细胞，显微镜下用细胞计数器对细胞进行计数，然后用 DMEM 完全培

养基稀释细胞悬液，将细胞密度调整为 5×105细胞/ml。在 6 孔板中加入 2.0 ml/孔稀释好的

细胞悬液。 

2) 静置后放入培养箱中，37℃和 5% CO2 培养过夜（24h），形成 90-100%汇合的细

胞单层。 

2. 病毒样品的稀释和感染细胞： 

1) 将待测病毒样品以无血清 DMEM 培养基连续按 10 倍稀释，依据原病毒液可能的

滴度连续稀释 7-8 个稀释度； 

2) 弃单层细胞培养上清液，加入病毒稀释液，每孔细胞中加入病毒稀释液 0.5 ml； 

3) 将加有病毒的细胞重新置于 CO2 细胞培养箱培养，让病毒感染 1-2h，期间每隔 30 

min 轻柔混合病毒稀释液，使病毒充分接触并感染细胞； 

3. 低熔点琼脂糖覆盖物的准备和覆盖病毒感染细胞 

1) 病毒感染后，用移液器将没有吸附的游离病毒吸出弃去； 

2) 在 50ml 离心管中，轻柔混合 1.2%琼脂糖溶液和 2×DMEM/F12+4％FBS 培养基以

免产生气泡，然后每孔加入 2ml 低血清 0.6%琼脂糖覆盖物。 

注意：在病毒感染期间，准备好琼脂糖覆盖物：下面是一块 6 孔板的用量（每孔需加入

覆盖物 2.0 ml,可根据使用细胞板的数量按比例适当调整）：7.0 ml 的 2×DMEM +4％FBS 培

养基于 50ml 无菌离心管中放置于 37℃水浴箱中温育，7.0 ml 灭菌的 1.2%琼脂胶放在 42℃

水浴（用 3dH2O 配制的 1.2%琼脂糖提前高压灭菌，放在微波炉里融化，然后在 42℃温育，

使用时拿出与 2×DMEM + 4％FBS 培养基混合，制成终浓度为 0.6%的琼脂糖凝胶覆盖物）；

注意稍微加快操作，不要耽误太久，10-15 min 内完成覆盖的操作，以免琼脂糖凝固。 

3) 将加有覆盖物的细胞培养板放置于室温 10-20 min，待琼脂糖凝固，然后把它放回

细胞培养箱中，继续培养 3 天。 

4. 蚀斑染色和计数 

1) 病毒感染细胞并培养 3 天后，在每孔中加入 0.5 ml 新鲜配制的 0.1%中性红等渗溶

液，然后立即放回 37℃培养箱中继续温育 4-6 h。 

2) 小心拿出六孔细胞培养板，轻柔除去琼脂糖覆盖物和染色液，晾干后计数蚀斑。 

 

【附录】其它染色方法 

病毒蚀斑还可用含 0.5%结晶紫的福尔马林溶液，或者 MTT 溶液染色，然后按上述类似

方法去除覆盖物和染色液，计数蚀斑。用 MTT 染色还可以通过挑取蚀斑来分离纯化病毒。 
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5. 病毒滴度的计算 

用 PFU/ml 的方式计算病毒滴度：病毒滴度用 PFU 来表示，因为我们感染病毒用的是

500ul 的稀释病毒溶液，所以 PFU 用以下公式计算： 

PFU/ml=蚀斑数×蚀斑计数的孔对应的病毒稀释倍数×1000/500 

例如：如果我们计数蚀斑的孔对应病毒稀释的倍数是 105，蚀斑的数量是 20，即病毒滴

度为：PFU/ml=20×105×（1000/500）=4×106 PFU/ml。 

 

 

 

思考题： 

1. 如果采用 MTT 法，通过测定病毒感染细胞后 OD 值变化，来确定病毒诱导细胞 CPE 的

百分比， 后如何计算病毒样品的 TCID50/ml 值? 

2. 有哪些实验因素会影响病毒 TCID50和 PFU 的 终测定值？ 

3. 同样是病毒滴度的定量分析，比如测定同一个 EV71 病毒样品， 后获得的这个病毒样

品 TCID50 和 PFU 值之间有无关系？ 

4. 按照测定病毒 TCID50 的操作方法，书写测定一个病毒样品的完整实验报告。 

 

 

（编写：龙健儿） 
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实验十八   病毒感染后血清抗体测定 

 

病毒侵入机体后，刺激机体产生免疫反应，并在血液中出现抗体，抗体在机体内可持续

存在一定时期。因此，应用已知病毒测定抗体的存在和滴度，就可以协助诊断是否有病毒感

染。如果只采取恢复期的血清，即使测到抗体也只说明过去有过该病毒的感染，而不能确定

近的感染系由该病毒所引起。只有在疾病的早期和恢复期采取双份血清检测抗体，且恢复

期抗体较早期血清抗体效价升高四倍以上时，再结合临床表现，才有诊断价值。如能检测到

血清 IgM 抗体，则毋须双份血清，即可达快速诊断的目的。 

 

一、红血球凝集及血球凝集抑制试验 

    某些病毒或病毒的血凝素能选择地引起个别种类的哺乳类或禽类的红细胞发生凝集，此

即为红细胞凝集现象。这种红细胞凝集现象可被病毒(或其血凝素)悬液中加进特异性免疫血

清或病人血清所抑制，即为红细胞凝集抑制试验。在疾病发病早期和恢复期采取双份血清。

经检测，恢复期抗体较早期血清抗体效价升高四倍以上时，再结合临床表现，可作诊断依据。 

(一)血凝试验(红细胞凝集试验)（表 18-1） 

    【材料】 

    1．流感病毒鸡胚尿囊液：将流感病毒接种于 9-11 天胚龄的鸡胚尿囊腔内(若初次分离

物应接种鸡胚羊膜腔内)。37 ℃孵育 48 h，随时观察胚蛋活动情况。温箱内应保持一定湿度。

48 h 后，鸡胚若处于濒死状态时即收取尿囊液，3000 r/min，离心 15 min，上清含血凝素。

血凝素在-30℃保存，可保持其活性几个月至几年。 

    2．红血球：取鸡血加入 2％枸橼酸盐水，其比例为 4:l，迅速混合，存放于 4 ℃冰箱，

时间不超过一周。使用前取红细胞悬液加 5-10 倍体积生理盐水洗涤三次， 后一次以 2000 

r/min 的速度沉淀 l0 min，洗涤后的红细胞按容积用生理盐水稀释成 0.5％悬液备用。 

【方法】 

    1．排列小试管 10 支，编号 

    2．按下列表顺次加入各种材料。 
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表 18-1  血凝试验操作方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注：各管血凝结果以+ + + + 、+ + + 、+ + 、+ 、± 、- 表示，自管底观察。 

 

一层红细胞均 铺于管底者为+ + + + 。 

基本同上，但边缘不整齐，有下垂趋向者为+ + + 。 

血球于管底形成一个环状，四周有小凝集块者为 + + 。 

血球于管底形成一个小团，但边缘不光滑，四周有小凝块者为 + 。 

血球于管底形成一个小团，边缘光滑圆润者为  。 

结果以 + + 为终点，亦即一个凝集单位。做血凝抑制试验时，4 个单位的血凝素即为 + 

+ 管向左移二管的稀释。如病毒的血凝稀释度为 1/640，则 4 个单位为 1/160，将鸡胚尿囊

液用 160 倍稀释即为 4 个单位。 

(二)血凝抑制试验（表 18－2） 

【材料】病人血清、流感病毒（4 个血凝单位）、0.5%鸡红细胞、生理盐水、试管、试

管架、1ml 吸管。 

【方法】 

    1．排列 11 支小试管，编号。 

    2．按下表顺次加入各种材料。 

    3．摇 ，置室温 60-90 min，按血凝结果标准判断观察结果，即在对照管均正常的情况

下，不出现血凝的 高稀释管的稀释倍数即为血凝抑制抗体的效价。 
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表 18-2  血凝抑制试验操作方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二、中和试验 

病毒中和试验是抗体在试管中的中和反应，通过易感动物，鸡胚培养或组织（细胞）培

养反映出来。原来病毒可对动物易感、鸡胚或组织（细胞）培养致一定病变，因经特异性抗

体中和而失去致病性。可用于检查病人血清中抗体的增长，也可以用来鉴定未知病毒。常用

于流行病学调查，在诊断一般疾病时不常用。试验时将病人血清作一系列递倍稀释后加入定

量的已知病毒，作用一定时间后，接种于易感动物、鸡胚或组织（细胞）培养系统中，观察

一段时间。如果易感动物不发病死亡、或鸡胚不死、或组织（细胞）培养不出现病变，则表

示该病人血清中含有一定量的特异性中和抗体。说明病人曾经历过该病毒的感染。 

    【材料】脊髓灰质炎病毒 I 型、病人血清、Hela 细胞培养小瓶、细胞维持液：含 5％小

牛血清 Eagle 液。 

    【方法】 

 (一)病毒液制备 

1．接种：将已知 I 型脊髓灰质炎病毒分别接种 Hela 细胞 3-5 瓶，病毒液 l ml 加维持液

9 ml/瓶。 

2．培养：37 ℃温箱 

    3．收获：一般培养 l～3 天，细胞病变达++++时收获细胞培养液。 

    4．离心：将收获的病毒液经 2000 r/min 15 min 离心沉淀，去除细胞碎屑，混 。 

    5．分装：将混 病毒分装成 l ml 管，同时作无菌试验，证实无菌后冰冻保存。作病毒

滴定用。 



 

 75

(二)病毒滴定：（参见实验十七） 

(三)中和试验步骤： 

    1．固定病毒：在中和反应中，通常用病毒滴度为 100 TClD50。一个 TClD50 是指，如 10-4.5

即一个 TCID50，如 l0-2.5 为 100 个 TClD50。例如，病毒滴度为 100 TCID50，具体稀释度为 l:316 

(查反对数表) 

    2．稀释血清：先将血清 56℃ 30 min 灭活补体，然后用细胞维持液将血清作不同的稀释

度稀释 l:10，1:40，l:160，1:640，1:2560 

    3．加病毒：将含 100 TCID50 的病毒与各稀释度的血清等量混 ，置 37℃水浴作用 2 小

时，然后分别吸取每个稀释度的血清与病毒的混合物 0.2 ml 接种于加有 0.8 ml 维持液的细

胞培养管中，每个稀释度种 2 管．同时做下列对照： 

    病毒对照       0.1 ml 病毒+0.9 ml 维持液 

    血清对照       0.1ml (1:10)血清+0.9 ml 维持液 

    细胞对照       加 1 ml 维持液     

    4．结果判定：接钟后每天或隔天观察细胞病变，第 7 天判定 后结果。 

    一般病毒对照于第 2 天出现+～++病变，3-5 天达++++病变，细胞对照及血清对照为阴

性(极少数 l:5 血清对细胞有毒性，但能与特异性病变相区别)。待试血清 高稀释度能抑制

50％细胞病变出现即为该血清中和抗体的效价(2 管中有 1 管未出现病变者)。 

 

举例： 

表 18—3 中和试验结果判断 

血清释稀倍数 试验管 病毒对照 细胞对照 血清对照 

1:10 ○  ○ ●  ● ○  ○ ○  ○ 

1:40 ○  ○    

1:160 ●  ○    

1:640 ●  ●    

1:2560 ●  ●    

注："○″－无细胞病变；   "●"－有明显病变(+ +以上)。 

    试验血清中和抗体效价为 1：160。 

 

 



76 
 

实验十九  酶联免疫吸附试验(ELISA)检测乙型肝炎 

病毒表面抗原(HBsAg) 

 

    酶联免疫吸附法，应用酶标记抗-HBs 检测乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)或酶标记

HBsAg，检测表面抗体(抗-HBs)。 

    本实验系采用酶标记抗 HBs 检测乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)，即待测乙型肝炎患者

的血清标中是否含 HBsAg。 

    1．包被：将纯化的抗-HBs IgG，用包被液(pH9.5，0.05 mol/L Na2CO3-NaHCO3 缓冲液)

稀释，加至聚苯乙烯塑料小管中，每管 0.1 ml，放入湿盒内 4℃、24-48 h 弃包被液，用洗涤

液(pH9.0，0.02 mol／L Tris-Tween20 缓冲液)洗 3 次，每次 5 min，吸干待用。 

    2．加样：每管加待测标本 0.1 ml(每组做 1 号及 2 号标本各 1)，同时加已知阴性、阳性

对照各 1 管。置 37℃ 2h，吸干样品，用洗涤液洗 4 次，吸干。 

    3．加酶结合的标记抗体：每管加酶标记抗-HBs 0.1ml，置 37 ℃ 1h。用洗涤液洗 4 次，

吸干。 

    4．加底物：每管加底物 0.lml，置 37 ℃ 0.5 h。 

    5．终止反应：每管加终止液（1 mol/L H2SO4) 1 滴终止反应，肉眼观察结果，或用紫外

分光度计读数，作定量检测。 

 

表 19—1 酶免疫一步法检测 HBsAg(TMB快速法)*试剂盒组成： 

1．微孔反应条               12 孔×4       6．显色剂 A     1 瓶 

2. 酶联试剂                  1 瓶          7．显色剂 B     1 瓶 

3. 阳性对照                  1 瓶          8．终止液       l 瓶 

4．阴性对照                  1 瓶          9．封片        数片 

5．洗涤液(使用时 1:25 稀释)  

*药盒由上海实业科华生物技术有限公司提供 

 

    操作程序： 

    1．每孔加入待测标本 100µl 设阴、阳性对照各 2 孔，每孔加入阴性对照或阳性对照各

2 滴，并设空白对照 1 孔。 

    2．每孔加入酶联试剂 1 滴(空白对照孔除外)，充分混 ，封板，置 37℃孵育 30 分钟。 

    3. 手工洗板：弃去孔内液体，洗涤液注满各孔，静置 5 秒钟，甩干，重复五次后拍干。 

    4．每孔加显色剂 A液、B 液各 l滴，充分混 ，封板，置 37℃孵育 15 分钟。 
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    结果判断： 

比色法(波长 450 nm)：每孔加入终止液 l 滴，混 ，先用空白孔校零，然后读取各孔

OD450nm 值。 

 

样品 OD 值 
≥2．1 判断为阳性，否则为阴性。 

阴性对照平均 OD 值 

    【备注】阴性对照 OD 值低于 0.05 作 0.05 计算，高于 0.05 按实际 OD 值计算。 

     

注意事项： 

    1．使用前试剂应摇 ，并弃去 1-2 滴后垂直滴加。 

    2．试剂盒应置 2-8 ℃中保存。 

    3．从冷藏环境中取出的试剂盒内部分瓶装试剂及待测标本所需微孔条应置 37 ℃平衡

30 分钟后方可使用。余者应及时封存于冰箱中以备后用。在平衡试剂的同时，待测标本需

置室温平衡 30 min 后再行测试。 

  4．待测标本不可用 NaN3 防腐。 

  5．结果判断须在 10 min 内完成。 

  6．不同批号的试剂不可混用。 

  7．封片不能重复使用。 

  8．如需稀释标本，请用小牛血清稀释。 

 


