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小鼠巨细胞病毒实验性持续感染模型的建立
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提 要

应用小鼠 巨细胞病毒 株
,

经腹腔感染我国繁殖的 近交系小

鼠
,

在高剂量感染组
’

“ 。。 、

中剂量感染组 又 疾
‘

““ 。。 、

低剂 量感

染组 又 “
’

““ 。。 均可 引起感染
。

白感染后第 一 天
,

所有感染组鼠脾脏均可

帕分离到病毒
。

自第 天开始
,

高
、

中剂量感染组唾液腺中已可 肠分离到病毒 低

剂量感染组唾液腺中到 天亦可全部分离到病毒 中剂量感染组小鼠追踪至第 天
,

唾液

腺中仍 肠可分离到病毒
。

感染后第 天的小鼠唾液腺切片中
,

还可见到腺体细

胞核增大
,

核质疏松
,

有些细胞可见核内包涵体
。

本研究中全部对 照 小 鼠 均 未 分 离 到
,

说明本研究所用的 小鼠可进行实验 感染的研究
。

巨细胞病毒 属疙疹病毒科
,

是一种可 引起持续性感染的病毒
。

由于近交

系小鼠遗传背景清楚
,

实验条件可人为控制
,

小鼠巨细胞病毒 的实验感染模

型可重复出人巨细胞病毒 引起的各种人类疾病 ” , , 因此
,

动物 中
,

研

究最多的是
。

迄今
,

实验性感染模型在国外 已被广泛用于研究 感染

的病理变化
、

持续性感染
、

病毒的潜伏与复活 〔“ “
·

‘ 、

病毒感染引起的免疫应答及免疫抑

击等 ,
,

们 。

本文报道用国外引进的 标准毒株 株
,

经腹腔感染 邝 近交系小

鼠后
,

建立了小鼠唾液腺中规则持续带毒 天 以上的慢性持续性感染的动物模型
。

材 料 和 方 法

一 动物

近交系小鼠
,

鼠龄 一 周
,

体重 一
。

二 病毒

,

株由关国 八 引进
,

在原代鼠胚纤绍母细胞培养 ‘
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,

上增殖
,

滴度为 “ ” ’ 。 。

毒种经本实验

室在 上传代扩增后
,

滴度为 ‘’ “ 。 ,

定为
, , 。

三 的制备

怀孕 一 天普通昆明种小白鼠无菌剖腹
,

取出子宫
,

剥出鼠胚
,

剔去内脏后用

’液漂洗
,

加入 纬 胰蛋 白酶消化成单个细胞 , 在含 小牛血清
‘

液

含 谷氨酞胺
,

青霉素
、

链霉素和卡那霉素 中培养
,

℃

小时后长成细胞单层
,

形态主要为梭形纤维母细胞
。

四 实验感染

只 小鼠分成 个感染剂量组与 个正常对照组
。

高剂量组 只小鼠
,

每

只经腹腔注射 , , 。 二 相当于
“ ’

留 , 。

中剂量组 只小鼠
,

每只经腹腔

注射 。 , 班 相当于 ‘
’

合含 , 。 。

低剂量组 只小鼠
,

每只经腹腔注

射 稀释的 , , 相当于 “
’

。, 。。 。

对照组 只小鼠
,

每只经腹

腔注射仅含 小牛血清
产
液

。

感染组与对照组分房饲养以避免交叉感染
。

五 观察指标

发病或 及死亡
。

感染
、 、 、 、 、

天分批杀鼠 ,

各感染剂量

组与对照组各杀小鼠 只
,

分别取脾
、

唾液腺制成匀浆及全血接种 作病毒分离
。

标本接种后 一 天可见典型 的 病变
,

病变细胞呈局灶性肿胀
、

变圆
、

脱落
。

图
。

观察到第 天不出现者弃去
,

定为病毒分离阴性
。

取 感染后第

及第 天脾脏与唾液腺
,

经甲醛固定
,

石蜡包埋后作组织切片
,

染色
,

寻找核内与

胞浆内特征性包涵体
。

图 鼠 巨细胞病毒感染 后 出现折光性增高部分细胞脱落
犷五各, 鱿 典 ‘ 二。 , 卜。 作 ,

一 五
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结 果

一 发病或 及死亡

个不同剂量感染组小鼠经腹腔接种后第 一 天
,

出现呆滞
、

团缩
、

躬背
、

耸毛

等发病现象
。

在开始发病的时间上
,

组无 明显差异
。

所有小鼠在第 天 以后
,

均恢复

至外观正常
。

感染期间无小鼠因发病而死亡
。

二 唾液腺与脾脏的病理学观察

感染后第 天 的小鼠唾液腺组织
,

细胞核致密
,

显微镜检下形态与对照小鼠无明显

差异
,

核内
、

胞浆内均未见包涵体 图
。

感染后第 天 组小鼠唾液腺均可 见 腺

体细胞肿大
,

核质疏松
,

核仁明显可见
。

有些细胞内
,

并可见形态不规则
,

外周围有一

圈不着色 “ 晕 ” 的核内包涵体 图
。

还可见到融合细胞
。

图 对照鼠组唾液腺组织切片 染色
, 丫

感染后第 天与第 天小鼠脾脏中
,

与 细胞依赖区增殖旺盛 , 细胞核增大
,

核

质疏松
,

核仁明显可见
,

并有巨核细胞与融合细胞存在
。

核内与胞浆内未找见典型的包

涵体
。

对照小鼠唾液腺与脾脏中均未发现包涵体
。

三 脾脏中 的分离

感染后第 天
,

高剂量感染组 分离阳性
。

感染后 一 天
,

个感染

组均 邝 分离阳性
。

感染后第 天
,

仅在低感染剂量组 只小鼠脾脏 中分离到
, 而此时该小鼠唾液脉中病毒分离却为阴性

, 至感染后第 天
,

除中剂量感染组
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图 鼠 巨细胞病毒感染后第 天唾液旅组织旅体细胞核异常增大
、

核质淡染
,

箭

头所示可见核 内包涵体 染色 倍
只 芷 习主吕 了 斑

,

玲 宜 禅 玉 卜 、 主 宜刀

“ 云 手 。 。 ‘

只小鼠仍分离到 外
,

其余脾脏标本分离均为阴性
。

对照组小鼠脾脏中分离始终

阴性
。

图
。
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一量贾组

剂剂剂照高中低对

牛

一 ,

‘ 几

⋯
璐 口

共 城

、
人

狱丫盯
,沙

认
刀力布

,

件坦位﹄袍余啼婿

畜
丫

一
父

一
城

一护乓护弓孰砒 感染天数

图 三 种剂 量 经 感染小 鼠脾细胞分离阳性率示意图
, 主 一

刀 , 】卫 名

四 唾液腺中 的分离

自感染后第 禾起 , 中剂量感染组中
,

只小鼠唾液腺中分离到 , 同时 ,

这
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,

只小鼠全血标本中病毒分离也是阳性
。

感染后第 天
,

高剂量感染组
,

中剂量感染组 分离阳性
,

低剂量感染组则为阴性
。

从感染后第 天起
,

除

低剂量感染组小鼠在第 天时
,

分离率为 外
,

其余感染小鼠均 例百可从唾

液腺中分离到
。

中剂量感染组中
,

有 只小 鼠追踪至感染后第 天
,

唾液腺中

分离率仍为 阳性
。

对照小鼠唾液腺中分离始终阴性 图
。

⋯
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图 三 种剂量 经 感染后小 鼠唾液腺病毒分离 阳性率

五 全血标本中 的分离

全血标本仅在感染后第 天
,

中剂量感染组 只小鼠与低剂量感染组 只小 鼠中分

离到
。

高剂量感染组小鼠全 血标本分离全部阴性
。

对照组小鼠全血标本分离始终

阴性
。

讨 论

等‘ 曾用
·

“

致死剂量 与
‘ ’

。 亚致死剂量 唾液腺病

毒株
,

经腹腔感染 小鼠
,

发现在用
’

感染 小鼠后第

天
,

脾脏中即可测到低滴度的病毒
。

在感染后 一 天
,

脾脏 内 滴度达到高峰
,

第 一 天后 滴度下降
,

在感染后第 天时降为 护 脾重
,

至感染后第

天
,

病毒量显著减少
。

本文应用组织培养中增殖的病毒
,

感染我国繁殖的 近交系

小鼠获得成功
。

高剂量感染组小鼠在经腹腔接种后第 天内
,

从脾脏中分离

到
。

接种后第 一 天内
,

所有 组感染小鼠均 从脾脏中分离到
。

至

接种后第 天时
,

绝大部分小鼠脾脏中已分离不到
,

与 报道相符
。

等

报道
,

小鼠经 感染后的病毒血症主要出现在感染后的 一 天 内
。

本研

究中
,

仅在 感染后的第 天
,

从 只中剂量感染组与 只低剂量感染组小鼠的全
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血标木巾分离到
。

高剂量感染组小鼠中未分离到 的原因
,

可能是 由于高

剂量感染组小 鼠的病毒血症时问早于采血标本时间
。

我们观察到的 病毒血症出现

的时间相对迟于川 可沟等报道
,

可能与所用的 毒株及感染剂量不同有关
。

等发现
,

在 感染后第 天
,

即可从唾液腺中分离到病毒
,

并被认为是病毒血症所

致
。

我们的结果也与之相似
,

即在 感染后第 天中剂量感染组仅有 只小鼠唾液

腺 分离阳性
,

但这 只小鼠全血标木当时也分离到
。

其他感染组小鼠的唾

液腺
,

在感染后第 天方可分离出
,

以后可持续带毒
。

我们观察直到感染后第

天
,

中剂量感染组的 只小鼠唾液腺中仍可 分离到
,

说明已成功地建立

了 的持续感染漠型
。

用组织病理学检查包涵体的方法
,

在 感染后第 天与

第 天小鼠脾脏中并未见到包涵体
。

因此
,

在建立 实验感染模型中
,

病毒分离方

法比组织病理学查找包涵体的方法为敏感且特异
。

包涵体的发现 有 助 于 进 一 步 佐 证

感染的确立
。

国外文献报道
,

在质量较差的商品来源小鼠中
,

可有 的潜伏感染汇“〕。

在本研究

的整个实验过程中
,

对照小鼠脾
、

唾液腺与全血标本中
,

始终未分离到
,

也未查见有

核内与胞浆内包涵体存在
。

用 实验感染
,

全部动物均可被感染并分离到病毒
。

因此
,

可以认为所用的 了 小鼠无 的急性感染
,

并可用于实验 感染的研究
。
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