
病毒学杂志
菇了 。

小鼠宫颈活及灭活
一

感染时局部

组织与脱落细胞的形态学特征

满延高
、

陈敏诲
、

胡丽萍
、

雷森林
、

陈红斌

湖北医学院病毒研究所细胞生物室
,

武汉

提 要

本实验将活及灭活单纯疤疹 亚型病毒 一 接种于小鼠宫颈处
,

然后连续取宫颈

组织及脱落细胞
,

行巴 氏
、 一 及免疫荧光染色

,

光镜观察
,

旨在为 一感染的防治研

究提供病理组织学诊断依据及更为理想的动物模型
。

本实验发现
,

活病毒组可 出现以下病变 细胞肿胀
,

体积增大 多核巨 细胞形

成 核内出现嗜酸性包涵体 核仁
、

染色质呈粗颗粒状或块状
,

甚至融解 细胞

固缩
、

融解或气球样变 宫颈
、

阴道上皮出现疤疹 病变细胞内出现
一

的特异

性抗原
。

灭活病毒组的变化与上述 基本类似
,

但有以下区别 病变出现晚
,

但持续 时 间长
、

白细胞浸润现象极明显 细胞坏死现象少见
,

多核细胞甚多
,

并可见一 些细胞聚集成

花瓣或豆芽状
,

细胞之间有丝状或带状胞质桥相连
。

对照组无上述改变
。

对本试验的意义及灭活病毒引起细胞病变等问题进行了讨论
。

一 年
,

等报道了人宫颈单纯疤疹 互型病毒
一

感染时
,

局部组

织与脱落细胞的形态学特征
,

并推测
,

阴部
一

感染可能与宫颈癌的发生有关川
。

目

前
,
已有许多证据支持这一推论 〔

“ 一 了 〕。

为了深入研究
一

感染与宫颈癌发生的关系及进行实验性防治
,

多年来
,

许多学

者作了大量工作
,

力图建立完善的
一

感染的动物模型
。 “ ,

郎等曾分别

报道
,

雌性恒河猴及豚鼠阴部感染
一

后
,

其病程转归
、

细胞及组织学特征等均与人

之相应感染类似〔‘
, “ ’。 但由于以上动物价格较贵

,

且不便实验处理及观察
,

故未能广泛

应用
。

小白鼠虽已被广泛用于
一

与宫颈癌病理发生的关系的实验研究
,

陈敏诲
、

满

延高
、 , 等已建立了较为理想的实验性小鼠宫颈癌模型 〔

‘ 一 。

然而
,

关于小鼠阴部

本稿于 年 月 日收到
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,

一

感染时的早期生物学变化及其与人
、

恒河猴
、

豚鼠之相应变化的异同点等问题
,

目前尚未深入研究
。

国外虽有少 数几篇报道
,

但结果不一
,

且均无系统的形 态学 图片
〔‘。 ” 〕 国内至今尚未见这方面的报道

。

本实验将已知病毒接种于小鼠阴道内
,

随后连续取材
,

动态观察
,

旨在为
一

感

染的实验性防治提供系统的形态学诊断指标及更为理想的动物模型
。

同时
,

鉴于陈敏诲等

报道
, 灭活

一

较活
一

有更强的诱发小鼠宫颈和 或阴道癌的能力 “
“ ’,

本实验对比

观察二者对小鼠宫颈及阴道的早期影响
,

旨在为进一步探讨病毒致癌变的机理提供一些

形态证据
。

材 料 与 方 法

一
、

病毒

一 。
株

,

来自美国宾夕法尼亚大学 教授实验室
。

将病毒按常规方法接

种于原代兔婴肾单层细胞中
,

待 以上的细胞出现细胞病变时
,

快速冻融 次
,

低速

离心 分钟
,

取上清置低温冰箱中备用
。

灭活病毒的制备 将 毫升病毒悬液倒入直径 厘米的平皿中
,

紫外灯下照射 尔

格 平方毫米 秒 分钟
。

照射时
,

每间隔 分钟
,

轻轻摇动平皿约 秒 钟
。

照射

前
,

病毒效价为 护
。。
毫升

,

照射后
,

按常规方法接种于兔婴肾单层细胞中
,

培

养细胞 小时内不出现细胞病变
。

二
、

正常细胞悬液

培养细胞不接种病毒
,

余 司活病毒的制备
。

三
、

动物分组及接种

取昆明种
、

两月龄的健康雌性处女小 白鼠 只
,

随机分为
、 、

三组
。 、

组各

只
,

组 只
,

分组置铁笼中喂养
,

饲以标准方块饲料与自来水
。

实验前一周
,

每隔天

取宫颈脱落细胞涂片 共四次
,

巴氏及荧光抗体染色 方法 见下述
,

光镜观察
,

以判

断有无白发性
一

感染
。

一周后
,

各组处理如下

组 将绿豆大小的无菌棉球浸入效价为
日 ’

。
’

毫升的病毒悬液中
,

用无 齿

眼科镊夹持棉球
,

塞入小鼠阴道内
,

直抵宫颈处
。

每粒棉球含病毒悬液约 肠毫升
,

每

鼠 粒
。

组 技与 组相同的方法塞入浸透灭活病毒悬液的棉球
。

组 按与 组相同的方法塞入浸透正常细胞悬液的棉球
。

四
、

脱落细胞的收集

塞入棉 球后第 小时
、

天
,

分别取 尤菌
、

光滑的小钧
一

签多 八小鼠宫顶 外 口

处
,

轻轻旋转
、

搔刮
,

将刮取物均匀涂于洁 笋的普通及有孔载片上
,

丙酮固定 分钟
。
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五
、

组织切片

塞入棉球后第 小 时
、 、 、 、 、 、

天
,

分别取 组 只动物处死
,

完整取出子

宫
、

阴道
,

冰冻切片机上切成厚约 微米的切片
,

平整贴于普通及有孔载片上
,

丙酮

固定 分钟
。

六
、

单克隆荧光抗体及荧光染色

荧光抗体来 自美国 公司
。

荧光染色主要步骤如下
。

取 组各期涂片与切片
,

组第
、 、 、

天及 组
、 、 、

天之涂片
,

将抗体液滴

加于上述标本表面
,

并使之完全复盖标本
。

将标本置湿盒中
, ℃孵育 分钟

。

取出标本
,

蒸馏水洗约 秒钟
。

滴加适量缓冲磷酸甘油于标本表面
,

盖片封固
,

荧光镜下观察
。

七
、

巴氏及
一
染色

按常规进行 〔
‘“〕。

、
、

判断标准

荧光染色的判断参照陈敏诲的报道 巴氏及 染色的判断参照 “ , “ ,

‘ 及 等的报道 〔‘
’ 。 ’‘ ,

〕。

实 验 结 果

一
、

组 活病毒组

一
、

脱落细胞

病毒接种 小时后
,

部分细胞变大
,

变圆
,

体积可较正常细胞大数倍 图
。

小时后
,

此种细胞的数目明显增加
,

并逐渐出现下述改变
〕 部分细胞体积巨大 可为正常细胞的十余信

,

外形不规则
,

胞内含数个
,

甚至

十几个细胞核
,

胞核界限清晰
,

着色均匀 图
、 。

,

核仁体积增大
,

着色较淡 图
,

随后逐渐变为颗粒状或块状
,

乃至融解
、

消

失 图
。

染色质呈细小的颗粒状
,

均匀散在分布
,

着色淡 图
,

随后逐渐聚 集 成 粗

大
、

深染
、

分布不均匀的颗粒状或块状物质
,

细胞核外观呈蜂窝状 图 或移往周

边
,

靠近核膜
,

细胞核呈空泡状 图
。

细胞核内出现单个
、

粗糙
、

深染的嗜酸
’

生小体一包涵体 图
。

部分感染细胞固缩或融解
,

成为大小不等
、

形状不一
、

着色不匀的颗粒状或块状

物质 图 部分感染细胞胞内有形成份融解
、

消失
,

但细胞膜完整
,

外观似膨大的

气球 图
。
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,

大量白细胞 以中性白细胞为主 聚集于感染细胞周围
,

有的甚至呈花环状包绕

病变细胞 图 或进入病变细胞内 图
。

上述变化感染后第 天最为明显
, 天后逐渐减轻

, 第 天趋于正常
。

二
、

组织切片

病毒接种 小时后
,

阴道
、

颈管上皮部分表层细胞变大
、

变圆
、

连接松散
。

小时

后
,

上述病变更为明显
,

同时
,

在阴道
、

宫颈外 口上皮的表层及棘细胞层中
,

可见一些

双核及体积巨大的多核细胞 图 鳞状上皮的基底细胞及部分腺上皮细胞增生活跃
。

病毒接种 天后
,

阴道及颈管上皮明显增厚
,

在部分动物中
,

基底细胞显著增生
,

形成乳头状或腺样细胞团
,

突入固有膜中 在上皮的表层
,

常可见数量及大小不等的局

灶性隆起与凹陷
,

隆起及凹陷的周边
,

主要为变性的上皮细胞
,

隆起及凹陷的中心
,

可

见大量坏死的上皮细胞与中性白细胞
。

宫腔
、

颈管及阴道腔内也可见大量中性白细胞与

淋巴细胞 图
。

上述变化的转归及细胞内的形态学改变等均与脱落细胞同
。

三
、

荧光抗体染色

病毒接种 小时后
,

涂片及切片中少数细胞呈阳性反应
,

随着时间的推移
,

阳性细

胞的数量增加
,

第
、

天达最高峰
。

切片中
,

阳性细胞 可见于宫颈
、

阴道上 皮的全层
,

但以表层为多
,

疤疹处最甚 图
、 。

感染后第 天
,

阳性细胞数减少
,

但感染后第

天
,

仍可见一定数量的阳性细胞
。

二
、

组 灭活病毒组

脱落细胞的病理变化与荧光染色结果与 组基本类似
,

但有以下区别

病变出现晚 感染后三天方出现
,

但持续时间长 天后仍很明显
。

中性白细胞围绕上皮感染细胞的现象更明显
,

白细胞的数目更多 图
。

细胞坏死
、

融解现象较少见
,

多核细胞数 目较多
,

并可见一些细胞聚集成花瓣状

或豆芽伏
,

细胞之间有丝状或带状胞质桥相连 图
、 。

三
、

组 正常细胞悬液组

无
、

组所见的病理改变
,

荧光染色阴性
。

病毒接种前的结果同 组
。

讨 论

等曾报道了人宫颈培养细胞感染
一

后的形态学特征 〔
‘咯〕 ,

, ,

等曾分别报道了人
、

恒河猴
、

豚鼠阴部
一

感染后的临床转

归及形态学特征 厂“
”

, ,

” 〕。本实验之所见与上述报道基本一致
,

且经免疫荧光法证实
,

感染细胞内含有
一

的特异性抗原
,

从而迸一步
一

证实了该病毒的致细胞病变作用及感

染细胞的病理形态学特征
。

由于小白鼠价廉易得
,

饲养方便
、

便于实验处理及观察
,

故

以其作为研究
一

感染的实验动物
,

似较恒河猴
、

豚鼠等大动物更为理想
。

巴氏及
一

染色方法简便
,

结果可靠
,

因而已成为宫颈癌普查及早期诊断的主要手

段
,

但至今尚未见用于诊断
一

感染的报道
。

这可能与我国对
一

与宫颈癌关系的
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研究起步晚
,

人们对此病毒的危害及感染细胞的形态学缺乏深入了解有关
。

据此
,

作者

希望本试验提供的大量形态学图片能对这一课题的研究有所帮助
。

等曾报道
,

适当剂量的紫外线照射
,

可破坏该病毒的增殖性基因
,

因而其致

宿主细胞病变的 作用丧失或大大减弱 「
‘“ ’ ’。 但本实验发现

,

灭活病毒与活病毒引起的

变化基本类似
。

究其原因
,

可能有二 灭活不完全 小鼠体内存在使病毒复活的因

子
。

本实验还发现
,

灭活病毒组细胞坏死
、

融解现象较少见
,

但多核细胞较多见
,

白细胞

浸润现象也更为明显
。

并可 见一些细胞聚集成花瓣或豆芽状
,

细胞之间有丝状或带状胞

质桥相连
。

这一现象究竟是细胞融合的起始
,

还是分裂的终末
,

抑或制片时人工所致
,

尚待进一步研究
。

有关这方面的研究仍在继续进行
。
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图版说明

图 左下为一正常的阴道上皮细胞
,

其上方为 个肿胀的细胞
,

巴 氏染色

图 左上一细胞内含三个细胞核 巴 氏染色

图 细胞融合 巴 氏染色 只

图 核仁增大
。

巴氏染色

图 左上两个细胞气球样变
,

正 中两个细胞核固缩
,

下方两个 细胞核仁及染色质融解
,

核膜增厚
、

核呈空 泡

状 巴 氏染色 。。

图 细胞稍肿胀
,

外有 白细胞包围
,

但细胞界限清楚
、

染色质细小
、

分布均匀 一

图了 细胞界限不清
,

染色质呈粗顺粒状 巴氏染色

图 上方一细胞核固缩
,

其下方两个细胞染色质边聚
,

核呈空泡状
。 一 。。

图 细胞肿胀
、

变圆
,

核内有粗糙
,

深染的嗜酸性包涵体 巴 氏染色

图 。 核 固缩
、

核融解
、

巴氏染色

图 细胞内有形成份消失
,

但胞膜完整
,

外观似膨大的气球 一

图昭 中性 白细胞呈花环状包围病变的上皮细胞 一

图 上方一上皮细胞内有白细胞浸入
。

巴 氏染色

图 阴道组织切片
,

示细胞融合
,

右下 一细胞体积较正常细胞大
。 一 。。

图 宫颈组织 切片
,

示颈管内有大量中性 白细胞聚集
一

图 脱落细胞单克隆荧光抗体染色阳性
。

。

图 阴道组织切片 疤疹处单克隆荧光抗体染色阳性

图 大量 中性白细胞包围病变的上皮细胞 一

图 几个细胞聚集成花瓣或豆芽状
,

细胞之间有丝状或带状胞质桥相连 一

图 同图
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一
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, 魂

一
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一 一 金
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注
’

。。 一

, , 、、 。 一 、

。 、

乒


