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小圆形病毒祥因子引起新生几 

急性胃肠炎的研究 

李晓眠 任中原 訾自强 周 虹 

‘天津医学院微生物学教研室，天律 ) 

提 要 

33例新生儿 急性胃脑炎 的粪便标本 经EM捡 谢，l2份 (36．4和 )粪便 标本中检出 了病 

毒样颗粒 -其 中lI份 (33．3嘶 )为SRV样因子 (SRV)， l份为其他病毒样颗粒 。 经 粪 

便包理超薄切片和IEM证实SRV~．引起新生儿急性胃肠炎的病鼯 SRV的直径为 26nm， 

表面 结构清晰 。在氧 化铯 (CsCI)中的浮密度为1．36—1．40g／cm。 应 用微量 CF试 验 ， 

S侧双份血精中的 l倒抗体有三倍升高 ．3侧恢复期血清抗补俸．1铡为阴性，该病人为其 

他病毒样颗粒感染。核酸电泳未显带 培养未见细胞病变。 s例正常对照新生儿粪 便 未 

裣出 任何病毒样颗粒。 

关键词：小固形病毒样因子；急性胃肠炎；超薄切片；免疫电镜 

1983年 l～5月份我市中心妇产科医院婴儿室爆发流行新生儿急性 胃肠炎 ，发病率 

迭3O％以上。为了解腹泻的病因，我们对采集的33份腹泻患儿的粪使标本和部分血清标 

本， 5份正常对照粪便标本作了电镜 (EM)和部分细菌学检查⋯’，l湘 年再次对所 有 

标本作了EM检测，并对已发现的小圆形病毒样因子 (SRV)作了进一步研究，现将 研究 

结果报告 如下。 

材料与方法 

(一)患者 病人为足月分娩娥剖腹产的新生儿。分娩后均在婴儿室停留三天以上，常 在 第 

四天发疴，其症状为腹泻，每天超过 6次以上，水祥稀便，里荒色斌绿色，部分患者发烧 ， 偶 见 

呕吐，率度至重凄脱水。 

(= )蠢便标本 取 自33倒患急性胃肠炎和 s俐正常新生儿的粪便 。所有标 本 均 以 20和 

(V／V )PBS稀释 ，同对加人青 ．链霉素 (作细菌学检查的标 丰 不加 )，置 4℃冰箱过夜 ， 次 日 

经3。000r／m离心30分 钟，暖取上蒲液置 吨0或-80~C保存。 

(三 )血 在采集粪便标本的同时，从部分新生儿足鼹取血，作为急性期标本，经2500r／m 

离心20分钟分离 出血请 ，靳 ℃水 搭3O分 钟灭插，后置 4℃冰箱保存 。病 后4O天产妇 捡查时采集嵌复 

期血 ，处理同上 。 

(四 )电tt童 

1． 直 接 电镀。应 用上 述提 取液直接滴膜 ， 卫嘶PTA(pH6．3)负染，JEM一7~JEM-Io0cx电 
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镜捡查，每份标本检查一十铜网，每个铜网检查3O个视野。 

2． 免疫 电镜 (IEM )，应用K。piki4n等方 法 ，将患者的 急性期 和恢 复期血 清以1：5， I：20
． 

1：40和豚 鼠抗SRV免疫血情 以1：4O，1：80，I：160稀释加等量粪便提取液 ，混匈后 置 37℃ 水 裕 

I小 时， 4℃过夜，滴膜， 负染，观察 1日J o 

3． 粪便超薄切片捡查。取少量粪便用 5％戊二醛固定，PBS浸洗， 1嘶镶酸固定，按常规方 

法脱水 包埋 ，超切， 后用醋 酸铀 和柠檬酸铝 染色以及 2嘶PTA染色。 

(五 )补体结台试验 (CF) 抗原制备及滴定按常规方法进行，实验用抗原为I：5稀释 。 

(六)SRV在氯化 姥 中浮 密度的确 定 取 2ml粪便提取 液，经8，000r／m离心I小时，吸取上 

清液 ，经Hitachi 85P一72，RP一55T，39，000r／m离 心 2小 时， 弃上清，保 留沉淀物 ， 后加0．5ml 

蒸馏承 ，反复欢打，混匀。将此病毒 液铺在4．5ml不 连续C sCI液上 (I．I～1．5g／ om ) ， 其余 用 

石蜡油补足~．10m1，应用RPS-40T转头，37，OOOr／m离心 18小时。吸击石蜡油，按I6个 组 分 收 

集，每一 组分 为0．3ml。应用Ahhe氏折射仪测定每 一组分的 密度 。后再 用每 一 组分 的液体滴膜 ， 负 

染，电镜捡查。在条件一致的前提下每一铜网按 5个点随机观察30视野，计算SRV颗粒数。 

(七 )聚丙撵t睦曩胶电津 (PAGE) 参照Herring等和王英才等方法 【】 ¨。j提取桉 酸 

和电诛。采用北京东方仪器厂生产的JDF型垂直板状电泳槽作不连续电泳 浓缩胺浓度为 3％，分离 

胶浓度 为 6％， 电压 500V， 电泳 6小时。 

(八 )0 V的培养 取EM检测为SRV阳性的粪便提取液，加入青霉素500u／ml和 链 葛 素 

5001~g／m1，置 4℃冰箱过夜 ，次 日以3，O00r／m离心30分钟 ，取上 清蔽接种人胚 肾细胞 管 ， 每 

份标本接种 3营，37℃吸 附 I小时，加 入 2嘶小牛血清 和水 解乳蛋 白，37℃培养 ，每天观 察 细 胞 

有无病变，共10天。 

(九 )细■学■童 所有粪便标本在患儿住院期间均作了肠道致病菌的检查 。 部分标末 在 

电铙前又置新作了齄查。 

结 果 

一

、 直接 电镜检查结果见表一和图 1。表一显示33份标本中有l2份检出了病毒样颗 

固 l 粪便 提H液中的sRV(×1 98，DO0) 

Fis 1．Mi~rograph 0f SRV ia fae cal。xIra ction(x【98，OO0) 
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粒，阳性率为36．4 ，其中l1份为SRV，占标本总数的33．3 l 1份为其他 藉 毒 样颗 

粒，占总标本数的 3 。同一标本未同时检出两种病毒样颗粒 sRV因子的 直 径 为 26 

nm，表面结构清晰、规则 绝大多数为完整病毒样颗粒，仅个别为空心颗粒。 

裹一 1 2饼患儿的吐库痘状，电镶殛直清掌试验信暴 

··2 ：有抗体升高 

囤 2丰经超速离心的lEM图象(×90，ooo) 

is 2·M 。g ‘ 。fIEM 。f SRV i “e c·I eIt ~tiⅡ(×90
． ooo) 
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IEM检测 按Kapikan等的方法进行，分为0—4 级 ，双份血清如抗体复盖率出现1 的 

改变认为有意义。26号病例恢夏期血清的检查结果 ，示图 2。 

上图所示，患者恢复期血清有抗体，并有一定的临床意义。 

粪便包埋超薄切片结果示图 3，4。在脱落变性细胞 中可见病毒样颗粒存在，其病毒 

颗粒的大小，形态与粪便提取液中的病毒样颗粒一致。变性细胞的吞噬溶酶体 中有病毒 

样颗粒存在，其中有的病毒样颗粒已被降解 。 

周 3 粪便 脱落变性细胞中的SRV(×300oo) 

Fig 3
． SRY in desqusmated cell of fleces(×30．000) 

图 4 脱 落细胞吞墁溶酶体中的SRV(×T5，soo) 

F ig 4 SRV iB Pb g。1ys0 e of desquamated cel I(×75，000) 

二、sRV的密度。 SRV在CsCI密度梯度 离心每一姐分中所见到的sRV颗粒的百分率 
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示图5。图 5显示有89．8 的SRV颗粒在13--11~i分中(为图中的4--5组分 )，因此可 

以确认该病毒的密度为 1．35--1．40g m。． 
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图 5 RSV焉粒在氯亿{色密度梯度中的荨电带分布 
Fig5 IBoplonlc ~t．tllag of SaY ptttlcl~s it CECI dtatlty glt~ient 

兰、 5例双份血清微量 cF结果。 1例抗体有 3倍升高， 3例恢复期血清抗补体 ， 

电镜均检出了SRV颗粒I l例为阴性 (1号病侧 )，电镜下为其他病毒 样 颗 粒 (示图 

6)，颗粒直径约25am。 

四、PAGE未显示核酸带，培养未见细胞病变。 

5月份采集的 3份粪便标本 ，经细菌学检查，其 中 1份检出致 癌一性 大 肠 杆 菌O 。 

B“，电镜下来检出病毒样颗粒，其他两份标本中1份为sRV颗粒，另1份为阴性。 

5倒正常新生儿的粪便标本，电镜检查均未见病毒样颗粒。 

(．薯。／． 翦：I ■ ．- ； ； 鼍̂。／．v暑一lu。口 l。t 
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图6 粪便提取液中的其他病毒样籁粒 (xl D口，ooo) 

Fig 6 Other irⅡs-llke particles iB fa~esl extraction(×l 00，000) 

讨 论 

我们遥过多种检测方法，特别是 粪便包埋超薄切片和IEM，证实SRV是引起这次新 

生儿 急性 胃肠炎的主要病原。此病原 在国内尚未见报 遭 小圆形病毒样颗粒的直 径为 

26am，CsCl中的浮密度为1．36—1．40g／em ”” 。Ripenhoff等报道，SRV主要 『起小 

于 5个月的婴儿感染，我们的研究也证实这点“ 。本次流行的患儿多为剖腹产，他们 在 

婴儿室停 留的时间较长，一般 多在出生 3天后发稿 。这些患者的母亲在分娩后住院期间 

有 1例腹泻 ，另 1例在分娩前 曾患腹泻，多数无腹泻症状。我们推测，这次爆发流行的新 

生儿 急性胃肠 炎有可能是医院内感染，病毒可能来 自产妇 ，通过尿布 ，奶瓶等传播。国 

外有的作者认为，sRV引起的腹泻较轮状病毒 引起的轻。但我们发现，多数 患儿都 出现 

中度和重度脱水，个别患儿发病 1天后，体重减轻500g。因此，对SRV引起的腹泻应予 

以高度重视。有的学者也进行了分类研究“ ”)。我们虽然已对SRV的大小、 浮密度， 

培养、核酸电泳作了研究，但对其化学性质仍不十分清楚，加上培养困难，又无已知的 

SRVS免疫 血清，目前尚难以归娄，暂称为SRV样因子，其有关特性尚需进一步研究。 

1号病例检出的病毒样颗粒，根据其形态和CF结果，它不 同于SRV样园子，而且在 

本次流行中出现的次数少，可以认为它不是这次急性 胃肠炎的重要病原 
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Studies on the Small Round Virus—like Agent of 

Causing Neonatal Acute Gastroenteritis 

Li Xiao—·mien Ren Zheng-yan Zi Zi-qiang Zhou Hong 

(Department of Microb~ology，Tianiin Medical College，Tianiln) 

Out of 33 neonates”ith acute ga~troenteritis，12(36．4 )were detected to 

have virus-like particles by electron microscopy once agian． The small round 

virus-like 8g。nt(SRV)was found in 11(33．3g)samples． In one sample other vi— 

rus—like particle was found． The SRV was confir med to cause this neonate] 

acute gastrocnteritis by uhrathin section and immune electron microscopy(IEM)． 

The SRV was measured 26 nm in diameter and showed fine spikY strneture 

on the surface． The buoyant density of SRV was determinc~ to be 1．36— 1．4O 

g／cm in CsCI density gradient．Using icrotechⅡiq“e of complement—fixation 
test， one out Of the 4 pair sere rises three-fold in antibody titer

．
Three con— 

va]escent sets were found to have anti—com plement
． One pair serum WaS no— 

gative．The patient was infected by othe r virus—like particle
．
No PAGE showed 

band of nucleic acid ． The developmet of cytopathic effect was not observed 

in all inzculated human emhryonic cell tubes． Five faeces from normal neona— 

tes as control were not found any virus—like particles hy EM．W e suggest that 

it be a new virus of ca using neonatal gastrcenteritis
．  

Key w ords： Small Round Virus—like Agent(SRV)， Acute Gastzoenter— 

itie， Ultrathin Sectiont Immune Electron Minoroscope(IEM) 
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