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流行性出血热病毒对乳鼠致病特点的观察 

曲春枫 杨占秋 向近敏 

(湖北医学院病毒研究所-武议-430071) 

摄 一 

本文观察丁两株从瘸人体内新分离的汽行性出血藕(EHF)席毒114株和435椿 对 乳 鼠 

的致病特点 ，并在感染的乳鼠脑 内找到了EHF病毒。免疰荧光捌查发现，舟毒抗 原广 存 

在于感染鼠的脑 肺 肝 肾等脏器。脑内和腹腔两 条赡染选径 的比较发现 ．寓 毒抗赢在 

上进胜器中的分布基本一致，但前者脑内的寓毒盛染滴度较后者高一个对数 单 位。 对病 

毒的动奄观察发现，EHF病毒首先 在乳 鼠腹腔感染 6小时后的腹腔巨噬细胞 (M )中分 

离到、并持续阳性；病毒血症出现在感染后2无，随之在脑、肺 肝 肾和脾脏 中查到 

以上结果表明：EHF病毒对乳鼠具有广泛的嗜性，脑内感染途径能获得较 高 滴度的 感染 

性病毒。提示EHF病毒在鼠m妒中增殖并携带至垒身播数，可能是造成乳 鼠全身 性弥提 

性感染曲主要原因。 

关奠塌：流行性出血热病毒 乳鼠致病性 抗原分布 

1978年Lee( 等首次从疫区黑线姬鼠肺组织中分离到KHF病原体以来，国内学者 相 

继在人体及多种动物体内分离到流行性出血热 (EHF)病毒，并证实了二者之间的抗原 

关系。乳鼠作为EHF病海的敏感动物口 ，感染EHF病毒后规律性地发病死亡，除用来进 

、{ 病毒分离外 ，还 可 于对不同病毒椿进行毒力比较 和抗病毒药物筛选 。我们以 

前的研究观察到EHF病毒l1 4株 (EHFV114)和435株 (EHFV435)与来 自湖北 疫 区 黑 

线姬鼠俸内的病毒存在抗原性差异 。因此，我们将这 两株病毒对乳鼠的致病特点进行 

了观察，结果如下t 

材 料 和 方 法 

一  宴t动■ 3日龄内昆明种 杂交小 自鼠乳鼠，购于 中茸科学院武汉病毒研究所，孕鼠于产 

前4—5天运送到实骏动物室o 

：、精● EHFV435(来源于病人血浆 )，EHFV114(来源于病人尿液 )，适应于 Vero一 e 

细胞 后， 以感染滴度10。TCIDS0／0．1mI作为乳鼠盛染的第 1代寓 毒。 

三 最羹方法爰掾本收囊 将病毒接种 3目莳内乳鼠，脑内接种量为0，02ml／只，腹腔接种 量为 

0．04ml／只，观察乳鼠的变化，于发病颁死时眼球取血分离血清，并收集脑、肺 心 肝、臂、 肆 

瓤脚豫 辱肚器，冻存于一70℃，用于抗体和脏器病毒抗原的检聋。发病后未死者于攻 毒后第30天 赴 

死．处理同螗。并取齄组织研谇，用含s和加热灭活小牛血清和400u青 霉素 爰400．g链 霉毒 的 
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Eagle’·培养液制成t0~ (w／v)混孟液，球融三次，3000r／m×30分离心，上清液作为乳■癌染的 

第 卫代病毒。 

四、■毒~tllt簟■ 参蔫文献¨I叠行。 元■取颧羁萄袖柏畦■一部舟怍蛛磙罚片，冷丙酮固 

定l0分钟，直接免疫荧光法 (IF)检查。同时作同窝正常乳鼠、母鼠对照。 

五、■毒囊赫澶虞的蔫宅 按上述方法制备肺组织孟灌，l0倍连续稀释 (挠滴头 )，每个稀释 

度0．1ml盛染在24孔板内巳长成单层的As49细胞，每个稀释度接种2孔．暖附4小时后弃去暖附物， 。 

加E gle‘B维持液 1．1／孔，置s COi，37℃中培养，常规捷液，于感染后第lO夭作细胞 刮 片， 

采用直接IF摇检查细胞内病毒抗原。sO 细胞感染荧光为 ‘廿 ，定为滴定的终点。 

六、乳■囊赫EHF■毒后的■毒血■端曩分布置抗体漓长的动意曩寨 采用腹腔接种法、接种3 

日龄内乳鼠EHFVI14 0．04ml／只 ，于接种后6小时 ，第l～5夭各处死2只乳鼠．弱动脉取血，并用舍s 

嘶灭蓿小牛血清和400n青■素及400ug链■素的Eagle’4液冲洗小■腹腔，腹腔液离心，取沉淀物和垒 

置分别接种巳长成单层的Vero—E6细胞，每份标本接种 皂孑L，培养2--$周，直接IF法检查箍鱼内病毒 

抗原 ，ELISA法检查上请 病毒抗原。第 7 9、10 l2 14、i6、17天分别处死 4只乳■， 卫只取全 

血，处理 同前， 2只收集血清 ，问接IF怯检查特异性 EHFV IgC。 处 死的乳鼠并同时无菌取 蓝 器 

标 丰，冻存于-70℃，用 于病毒抗原的检 查。 

七 IF燕辆ELISA法 IF法参照文献I‘J进行。 直接IF法检查细胞内病毒抗原，采用FITC标 记 

的 McAb A-2S—l直接染色；间接lF法测定 鼠抗 EHFVIgG，先将一定稀释度 待覆l鼠血清 与癌 染 了 

EHFY的A549细胞抗 原片作用4s分钟，PB$冲洗后加 ~'ITC标记的羊抗l鼠 IsG染色，镜拉。 前者 所 

用 的FITC标记的McAb A25-1购 自中国预防科学院病毒研究所； 后者所 用的 FITC标羊抗曩 {SG 由 

美国陆军传染病研究所惠赠。ELISA测定细胞上清液中的病毒抗原参照文献¨l进行。 

八 ，电麓撞童 采用鼠脑连续增毒，将第 3代病毒癌染的乳鼠于频死时 -在注射处取诲马回部位 

的脑组 织，常规固定，僻 作电铙赶薄切片 ，观察结果。 

结 果 

一

，

一 般表现 10。TCIDs0／0．1ml EHF~114和EHF~435脑内各种一组乳鼠， 每 窝 

为一组。乳鼠于接种后第儿～13天发病，有的发病较晚，迟至第15天，表现为个体发 育 

瘦小，耸毛、倦缩、尾强直及高反应性。感染EHF~114的乳鼠出现明显的后肢瘫痍，并 

于瘫痪后2—4天内死亡，频死时表现为痉挛，角弓反张和衰竭 而感染第 1代EHF~435 

的乳鼠无明显的瘫痪表现，随后逐渐恢复，无一 只 死 亡。 取 其 脑 组 织 制得 第 2代 

EHF~435感染乳鼠，则出现规律性的发病死亡。 

二，不同代感染乳鼠脑 的病毒滴度 将两株EHFV脑 内接种的乳 鼠 于额 死 时 取 脑 

组织进行病毒的感染滴度测定，结果发现两株病毒在第1代感染的乳鼠脑组织中，其感 

染滴度均达到 10 TCID,o／o．1mI，第二代 EHF~114感染的鼠脑 病毒 滴度达 10 TCID 

50／O．1mI。 

三、病毒抗原分布及抗体反应两株病毒感染的乳鼠均有明显的抗体 反 应 ， 第 2代 

病毒感染的乳鼠比第 1代病毒感染的乳鼠抗体反应高 (见表 1)。在所检查的乳鼠感染 

脑 、肺、肝，肾、髀 、心和胸腺中均可查到EHF宿毒抗原，但在第 1代病毒盛染的乳鼠 

中，瘸毒抗原主要集中在脑组织的大脑皮层海马回的神经元胞浆内，经传代后，乳鼠璩 

染的脏器范围扩大，感染细胞数增多，荧光强度增加。表 1列出了两株病毒蓐絷的乳鼠 
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脏l鬻病毒抗屎的分布谤况。 

囊1·● EHFVl1‘和E日PV‘j5_Ll的体内蠼曩分布置抗体丘盅 
Table 1 The Distributiom of ~ltigsa!●nd Antibodies Respoase ia ~ueklin8 Mi ce I~teeted 

with EHFV114 -nd E日rV435 

奉EHFV114-1．EHFVll4-2．EHFV435-I．EHFV435-2分别表~EHFV n蚌 和435株巍l脑内的传代数 

奉 括号内的数字其分母为检查的总数，分子为阳性数 
Note I EHFVII4-1 EHFV114-2 EHFV435-1 EHFV435-2 jndicate respeetly the Pmssig of 

EHFVl1 amd EHFV435 St r．．口|in 

．．The F18ures the Cu rYe is the toral tillmbet checked 4rid th● positlye． 

四、乳鼠癌染EHF病毒后的脑 组织电镜观察 采用脑内接种法，在乳鼠频死时取其 

脑 组织研磨成脑组织悬液后再接种乳鼠，连续增毒，取第 3代鼠脑悬液感染后的乳鼠脑 

组织制成电镜超薄切片，电镜观察发现，海马回神经元细胞浆内粗面内质网扩张，高尔 

基氏体扩张、增生。在扩张的粗面内质网腔中可以看到直径为40--60rim，长短 不 一 的 

管状结构，单条或多条平行排列，弯 曲或转折。在部分扩张的高尔基氏体内可以看到有 

双 层瑛结构的病毒颗粒。呈园形或椭园形，直径 约80-- 120rim，同时还能 9邑到一些未 发 

育成熟 缺少核心的病毒样颗粒。 

五，不同感染途径的观察 将滴度为l0 TCtDso／o．1ml的EHFV114的鼠脑悬液分别 

以脑 内和腹腔两条途径感染乳鼠，脑 内途径感染的乳鼠发病时间较腹腔感染 途 径 早 一 

天，前者病毒抗原主要分布于脑组织，并以脑实质细胞为主，病 毒 的 感 染 滴 度 高 达 

10 TCID50／0．1ml，特异性EHFV IgG为II 320j后者病毒抗原主要 分布 在 肺 组织， 

脑组织中也可查到病毒抗原，但抗原阳性细胞主要分布在脑实质的小血管内 皮 及 其 周 

围 的实质细胞以及脉络丛上皮细胞。病毒的感染滴度为10eTCID5o／0．1ml，特异性IgG 

为 1 t 640。其它脏器的病毒抗原分布基本一致。 

六 、乳鼠感染EHF病毒后病毒血症的抗原分布及抗体消长 将浦度为 lO TCID50／ 

0．1ml的EHFV114 0．04ml／只感染3曰龄内乳鼠，通过离心沉淀腹腔冲洗液分离腹腔细 

胞接种 Vero—E。细胞，发现乳鼠感染后 6小时即可在腹腔细胞 (以MO)为主 )分 离 到 

EHF病毒，并持续分离阳性，病毒血症出现在感染后 2天 ，脏器中病毒抗原首先 在 脑 

组织中查到 (感染后4天 )。接着于感染后第5天在肺组织盘到、肝、肾和脾驻中病毒 
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抗原 出现的时间分别为第 7、9、9天。特异性 IgG抗体于第lO天 出现，滴度为l t lO， 

到第16天达到高峰，滴度为1 t 320。乳鼠感染后的一般表现与脑内接种途径的表现相同。 

讨 论 

尽管从病人体内分离的EHF病毒与从当地疫区黑线姬鼠体内分离的病毒存在着抗原 

性差异 )，但对其致病性的研究发现，它们对 乳鼠仍具有致病性。并且这两株未经乳鼠 

脑 内增毒毒力不同，进一步证明乳鼠是EHF病毒的敏感动物 】，病毒抗原性差异又反映 

出致病力的不同。检查乳鼠各脏器病毒抗原分布发现，EHF病毒抗原广泛存在于乳鼠体 

内，各个脏器均可查到病毒抗原。但乳鼠感染EHF病毒后，主要表现为神经 系 统 的症 

状，脑组织的电镜超微结构观察也发现了神经元细胞超微结构的改变，并在其中找到了 

EHF病毒。推测部分EHF病人出现的神经系统症状可能也是 由于EHF病毒直接作用予神 

经元细胞所致。 

通过脑内和腹腔 两条途径感染乳鼠的观察发现，尽管脑内感染乳鼠的病毒主要分布 

在脑组织，腹腔感染乳鼠的病毒主要分布在肺组织，但在脑组织中也能查到病毒抗原， 

两条途径感染的抗原分布基本～致。这为采用腹腔途径感染和用药进行抗病毒药物体内 

实验提供了依据。实验还发现，脑 内感染的乳鼠病毒抗原主要分布在脑实质细胞，腹腔 

感染的乳鼠病毒抗原主要分布在大脑皮层的小血管内皮细胞及其周围以及脉络丝上皮细 

胞，且前者获得的感染性滴度较高，这可能是由于脑 内接种直接感染脑实质细胞，病毒 

在其中大量繁殖，而腹腔感染要通过血脑屏障使细胞感染。因此，若要获得高滴度的病 

毒，脑内感染优于腹腔瘟染途径。 

巨噬细胞除具有吞噬抗原的作用外，还有抗原提呈作用，在免疫应答过程中对T细胞 

的活化起着重要的作嗣 。我们的实验发现，EHF病毒首先在感染后 6小时的乳鼠腹腔 

M 中分离到，并持续分离 性，而病毒血症在感染后 2天出现。这提示病毒可能在M 

中增殖并携带全身扩散，引起乳鼠全身性弥漫性感染 据报遭 ，EHF病毒能在体外 培 

养的长爪沙鼠，金黄地鼠，BMb／c小鼠腹腔M 和人外周血 自细胞及单核细胞中增殖。 

EHF患者除具有广泛的病毒血症外 ，还表现为免疫功能的紊乱，这是否 由于病毒在 M≯内 

增 殖，导 致 抗原信号的持续表达而引起免疫应答状 态的紊乱，尚有待于进一步探讨。 
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Pathogenicity f Epidemic HemorrhagicjFever 

Virus in Suckling Mice 

Qu Chun-feng Yang Zhan-qiu Xiang Jin-min 

(Virus Research jnstitute，Hsb~i Medical G口II - nn，430071) 

It was observed that two strains EHF virus which Were isolated newly from 

patients had pathogenicity on suckling mice．The EHF virus particles were found 

in the infected mice brain under electron microscope
．
Oa IF examination viral 

antigen could bc found in brain， Iungs， liver， kidneys and other organs
．
Corn - 

paring intracerebral with intrapertoneal inoculation it Was found that t here is 

no appaerent difference in viral antigen distribution．But the infect ious virus 

titre of brain in the former was one logarithm unit higher than the later．The 

virus was kinestically observed．W e found that the EHF virus was firstly isoln~ 

ted in the M of suckling mice which was challenged by I．P
．
[nooulatoin 

and continuously positive
．
The viromie began at the second day after infection， 

then the viral antigen could be found in the lungs， brain， liver aud kidneys． 

These data firmed that EHF virus had pathogeulclt)r on suckling mice and 

higher titer of infectiou s virus can be obtained by I．C． inoculation．It may be 

the main factor in the suckling mice infection that its Me permited EHF virus 
replication and carried it to the whole body

． 

K ey w ords{ Epfdemic Hemorrhagic Fever Pathogenicity on suckling 

m ice Antigen distribution 
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