
■●● 志 

Vlro10‘10● 

3． I●●O 

Sta‘●● 
265 

肠道传播非甲非乙肝炎在恒河猴中 

的传代研究 

殷 书荣 田 辛 

洪松芳 

鲍作义 蒋豫图 

曹军 田 

(军事压学科学院撤生物流行病研究所。北京1000 71) 

攫 ■ 

用 ET—NANBH感染的两只猴 (R5和 R6)台病毒颗粒的粪便悬液和肝组织悬液分别 

接种 7只和 4只恒河猴 ，分 别有 5只猴和 4只猴 在攻毒 后 2o一49天内 ALT开始 升 高 ， 

持续时 间为 7一lO天，肝组织学的特征性改变为肝细胞的嘈酸 性 变和嘈酸小体的形成。 

在猴 ALT升高前 2— 3天和升高后一 周内均检查 到大量的 27--34nm曲病毒样 颗粒， 这 

些颗粒只与 ET—NANBH病 人血清 、黑猩猩和猴感染 后急性期和恢复期血清发生特异性聚 

集。 在猴 感染后血清 中未检 出抗 一HAV、抗一HAV一[gM、HBsAg和抗 一HBc一[gM。结果提 

示：恒河猴是研究 ET—NANBH较适宜 的动物模型；病^和猴粪便中的 27--34nm 的病毒 

样颗 粒是 ET—NANBH的病原 因子。 

关■谭：非 甲非乙肝炎 动物模型 免疫 电镜 

肠道传播非甲非乙肝炎 (ET—NANBH)病毒 虽然能在许多种动物 中 获得感染，但 

多数作者用分离的病毒传代却末获成功，部分原因是这些动物 ALT升高并 不是感染的 

ET—NANBH E”。1987年，Bradley等⋯报道食蟹猴不仅可以被 ET—NANBH病 毒感染 

而且可以传代，他们已在动物体内传了 5代。而这种动物在我国却不易获得。为此，我 

们将新疆 ET—NANBH病人粪便悬液感染恒河猴后分离的ET—NANBH病毒在恒河猴中传 

代并获得了成功。现将结果报告如下。 

材 料 和 方 法 

一

、 矗藏材料 

第一代：用 ET—NANBH病人的潜伏期粪便悬液感染恒河猴， 详细结 果在另文报道· 简述如 

下：一 例经 流行病学、血清学确诊的 ET-NANBH病人的发病前 6天和前 3天的粪便悬 l暖感染 s只 

恒河猴和 1只弦 猴，其 中有 3只恒河猴 在攻毒后 10--29~ALT开始 升高，在猴 ALT升高前2— 3 

天以及升高后 的一周内的粪便 中检查 到较多的 27-- 34nm的病毒样颗粒 (图 iB)。 

奉文于l989年 8月21日收到 

本课慧为菌家自然科学基金资助项 日 
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第二代：1． 粪便悬蔽：第一代发病的两只猴 (R6和 R5)感染后 24天和 25天 (R6)聂 29 

天 和30天 (Rs)经IEM观察 身病 毒祥 颗粒的20和混台粪便悬液 (罔1B)。 

2． 肝脏 悬液：R6感染后30天和RS感染后3S天经 手术肝活捡标 本制备的20嘶的悬液。 静 备方 

法为：称 取 2克肝脏，势成小 碎块，用 PBS洗净后，碾麻器人 工 研 痹 ，4000r／m 离心 30分钟， 

重复二次，上蒲用含 0．5嘶 牛血清 白翌 自的 PBS调 至 20嘶的浓度。 

3． 正常猴粪便悬液：Rs和 R6在攻毒前一 天的 粪 便 中蕊察到较分 散的 22--25nm 的病 毒样 

颗粒 (图1A)，用此粪便制各成 2O眄的悬液。 

圈 I． IEM(x 20uDO0)，R5和R6粪便中观察到的病毒样颗粒 
^

．
感染前粪便标本 B．感染后粪便标本 

FIG 1
．  JEM(×200000)．V；rus-】ike partielet 

ob m erved in steel ~peel⋯  from R5 -Ⅱd R6 

^ 22一to 25一 VLP B ia pre~aecalatlen ~toels 

B
．

2 T．to 34 VLP‘ j po st fe etloa jtom s 

二、宴t动物曩攮种前 的疆察 

14只恒河猴领回实验宣后 ，在攻 毒前酴观察 ALT的变化外，还对每只猴进行肝穿刺擂栓。14 

其猴 中有 2只 ALT出现暂时的升高 (R L1和 R-B)， 1只猴肝组 织学桂盘有 炎 症改变 (RI B)， 

因此这 3只猴 另设一组观察。上述 14只猴年 龄均在 1—1．s岁。 

三、宴骏动物分组曩实验疆寨 

第一组： 4只猴 (R¨ 、R 2。、R 21、R 2 2)o 

第二组： 3只猴 (Rll、Rl B、R1 a)。 

上述两组猴的感染材料为 Rs和 R6感染后含有病 毒颗粒的混合粪 便悬液 。 

第三组： 4只猴 (R 2 3、R 2}、R 2 5和 Rt B)，感染材 料为 R5和 R6 ALT升高 后 的混合肝雎 

=I液 

第四组： 3只猴 (R-5、RI7、R 2 a)，感染材料为 R5和 R6感染前 的混合粪便 悬液 

猴感染后，每隔 1天静脉采血 1次，检测 ALT，并且每天收 集粪便， 一70℃ 保存· 发现 ALT 

升高的猴，在酶选高峰期进行肝穿刺职肝活组织。另外，感染 R5和 R6感染前粪便 悬液 的猥 (第 

四组 )在感染 后 35天进彳亍肝穿刺取肝活组织 。上述肝 组织标本经处理和进行编号后作 洗 锋检童。 

四、暮翦IfI■和建径 

1． 感染剂量 ：20和悬液2ml。 

2． 感染造径： 后怒静脒。 

五、ALT 一方洼 参照文献¨l a 
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、 生痒●■寓法(IEM)：2O 粪便悬澈0．$ml与ET—NANBI!襄人急性期m洧(1·幻l 

0．5茸1掘合．37℃保温 1小时． ℃过夜 ．2O000~／m离心2小时Osooos)。沉淀物用40 l PB$量j，． 

覆盖铜嘲，3和磷钨酸 (pH6．s)染色后，电镑观察。每份标本观察s个目。由于瘸毒颗瓤一■抗 

体桥不清楚 ．因此只能按在相同条件下病毒颗粒的多少说明粪便申的襄毒量和血清中的抗体技价。 

七 鉴定用血清 

I． 甲型肝 炎恢复期血清 。 

2． Rs和 g6感染前和感染 后急佳期血精 和 R6恢复 期血清 

3． 混台甲肝单克隆抗体 (AGs、AD：和 AEe)，购自四Jl1省卫生防疫站 

4． 正常人血清 (七十月正常婴儿血清 )。 

5． ET-NANBH 感染的黑猩疆感染前、 急 性期帮恢复期血il|，由美国 NIH的 Purcell博士 

■群 

结 果 

一

， 猴肝酶的变化，第一组猴 中 有 3只 猴分别 于攻毒后 20天(R． )、35天 (R 2。) 

和 28天 (R )ALT开始升高，于第23天、38天和 3O天选高峰 (图：)。R 。出现了两 

个峰，第二个是在肝脏穿刺后第 2天 ALT升高， 并且持 续时间较长， 可能与肝脏穿刺 

过程中操作不慎，肝脏受蓟细菌感染有关 。 

第二组猴有 2只猴分别 予 攻毒后2O天 (R )和 28天 (R1．)出现 ALT升高，于 

28天和 30天迭高峰 (图a)． 

第三组猴攻入肝脏悬液后第 2天， 4只猴均有 ALT升高，第 4天 3只猴 ALT恢复 

正常， 1只猴 (R s)出现持续高水平的 AItT活性，因此该猴的 ALT有两 个 正 常值上 

限，较胝的上限疽代表感染前的 ALT水乎，较高的上限值代表感染后 ALT出现急剧增 

高前的 ALT水平。这 4只猴分别于感染后 25天 (R s)、 49天 (R ．)、28天 (R 。) 

_

三O-----'OR 20 

瞬 ．』 一＼． ． 

T，_t c d-，．1 

圈 2．RjI，R 2·、R 2 2致毒后的肝酶变化 

FIC ． ^L r lev e1e in Rhes on 

ke，‘(R19，R2D．Bnd R )i口Dc— 

u|ete~ -ifh poo!of 5c0口1 Ⅱ 

peB●ie口目frem,R5 ●nd R6 

图 3．R【1和Rl·攻毒后的肝酶变叱 

FIG 3． ^LT l ev 1_ ·it Rhesu s Ⅲ keys 

(RlJ 4nd RI1)iDo c~Iated with pool 

。f $foo1-Ⅱ，p圳 j。。5 f" 皿 R5 -4d 

^6 

l̂lu； ： 《 

¨ ¨ 抽 ¨ ¨ ¨  ̈ O 
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和 30夭 (Rl )ALT开始升高，于 28夭 、55天 、3s天和 35天这 高 峰 (图i)。R“在 

感染后 35天表现为萎麋不掘，不话谈，抽血时出现面色青紫和呼吸困难， 该猴在 ALT 

升高后第i0天处死解剖发现患全身弥漫性结核病，两肺巳大部分硬化，所以该猴 ALT 

升高较晚可能与机体免疫状态低下有关 ． 

1 40 

120 

i 
’ ]00 

： 

} 

‘o 

： ·口 

2O 

0 lO ¨ 30 44 摹。 一  

T⋯ (d-，̈  

图 4．R zI．R z 4，alI和R!·攻毒后的肝晦变化 

F[G4．ALT level*in Hhe·u·monkey s(B23， 

R 2 4．R：5 J ·Ⅱd 且：6)i uIIt ed with p。o1 0f 

Ii⋯ ●㈣ pe i ● from R5 -nd R 6 

第四组的 3只猴在整个观察过程中没有出现 ALT升高 。 

上述猴肝酶异常的持续时间为 7—1O天，ALT升高的最早时间为感染后 2O天，最 

迟为 49天。如果 R：．的发病时间除外，正常猴感染 ET—NANBH后的平均潜伏期为26．8 

±5．0天 。 

二、肝组织学改变 

上述猴在肝酶异常升高后的肝活检组织均呈现不同程度的病理改变。表现有旰细胞 

排列紊乱，肝细胞空泡样变，肝实质和门脉区的淋巴细胞浸润，肝细胞浆嗜酸性变和嗜 

酸小体的形成。表 l示ET—NANBH感染后的猴肝组织学的明显 改 变是肝细胞浆嗜驶变 

性和肝细胞嗜酸小体的形成。 

三 、病原和血清学检查 

无论是攻击粪便悬液还是肝脏悬液，在猴 ALT升高前后均可见到较多的 27—34nm 

的病毒样颗粒 (图5)。对攻击粪便悬液的两只猴 (R．。和 R z。)以及肝脏悬液 的两只猴 

(R： 和 R：。)进行粪便标本的系列观察，猴在 ALT升高前 4天开始排毒 ，一般持续约 

10天左右停止排毒。 

猴感染前和感染后的血清学检查未发现 HBsAg、抗一HBe-IgM以及抗-HAV—IgM~H 

性，含病毒颗粒的粪便悬液也未捡出甲旰抗原阳性。 

四、病毒颗粒的初步鉴定 

将含病毒颗粒的 R5和 R6混合粪便悬液以及 R 和 Rt．混合粪 便 悬液分别于 ET— 

NANBH病人混合急性期血清、混合恢复期血清、 ET—NANBH病人 AMD和 MT单独急 
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性期血清 、ET—NANBH感 染 的第一代猴 

(R6)和第二代猴 (R )以及黑猩猩感染 

前、急佳期和恢复期血清、甲型肝炎恢复 

期血清、混合甲盱单克隆抗体，正常人血 

清作 姬M检查，结果表明 27～34nm病毒 

颗粒只与 ET—NANBH病人m请 、 猴和黑 

猩猩急佳期和恢复期血清发生聚集。表 2 

和表 3示 ET-NANBH在恒河 猴中的传代 

结果及粪便中病毒样颗粒的鉴定结果。 

虽然我们在猴粪便中也检查到聚集的 

22--25nm的病毒样颗粒， 但从猴感染前 

和感染后的系 列 粪 便标本 IEM观察，这 

些颗粒很普遍地存在于猴粪便中。这些颗 

困5．IEMfX~O00OO)． R 2I粪便中的痛毒惮 粒 

FIG 5
． 1EMtX~00GOt0． Vi rul-like p·r，i。1" 

，I_ aliled i口 th㈣ st 1 of R2S 

粒除与 ET—NANBH病人血清发生聚集外，也与甲型盱炎病人血清、正常人血清发生聚 

集，而不与甲型I扦疑病毒单克隆抗体、ET NANBH癌染 的黑猩猩血清发生聚集。这些 

颗粒与 ET—NANBH无病原学关系。 
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自 1983年 Balayan等“ 报道用 ET—NANBH病人急性期粪便提取 物 进行人体实验 

感染和动物实验感染后，在人和动物的粪便中检查到 27--30nm的病毒样颗粒以来，巳 

有许多实验室 使 ET—NANBH在非人灵 长类动 物 中获得感染， 并在感染的动物粪 

便中检查到 27--30nm的病毒 样颖粒， 但用动物分 离的病毒在动 物中继续传代，绝大 

部分结果令人失望⋯。为此，1986年 l1月，由Fogarty国际中心、美国国立卫生研究 

院变态反应和传染病研究所 以及世界卫生组织发起的 ET-NANBH的 讨论会中建议。欲 

证明 ET-NANBH动物实验感染成功必须符合下列几项或全部标准，(1)血清转氯酶至 

少连续2次比感染前的平均值高2倍以上，(2)在血清转氨酶升高的同时，肝活检应证 

明有肝炎或 某些特 殊的 形态 学或超微结构改变，(3)在相应的病期，从动物的肝组织 

或粪便中，应捡测到特异性抗原或病毒颗粒，(4)用这种抗原或病毒颗粒捡查感染前和 

恢复期血清，应证明有抗体阳转，(5)将急性期粪便或肝脏提取液接种于同种的其他动 

物，可传播本病。1987年，Bradley等 成功地将 ET—NANBH在食蟹猴连续传代， 分 

离出 27—34nm的病毒样颗粒。 虽然王光明等“ 报 苣已用我国 新疆和就阳发生的 ET- 

NANBH使恒河猴 获得感染， 但 Bradley等和我们的 ET-NANBH传代结果 表明，猴感 

染后的 ALT持续时间很少超过 2周。王光明等的结果中有 2只猴 ALT持续升高 4周 以 

上，其原因有待进一步研究。我们用病人发寐前 3天含有 20--40am的病毒样颗粒的粪 

便悬液感染的第一代壤中，一只猴 (R。)也表现了 ALT的升高， 并 且持续时间较长， 

但只在感染后第6天 的粪便标本中检查到较紧密的 22--25nm的病毒样颗粒， 然而很难 

解释这种颗粒是 ET—NANBH的病原体。 

我们以新疆流行的 ET—NANBH感染恒河猴并首次用嫔含病 毒颗_垃的粪便悬液和肝 

脏悬液传代获得成功，实验结果全部满足上述 5硬标准。 

1． 恒河猴感染 ET—NANBH的潜伏期、肝功能和I}干组织学改变符合急 性病毒性 肝 

炎的特征。 

2． 从动物的粪便中分离到较多的 27--34nm的病毒样颗粒， 将含病毒颗粒的猴粪 

便悬液和I}干脏悬液再感染恒河猴，5／7(接种粪便 液 )和414(接种肝脏悬液 )的猴发 

生了转氟酶的升高，并且肝组织学呈现肝炎的特征性改变和粪便中观察到同样的颗粒， 

而对照组(接种猴感染前粪便悬液)未发生 ALT升高。这进一 步证明了感染 ET—NANBH 

的猴粪便和肝脏中含有ET—NANBH的病原体 。 

3． 无沦是对第一代还是第二代猴粪便中的病毒颗粒，用第一代和第二代操感染前 

血清和感染后的急性期血清作 IEM检查，均表瑰了抗体阳转 |用黑猩猩的 3份血清 (感 

染前 、急性期和恢复期)作IEM 检查，也表明了抗体阳转，这说明我国新疆ET-NANBH 

的病原与世界其他国家的 ET—NANBH病原是相关的。 

ET-NANBH实验动物感染成功，为我国研究 ET—NANBH提供了可靠的病毒来源。 

同时在绋瞻培养尚未获得成功之前，为利用恒河猴研究 ET-NANBH病原的感染性、 理 

化特性提供了较适宜的动物模型， 并且为用 分离的病毒 提纯制 备单克隆抗体、建立特 
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Significant alanine aminotransfera~e (ALT)elevation was observed in five 

of seven stud alI of four Rhesus monkeys (Macaca mulata) hetween 20 and 49 

days after intravenous inoculation of pool of SIO0J suspensions and crude jjver 

homogenate respectivcly that were derived from two monkeys (R5
．

and R6) 

infected with stool suspensions obtained f rom epidem iologieally and serological- 

ly defined CaSO of enterically transmitted non—A．1101"1-一B hepatitis(ET· ANBH) 

originating in Xinjiang，China． Charate ristie hi3t。path0I。gic changes were 

acidophilie degeneration of the liver eell and sporadic aeidophilic bedies． 27- 

to 34一 nm virus—like partieles were identifled in stool specim ens from a 

Chinese patient with ET—NANBH and experimentally i11feetd monkeys with the 

first and second passages of the disease．These particles were specifieally aggr— 

egated by antibody contained in aCllte—ph ase sera from patients and acute—and 

convaleseent—pbase sera from ET．NA NBH infected ehimpanzee and monkeys． 

1 哪 findings indieated that Rhesus monkeys are suitable experimentaI animaI 

0ae’s for studies of ET．NANBHl the livet was the site of vi rus replication； 

稍 |e 27一 to 34一 nm virus—Jike partieles found in infected human and primate 

stool specimens may be etiological agent of ET-NANBH． 
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