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流行性出血热病人尸检材料中的病毒包涵体 
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提 要 一  

应用抗流行性 出血热病毒多克隆及单克隆抗体结合敏感的方 法在尸检组织切 片 上 进 

行 了免疫细胞化学染色，多克隆抗体可清楚地显示出尸检组 织中病毒抗 原 阳 佳的包涵体 

结构 依光镜下染色的形巷 特点不同，可将 包涵体分为四个类 型 即 小泡型 、太泡型、多 

泡型 和实心型。单克隆抗体染 色进一步证实 ．实心型厦空泡型包涵体呈 。N 抗原 阳 性 ． 

少数 组织中空泡状 包涵体也呈 G2 抗原阳性。病毒包涵体的出现可作为该病 毒在人 体 

细胞 内惑染 及复制的形态 学证据。 

关键饲：出血热流行性 二 免煳 胞化学： 

在培养细胞中 (Vero E6)出现流行性出血热病毒包涵体，国内学者早有报道 11)， 

在以前的观察中我们也曾注意到流行性出血热病人骨穿标本中有病毒包涵体样结构的存 

在1”。由于在尸捡组织中显示病毒抗原的困难，尚未见到尸捡组织中有关病毒包涵体的 

描述。近来我们用抗出血热病毒多克隆及单克隆抗体，以多次 重 复 PAP法 (双 PAP， 

三 PAP，四 PAP)及 PAP结合 ABC法对近期及陈旧尸捡组织石蜡切片标本进行免疫细 

胞化学染色，在光镜下发现不同脏器的多种细胞中存在具有一定形态特征的病毒抗原阳 

性结构，确认为病毒特异性包涵体。病毒包涵体的出现为汪实该病毒在人体多种脏器的 

泛嗜性感染及细胞内复制提供了直接的形态依据。 · 

材 料 与 方 法 

一 、 擒潮标本 选自 1951年至 1988年的流行性出血热病人尸检蜡块共l8侧．均为 10嘶福尔马 

林固定 ，常规石蜡包埋 的 垒身各组织．其中有 心、肝，脾、肺 、肾、脑 、胃 晒 ，垂体 甲状腺 、 

胰腺、肾上腺、前列腺、 睾丸等 ，切成s m的组 织切片。 

：、免疰组 媛化学染 色 对上 述组织分别进行多克隆抗体及单克隆抗体的 多 次 置 复 PAP及 

PAP+ABC染色l ll。 

1． 多克隆抗体PAP染色 ：用兔抗出血热扁毒多克隆抗体为 第一抗 体 (本校微生物教 研 室 提 

供 )，羊抗兔 1 ：64为桥抗 ，兔PAP1 ；200(本室 自制 )，进行双P̂ P．三PAP，四PAP染色， 

即在传统的双PAP染色后’对呈色为阴性或弱阳性的标本再重复桥抗及 PAP一遍或二遍，直至明确 

本文-~1990年12月20日收到-1991年 9月18日修回。 
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阳性为止。 

2． 多克 隆抗体的PAP+ABC染色 ：以兔抗 出血热病毒多克 建抗体为一抗，生物 素化 羊 抗 兔 

l 230为轿抗 ，连接PAP(同上 )厦ABc(Ve~ta~,tain ABC Kit PK 48D~．)，并重复 生 物亲 化 

桥 抗及PAP和 ABC染 色，直至明确阳性。 

3． 单克建抗体PAP及PAP+ABC染色 ：流行性 出血热病毒 G2蛋 白单克隆抗体 L~48A，N蛋 

白单克 睦抗体 L133，A3S，A25一l(购于 中国预防 医学科学 院病毒所 )，鼠 PAP (武汉生物制品 

所 )，ABC(Yeeta stain ABC Kit PK 4002)，多次重复PAP及PAP+ABC染 色，方法周前。 

4． 对腰 ：包括以PB$取代一抗的 空白对腰；以相 同稀释度的无关苘源血 清及单抗代替一抗 的 

替代对照j以多克隆抗体 与组 织孵育 后再进行单抗染色的抗体阻断试验j鼠实验性流行性 出 血 热 

组 织为 阳性对照。 

结 果 

本文对l8例流行性出血热病人尸检组织进行了染色观察，经多克隆及单克隆抗体染 

色出现阳性包涵体的病例及脏器分别见表 1和表 2。 

裹 2 单克蕾抗体染色出现阳性包蔺体的病例殛脏器 

Tib． 2 The ets⋯ nd organ5 -ith ir●】 IB positire 日tained by MAb5 

Natei 1． witb solid lB pasitlve． 2． with bubble IB p0 sitiv+． 3． 1 a口d 2． 
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注，M一男性 

Not0． M-- M le 

F一女姓 

F— Fem le 

近期尸蚀组织中，多数脏器的细胞多克隆及单克隆抗体染色呈病毒抗原阳性反应， 

表现为胞浆弥漫着色，少数胞核内可见斑点状棕色颗粒，除个别病例的肾小管上皮偶见 

空泡状阳性结构外，未见明显的病毒包涵体。 

陈旧尸检组织经多克隆抗体染色，可在大多数脏器的细胞浆内观察到病毒抗原阳性 
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的小体，即病毒包涵体 (表 3，图 5— 9)，包涵体的大小不等，小者直径 在 l#m 以 

下，大者直径有 6— 7／lm，一般为 2— 3 m，它们边缘整齐，多位于核旁，也可见于 

坏 死及脱落的细胞中。根据其形态特征，可细分为实性包涵体 (均匀的棕 色颗 粒， 图 

4)|多泡型包涵体，大泡型包涵体 (大的孤立空泡，图 2， 3)|小泡型包涵体 (呈 

小泡状分散于胞浆中，图 1)。 

毫 5 四种蠢曩曲●●皇一体t出毫曲每位 

Tab． 3 The d；stribut；on Of the four types of vi ral IB tbe 。 -Ⅱ● 

上述病例的组织，经单克隆抗体染色大多呈特异性胞浆弥漫性棕色反应，部分病例 

的某些脏器中出现 N抗原 阳性的实性及空泡型包涵体结构，少数病饲的个别雎 器 出现 

G2抗原阳性的空泡型包涵体，且同时伴有 N抗原阳性 (表 2 )。 

存在抗原阳性病毒包涵体的组织细胞，部分呈明确的遇行性改变，在坏死细胞及坏 

死脱落细胞中也有病毒包涵体存在，多数细胞病变不明显，详细描述将另文发表。 

讨 论 

细胞内出现病毒包涵体是出血热病毒感染和复制的重要特征。以往由于未采用敏感 

的免疫组化方法，难以在尸检材料中定位病毒包涵体。应用出血热病毒单克隆抗体常规 

免疫组化方法也仅在胞浆中见到弥漫性阳性反应，多克隆抗体的应用虽可增加病毒抗原 

的阳性捡出率 】，但仍难以达到满意的染色效果。 本工作利用抗出血 病毒 多克隆及单 

克隆抗体结台多次重复 PAP法，PAP 4-ABC结合法以及 PAP+ABC多次重复的方法， 

借以增加免疫组化检测抗原的敏感性，在近期及长期保存的尸检组织细胞胞浆中清晰地 

观察到了病毒特异性包涵体结构。 

根据本文多克隆抗体染色，病毒包涵体可从形态上分为四个类型，即大泡、小泡， 

多泡及实心型，本质上是空泡状和实心性两种，除此之外，还有弥散于胞浆内的抗原成 

分，确定包涵体及弥散性抗原的性质，特别是空泡型包涵体的抗原性质，可有助于阐明 

细胞病变机制。为此，本文用了抗 “G2 及 “N 蛋白两种类型的单抗，在同一组织连 

续切片上染色，结果两种类型的单抗均可显示胞浆中弥散性抗原，此外抗 G2单 抗可显 

示少数脏器的空泡型包涵体，而抗N单抗可显示实性包涵体，有时也显示空泡型 包 搔 
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固 1． 

图 2． 

图 3． 

图 4． 

图 6． 

囤 6． 

圈 7． 

图 8． 

匿 9． 

F堰 1 

riS 2． 

Fig 3 

F 4． 

F 5． 

Fig 6． 

脑神经细胞中 ‘小泡型 病毒包涵体，PAb-4PAP，X 1，000 

骑垂体细胞中 大泡壅’府毒包涵体 ，PAb-4PAP，X 1，000 

臂小臂上皮细胞中 ‘宴心型’扁毒包涵体，McAb·ABC．x 1，000 

肾小管上皮细胞中 多泡型’扁毒包螽体，PAb一3PAF+3ABC．X 1．000 

肾上腺球扶芾捷上皮 ‘多泡型’赢毒包涵体，PAb一~PAP+ABC，X 400 

胰腺，胰岛及腺上皮细胞中 多泡型 强 小泡型 病毒包涵体，PAb—SPAP+3ABC，x 400 

碧丸曲细精臂生精上皮细胞中 小泡型 及 。多泡型病毒包涵体PAb一3PAP~3ABC，X 400 

甲状腺上皮细胞中 小泡型 及 。多泡型 病毒包涵体，PAb一3PAP+3ABC，X 400 

前列骤碌上皮细胞中 小泡塑 扁毒包涵体，LV48A MAb一3PAP+3ABC．X 400 

Vi r4I in c1ⅡsI口i口 bediet(1B) iⅡ degea ersted teuⅢ  m4Ij—bubble 0 r ce_tral T㈨ie llr 

tYpe， PAb-4P^P， X 1， 0O0 

lB in COII_ of antezi。 PitⅡita：y glaad． 1arge-bubble tYpe
． PAb-4PAP． X 1_OOO 

IB ia spitbell f 瑚 el tubⅡle
．
solid tyPe， M oAb—ABC． X 1．000 

IB i_ eplthelinm of FeDItI tUbⅡI e mⅡni_b_|bbI e tYPe， PAb一3PAP十 ABC． X 1J 000 

IB in tD glo e I_- e⋯II f adr eⅡa1 EIaed， mⅡIti—type， PAb一3PAP+ 3ABC． X 400 

IB ia te110 0f isI-td snd ㈣ i r eells 。f PB1cr0‘{． 口l●1l snd mu1Ii—bubble type． PAb一 

3 PAP+ 3ABC， X 400 

F ． 1B in spermatogenle eelh． emall*ad multi-bubble t ype， PAb一3PAP+ 3ABC， x 400 

Fig 9． 1日 it epft helilrm of thy reid EI|Ⅱd．Pb一3PAP+3ABC， X 400 

F 9． IB i1 eplt helium of pro etate gland． emsll bubble type， M eAb LV48A一3P^P+ 3̂ Bc 

X 400 

体。这种实性包涵体其形态大小及抗原性质与电镜下感染细胞中出现的包涵体 基 本 一 

致【”，由此推断，本文中所描述的实性包涵体可能就是亚细胞水平的病毒包涵体。关于 

细胞中空泡型包涵体，多抗与单抗的染 色结果不很一 致，多抗在大多数组织中均可显示 

出该结构，而单抗只显示少数组织者，有时c2和N抗躁均为阳性。产生这种 差 异 的原 

因，空泡塑包涵体的性质及意义，以及与电镜下的包涵体如何联系尚有待进一步工作。 

病毒包涵体在人体各脏器多种细胞的广泛存在，进一步证实了该病毒可侵犯人体多 

种组织细胞，同时也说明了病毒感染的泛嗜性。在这些广泛的病毒抗原阳性细胞中，只 

有部分细胞发生退变坏死，多数细胞在形态上仍然正常，但就细胞的暹变坏死 程 度 而 

官，抗原阳性细胞远比抗原阴性者严重，说明细胞的退变坏死可能与病毒或其相关因素 

作用有关。 
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The Viral Inclusion Bodies in the Autopsy Tissues 

of Patients with Epidemic Hemorrhagic Fever 

Yang Shou—jing Liu Yan—fang Han Yan—ping Xiu Zhi—kai 

(Department 0f Pathology，Fourth Military Medlca!College_xi 口n 710032) 

Using polyclonal antibody(PAb)and monoclonal antibodie s(MAhs) against 

epidemic hemorrhagic fever virus(EHFV )， the viral antigens in fresh 

and long-term storage EHF autopsy tissues we re studied comparatively with 

more sensitire muhi-layer PAP and PAP comhined with ABC (PAP+ABC、 

techniques．The results shewed that the inelusloa bodies(IB) with viral 

antigens positive could dem onstrated in the autopsy tissues
．
Four types of 

IB， designated solid， small-bubble， big—bubble and multi—bubble， could he 

observed in the light m icroseope depending on the m orphological characteristics
． 

Tbe solid and hubble IB with nucleocapsid(N )protein antigen positive and the 

bubble IB in some tissues also witb envelope glyeoproteln II(G2)antigen positive 

were further confirmed hy MAbs L133， A35， A25-1 against N and LV48A 

against G2
．

The existence of viral IB in human tissues could supply direct 

morphological evidence for the EHFV infection of cells
．  

Key w ordsI Hemorrhagic Fever Epidemic Autopsy [mmunoeyto— 

chemistry Viral Inclusion Bodies 
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