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应用原位杂交及免疫组化检测肝活检 

组织中流行性出血热病毒RNA及抗原 
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提 要 本文应用原位杂交及免疫组化技术对 25例fjjc行性出血热(EHF)患者肝活检组织进 

行了病毒RNA及其囊膜 G 蛋白的定位捡j冀I-诂台光镜，认为肝细胞的变性、脑浆疏拾化、点执坏死 

是 Ⅱ【F病毒直接侵犯并在其胞浆IJI增殖表达所致，肝组织的灶状坏死弛主要是肝窦狭窄、枯否氏 

细胞增生导致徽循环障碍引起的缺血性梗死。急性脂描紊沉积是病毒侵犯肝细胞的间接证据．研究 

还发现，肝细胞内病毒的多少与病程盖系不明确，而与临床分型有一定相荚．为探讨 EHF的发病机 

但 肝 ⋯  
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流行性出血热病毒(EHFV)广泛感染人体各脏器【 ，但有关肝脏的损害．多限于形态学观 

察和免疫荧光定性[2]，本文应用原位分子杂交和免疫纽化(ABC法)对 25倒 EHF肝穿标本进 

行 EHFVRNA和抗原定位检测 ，并结台光镜观察 ，旨在探讨 EHFV和肝脏损害的关系．为阐明 

流行性出血热的发病机制提供进一步的依据． 

材料和方法 

i 标本来薄 25例患者均为 1992年 1月至 月石家庄传染病院收治的EHF患者．临床诊断符台 I988年全 

国肝 会议制定的诊断拓准，l9例经检i曼I El-IF特异性抗体证实，并除外甲、乙、丙型病毒性肝炎感染指标．25 

例·I一男 l8例，女 7例 ，年龄 19~57岁，平均年龄30,6岁，病期6～3 天，少尿移行期5倒．多尿期 I9例，饿复 

期 1例·临床分型轻型 l0倒 ，rI1型 II例，重型、危重型4倒 ，其· I例危重型为死后肝穿。 ． 

2 方法 

2． 组织切片的制备 肝穿标本经4 小性多聚甲醛周定。逐级酒精脱水(30分钟／级)，软蜡包埋 ．多聚i嚷氯 

酸涂片·剖备5 m 厚连续切片，置 60"C烤箱烤 7～1 0天 ，以备原位杂交及免疫组化用。同时进行 H·E、胆色 

素、昔鲁氏兰铰反应、GS氨银技术染色、进行光镜观察． 

2．2 原位杂交 EHFV s质粒撵针由美国C．Ss由r瑚dm 馈赠．缺口翻|币怯标记探针0](pro rnega公司试剂盎 

LaI№．1001)，杂交参照文献【I]加 改进．石蜡切片脱蜡至水，经0．21',IHC_，蛋白酶 K 化(2雌／rn1)15--20rain， 

4％I}I性多聚甲醛后固定 30min，之后逐缎j酉精脱水，加生物索标记的 s探针．42"C杂交 I8h，甩 0．05 T订 

Ionx_loO洗{簌，3 BSA封闭1小时，加卵白家标记的碱性磷酸酶(Avidin-AP)，室温作用20分钟，洗涤后用 

NBT，BCIp显乜 30--50,'nin．阳性物质为紫兰色，脱水透明封片。 

奉文于 1992年 7月 7日收到．1993年 2月15日修回． 
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量3 免疫组化 抗 EHFV 48A单克隆抗体由病毒所提供 ，按说明ABC染色(Veaor公司)，DAB显色 ．另用溶 

酶菌抗体．抗o-AT抗体，ABC染色鉴定肝窭及汇曾区增生的细胞。 

2．1 对照试验 原位杂交用生物紊标记的gDNA及 HBV DNA探针傲替代对照，正常肝做阴性对照，并设空 

白及RNas~酶消化对照。免疫组化设无关抗休替代对照及PBS空白对照。 

结 果 

l 光镑观察 

肝细胞均有明显浊肿和不同程度的坏死(24／25)，坏死主要为散在的单个细胞及小灶性坏 

死 ，可见嗜酸性小体 ，一例死后肝穿 ，肝组织呈明显梗死。肝细胞浆内普遍可见粗大黄褐色腰 

粒(24／25)，分布弥散 ，常沿胆小管排列 ，经胆色索、普鲁氏蓝反应和 GS氮银技术染色 ，证实为 

脂褐索。肝窦多呈狭窄或闭合，部分则扩张可呈淤滞状态，枯否氏细胞增生，功能活跃(溶菌酶 

a--AT染色阳性)，枯否氏细胞贴于窦壁或群集堵塞于窦腔 ，部分汇管区淋巴细胞浸润多 ．可见 

少量中性 白细胞 ，纤维组织增生(图 1)。 

2 原位杂交殛免疫组化 

生物索标记 M 探针原位杂交定位检测25例EHF患者肝穿组织，其中阳性 3例，阳性率 

92 ，阳性肝细胞呈散在点状、局灶性，及弥漫分布三种形式 ，紫蓝色阳性颗粒分布于核周胞 

浆内，尤以肝窦面肝细胞胞浆染色更强(图 2)。比较不同病型的肝穿组织阳性肝细胞发现，轻 

型患者其阳性肝细胞多呈散在分布，阳性信号较弱(+～++)，而中重型患者阳性肝细胞多 

呈灶性或弥漫分布 ，阳性信号较前者明显增强(++～+++)。至于与病程的关系，并束随着 

病程的延长而阳性信号减弱，其中有 5倒，多尿期第 8—2d天组织呈杂交弗漫阳性(+++)。 

此外，枯否氏细胞也有较明确的阳性杂交信号。但在灶状、片状坏死区杂交信号不明确。实验 

中设立了严格对照，空白、替代，正常肝组织均呈阴性 ，RNass消化后阳性信号明显减弱或消 

失 ，证明我们的结果是特异可靠的。免疫组化结果与原位杂交结果相似，25侧中23倒阳性，阳 

性率为 92 ，其分布形式也与杂交相同，但其阳性腰粒在胞浆内的分布较原位杂交弥散，信号 

也较弱(图3)。另外，脂褐索含量较多之肝细胞其原位杂交及免疫组化阳性信号均较其它肝细 

胞弱，即紫兰色或棕黄腰粒较步。 

讨 论 

I 班Ⅱv与肝脏损伤的关系 

EHFV广泛侵犯肝细胞而引起肝细胞广泛的变性 、胞浆疏松化及点状坏死 ，经原位杂交显 

示 EHFV RNA阳性并有EHFV抗原表达，提示肝细胞的上述改变是病毒直接攻击作用的结 

果 ，而在肝细胞灶性坏死及片状坏死区无明确阳性杂交信号 ，结合肝窦明显狭窄，枯否氏细胞 

显著增生，我们认为肝脏的灶性及片状坏死主要是微循环障碍引起的缺血性梗死；至于肝细 

胞内的脂褐索，原本为一种消耗性色素，是次级溶酶体的残余小体，本病表现在肝细胞内大量 

脂褐索存在，提示已不是生理性代谢减弱，可能是肝细胞溶酶体功能活跃并吞噬了较多异物 

(E}【FV)和损伤的细胞器，并进行消化处理，但不能及时排到细胞外 ，从而造成急性脂褐索沉 

积。由于病毒被酶降解而不能大量增殖 ，这可能就是脂褐索沉积之肝细胞其杂交及免疫组化 

信号较弱的原因，这反映了机体自身的防御能力。至于病毒量与病程的关系，我们的结果提示 

- 
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无明确相关性 -这可能与机体免疫反应不同有关，阳性信号的强弱与临床病型 虽有一定关系， 

但因铡效较少 ，尚不能得出明确结论。 

图 l 肝穿组纲t14·E染色示肝组纲灶状坏死(a)，枯否氏细胞增生(b)，肝细胞变性(c)厦胞浆 脂l倡索沉积(d)。400x 

F l Biopsy I妇 辩 of livcr sta~cd with眦 ．show~l 10c日1 noc岫 of址pBIocy 8nd时 咕 of Kullff ’$。m (a )． 

dcg舯 啪 l n and出p∞il‘0n时 Up。f啷哪 m hc阳I Ic cytoplasm(c，d1． 
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圈 2 肝穿组织．生物素标记 EHFV ‘探针原位杂交．示阳性肝细胞弥敬分布·Mrr BClP星色．200x 

2 EHFvRNA biotinlaheL~ Ms, wflhinm 帅  m Ii咐  t~4K=wm  

sl~owed B̂ dis4ribu~ n poslt[v=咖 ∞ r1 200X 

田 3 肝穿组织，抗 EHFV48A单克窿扰体．ABC甚染色示阳性肝细胞弥敬分布·胞浆内掂麻弥敬．200X 

F ．3 m 删 ∞ 岫  locatedby 48A monadonel antibody(̂Bc )∞ liver H 

sl~owed№  ~petcc3'tc=distributed dlffwil~~and ~ytaplmm zltlt~~ll1．200X 

田4 圈3之建壤切片，抗胃癌单克窿抗体染色(ABCI丧)．示肝蛔胞冉量胡性反应． 

4 serial _啪 d Fig 3 and slaEncdwi血 MG7manaclonal=nti~  and-~ mi~~=n~oma(Antmcmod) 

=baw~l r reas on in hcpamcytes．200X 

2 壤位杂交与免疫组化的关系 

原位杂交以其敏感性高 ，定位准确而应用于病理学研究的各个方面。我们首次应用此项 

技术定位检测 哪 患者肝组织之病毒 RNA，并结合免疫组化研究其表达情况，阳性率高达 

92 ，均较以往报道阳性率高[：]，说明原位杂交是非常敏感的方法。实验用 M 探针是 E 

HFV76—118株M片段的eDNA探针啪，中片段RNA的表达产物为G1、G2囊膜蛋白，48A为抗 

G：虽白单克隆抗体。我们采用连续切片证实在肝穿组织中病毒 RNA及 G：蚤白均为阳性 ，提 

示EⅧ 可直接攻击肝细胞并在其中增殖表达装配为成熟的病毒j匿粒，二者的结果是一致的。 

至于二者在染色强度j匿粒分布上的差异，可能是病毒虽然增殖、RNA复制，但囊膜蛋白表达并 

不完全 ，或是细胞的变性 ，坏死面使胞奖内的抗原成分丢失。另一方面 ，二者显色系统不同(A 

vidin-AP N'BT、BCIP较 ABC系统敏感)，这可能是部分原因。 

原位杂交法的应用为病毒直接侵犯肝细胞提供了有力证据 ，并提示杂交信号的强弱与临 

床病型有一定关系。本研究为阐明EHF的发病机制提供了进一步的形态学及分子生物学依 

据． 、 
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Studies on Liver Bj叩 sy of Epidemic Hemorrhagic Fever 

by in Situ Hybridizatlon and 

Wang Chunjie Deng Pingfei Zhang Wen et al 

( 埘m Peteltos~ ．蕊 ∽  ，0"50082) 

The EHF RNA and its G2 antigen were detected by in situ hybridization an d immunoh~tcche 

mist~-y ol1 liver blowy specimens of 25 cases of EHF patients among whom 23 aye postive．Our results 

indicated thatthedegenera~,on an d the singie hepatocytenecrosiswe|edue to the EHF virus invading 

hepat~ ytes direc tly an d replicating in their cytoplasm ：the local hepatocyte necrosis may be a kind of 

ischem ia infarct which w．as mainly because of micro—circulation disturbance owing to the l'u~row of 

heaptceellular sinus an d the hyperplasia of Kupffer’s cel1．Comparing the alrlOUllt of vius RNA in hepa- 

toeym be tween different clinical types of  El-IF，it showed  that the positive sisnat~ in m iddle，heavy 

ty~es were much stronger than that of in iight咖 ． 

Key word： Epidemic HemonhaS~c Fever 崩NA· Antigen Hybridization Liver 
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