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提 要 本文用双标记免疫细胞化学和双标记免疫电镜技术观察了环磷酰胺处理的~d．a／ 

c小鼠及乳鼠实验感染肾综合征出血热病毒后的发病和病毒定位情况，结果发琨，免疫功能不成熟 

或有缺陷的小鼠感染后发病并有规律地死亡，面免疫功能正常鼠只呈隐性感染．在发病的和隐性感 

染的小鼠之间，病毒定位主要差别在于} 是否感染免疫器官，即 HFRSV抗原可见于发病鼠外 

周血·脾和胸腺的单个拔细胞rII，而在隐性感染小鼠的这些免疫器官中则为阴性．HFRS病毒颗粒及 

病毒亢匾J 泛见于发病鼠的T细胞亚群巾，在T~y-1，L3T4和Lyt一2亚群中．双标记阳性细胞百分比 

分别为 2d．B+一15．3 ，7．5 +一6．1 和 17．7+--5．1 ．对 HFRSV在 T细胞·I1分布的差异还 

的直接影响，病牵对宿主免疫系统的感染是HFRSv 

淋巴葺日胞亚群 病毒定位 飘标记免疫细 

与人类肾综合征出血热(HFRs)感染发病相 比较 ，啮齿动物 自然或实验感染 HFRSV后的 

结局有较大差异D-s]。目前对细胞免疫在发病机理中 的作用未形成统一的认识。为了阐明人 

和鼠之问病毒定位和淋巴细胞改变的特点 ，本文比较了小白鼠成鼠和乳 鼠感染后病毒脏器定 

位和在淋巴细胞亚群中分布的差异，并观察了环磷酰胺(cP)处理的成年鼠感染 HFRS后的发 

病情况。 

材料和方法 

I 研究对象： 

I·I 成鼠：40只BALB／~小鼠·雌雄各半，鼠龄为 20天 ．将其分为 4组 1组接种 和病毒l I组只接种病 

毒{■组接种 口 l IV组接种生理盐水和RPM]．1B40。 

1．2 乳鼠： 8只2口龄的BALB／e乳鼠分为试验和对照两组。 

I．， 病毒~I-IFRSV-CHEN株E)3感染的乳鼠悬液，其TODso为1×WPFUIm~． 

2 主要试剂 

2 I 口 是上海第 12制药厂产品，成鼠的接种剂量为 3∞ ／kg． 

2‘2 大鼠抗小鼠淋巴纲胞亚群的年克隆抗体(鼠 LCM b)由北京医科大学免疫教研室提供。其IIl包括Thy． 

I+2(鼠全T细胞)．L-2．I(鼠T抑制／杀伤细胞)和L3T4(鼠．r辅助／诱导细胞)。 

· 率文于 l。g2年 8月19日收到 ．】993年1月6日修回。 
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2．1 亲和素一生铀素一过氧化物酶复g-,~(Arc)和生物素化苹抗鼠Iso抗体( ŝMr)为B∞ Di 公司 

产品． 

2．‘ 抗 HFRSV抗体；以HFRS病人恢复期血清为第—抗体，其荧光抗体漪度为 l t 10240． 

量； 酶标羊抗人 lBGCHPR-SAHr)，滴度为 1—64。 

2．1 酶底物 ，3-氮基- 乙酰卡巴唑(AEC)为BottomI~k／morl公司产品，呈红色．氯化钻处理的3，3'-二氮基联 

苯胺(Co-DAB)t 呈深灰蓝色． 

7 胶体金标记的羊抗鼠IgG(Au20-SAMr)；按 Fmm法 制备． 

3 单酶双底物双标记免疫细胞化学，参厢0hn1arInHB法【‘]进行．筒述如下： 

3．1 加人抗 }TFRsIS'G(鲣浓度为 t l 500)和鼠T“：单克隆抗体混台物于细胞上，4℃作用 l8小时．清洗吹干。 

1．2 用 t 甄氧水甲醇阻晰内源酶。 

l 加人抗 }啊 I 和Bio-SAMr的混合物，4"C作用 I小时 ．清洗和吭干． 

3．4 加 ABC试荆 ．37℃作用 15分钟。 

3．5 加Co-DAB使T细胞标志抗原呈 深灰蓝也． t 

1．B 加I~RP-SAMr，3 ℃作用 l小时． 

3．7 加ABc使HFRS抗原部位呈砖红色． 

l 光镜下计数双标记细胞的个数。 

t 双标记免痤电镜， 

4．1-固定 用P 固定液 4℃固定 l小时。 

4-2 包埋前染色一 

‘．2．1 加人抗 HFRs 和鼠TLC单克隆抗体室温作用 I8小时。 

1．2．2 用 1 的双氯水甲醇I虬晰 灏酶． 

1．2．1 加Bio．sAMr和 Au20-SAMR室 温作用8小时． 

4．2．t 加ABC试剂 ，室沮作用 8小时。 

‘-2．； DAB反应。 

t-2-B 常规电镜标本处理和观察． 

结 果 

l 乳鼠感染 HFRSV的表现和死亡率 

腹腔接种了 100 TCID5。的病毒后 ，所有的乳鼠发病和有规律地死亡。病症为蜷曲 漉 挛和 

抽搐 ，毛发生长明显迟缓 ，与正常小鼠比较形体明显缩小。一般在接种病毒的第 l4天死亡 ，最 

早 8天 ，最晚 1 6天。 

2 CP对成鼠感染 H]FRSV的影响 

CP处理的成鼠感染 HFRSV后 10天亦出现类似于感染乳鼠的症状，如动作迟缓，蜷缩和 

抽搐等，症状出现数天后 ，感染鼠均死亡(见表 1)。 

血清学检查表明，cP处理的感染成鼠血清中对HFRSV的抗体应答水平(5376-4-一2817) 

明显低于未用 cP的感染成鼠(12288-4--一6009){几何平均滴度分别为 3．679-4--一0．222和 4． 

040+一0．346，P<0．01。该两组感染中 ．HFRSV田性脾细胞百分率分别为 39 和 2 ．P< 

0．01。 

3 HFRSV在内脏中分布的差异 

乳鼠从接种病毒 4天后在外周血和肾脏中开始出现 HFRSV抗原，接种5天后，全部被检 

组织中均能测到 HFILSV抗原 ，脾细胞中 HFRSV扰原阳性率在接种第 7天达到高峰(39．5七一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 精 毒 学 第8卷 

5．8)，并在此 16天内保持该水平，从接种第5天开始，血清中出现 HFRSV特异性抗体。 

未用 CP的感染成鼠于接种第 9天在肺和肾脏中可检出HFRSV抗原 ，但持续时l可较短 

(约 3天)，且脾脏等免疫组织中未能检出病毒抗原(见表 2)。 

表 I CP处理对成鼠蒜集HFRsv后结果的髟响 

砌 e1 D 伸n嘲  R~ullsin HFRSV 呦 。dAdultM妇 wflh andwflhou|( Trcatmc̈t 

cP——环辞酰胺(州  phan1 )I 

V——FHRs病毒(klFP,SV)， 

NTAb-----HFRSV的叶1和抗体(Ncm蛐 g肼【ib叫y t0r HFRSV) 

ND—一来测( )‘ 

McCiium-- RPMI一1640培养基(RPM1—1640”日ium) 

表 2 HFRSV抗原在不同条件下的小臣内畦中的分布 

Table 2 Distribution of HFRSV Anti~ a in vj蛐 |of lnfc*zt~ Mice al DLfferc~t Co,~iitio, 

1 一一朋朦 }却I一一鼻· -～一脑 } n一一肺 }K 一一肾l 

}l哺～一心 }uv一一肝 

*+ 探强阳性} H 强阳性·。+ 。剐性} 

+～ 灞 阳性÷ 一+ 阴性． 

从表 2可见 ，与未用 CP的感染戚鼠相比，CP处理的成鼠及乳鼠感染后 HFRSV脏器分布 

的主要差异在于HFR~V对免疫脏器(如胸腺和脾脏)的侵袭 

l 辟单个核细胞中HFRSV抗原的动态变化及与血清中特异性抗体水平的关系 

如图 1所示，扶接种病毒第 4天开始，脾单个核细咆中可检出HFRSV抗原 ，并在较长的时 

同内保持较高的水平(35+一7．5 )。 
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图1 盛集乳鼠的T淋巴细胞亚群巾惴 扁毒抗 阳性串的动态变化 

R 1 Kin~~曲 -n 辟 时 I-IFRSV ,~Usen po~tiv~talesinT Lc蛐 I ofinfcct~ suCklinB rnke 

将脾细胞中HFRSV抗原阳性率与血清中特异性抗体水平做相关分析，结果未见显著性相 

关(r一0．27，P>0．05)。 

5 鼠淋巴细胞亚群中的病毒定位 

5·l HFRSV抗原在淋巴细胞亚群中的定量分布 ：通过双标记免疫电镜技术观察 HFRSV抗原 

在感染乳鼠及 CP处理的成鼠外周血和脾组织 T细胞亚群中的定量分布．结果见表 3和两 1． 

在 Thy一1，Lyt-2和 L3T4阳性标志的细胞亚群中，均可检 出HFRSV抗原 ，双标记细胞阳性率在 

Thy一1组为 24．6+一15．3 ，L~I"4组为 7．5+一6．1 ，Ly卜2组为 17．7+一6．1 。 

衰 ’ H哪 V在置T淋巴细胞亚群中的分布 

T|bk 3 I 由噌 HFRSVinM 露 Tl舯 phoc SI由唧 山 I‘o呻 

乳鼠，Suckles1*_CP处理的成 鼠CP-tre．at~xJ~lult I⋯ 未经 CP处理的成鼠 non—I惜Iod adullI 

ND一束测。 ～  

未用CP处理的感染成鼠各淋巴细胞亚群中未见到HFRSV抗原。 

动态观察鼠T淋巴细胞亚群中HFRSV抗原的数量分布可见，HFRSV抗原阳性细胞百分 

比在感染的第 8—1O天最高．此时发病最重、死亡率最高。随后在L3T4组中双标记阳性细胞 

百分比迅速降低甚至测不出，而在Thy—l和Lyt一2组中双标记阳性细胞百分比在较长的时Ii玎 

内仍保持较高的水平． 
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图2 双标记免痤细电化学法检 HFRSV感染乳鼠的外周^淋巴细胞。钴化DAH(灰蘸色)Ⅲ于显示小鼠T 

淋巴细胞重群的标志．AEC(砖红色)用于显示HFRSV抗戚。(̂)T 一l组-I一般稀 己剐性细胞·(B)LlT· 

组巾双标记阳性细电．(C)Lyt一2组巾取标记戳性细电． 

Fig．2 D)uMc jmmunc白 曲 蝴 for pcrlpileval blood IymFaocyt~ from HFRSV blfectcd su~lin$mice·DAP．-C 

( 岫  blue)is L to slaowmouseTIA2mm9吐 nmrkcr—and AEC(bri~ rod)to show HFRSV¨r啮'n 

(A)d曲 圳 删 0d tn n 一l p(B)do~bls-labclcd 0dh in L3T4 group(c)d0tIbl 曲cⅫ 曲l1搴in 

Lyt-2 group． 
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田 3 电 HFRSV后脾细胞ll『的HFRSV颗粒 

R 3 Eleclron microscoW for HFRSV I~'ti~lcs in，Di∞n=cUs from HFRSV infeclod adult nli∞ w“h( Ircalmcnt 

田4 双标记免疫电镜法检 HFRSV感染乳鼠的脾细胞 

(A)t,yt一2 细胞(肢体盘标记)(×10000)．(B)Lyt一2 细胞胞浆空泡巾特异性病毒颗粒(爵标记)。 

4 Doublc intmu~ rorl rnlcn：ecoW tar the spleen eclls from HFRSV infeclcd suclklin$mice．(A)Lyt．2 =clls 

(oaka~ so]d labeled)(×10000)．(H)嗣 ：【fjc viral perlicl~ (cnzyn~ labeled)wil|IiI-r．~ raic w d舟 西 

t．yt一2+cctLs 

5．2 【 镜观察结果 ：电镜下在感染乳鼠的胸腺和脾脏组织中发现HFRSV颗粒 ，有双层囊 
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膜，直径约 120rim。双标记免疫电镜显示感染乳鼠脾脏中Thy—l，L3T4及Tyt一2阳性 T细胞胞 

浆空泡中有免疫酶标记的病毒颗粒。 

讨 论 

率实验证实了HFRSV对成鼠无致病力，但对新生小鼠却产生严重的甚至致命的感染 ，这 

与Kim和MckeeEa]报道的结果相一致。为了澄清这种年龄依赖性发病是否与免疫系统不成熟 

或缺陷有关，我们在用HFRSV攻击以前先用 cP处理 ，以干扰免疫系统的正常功能。结果表 

明，cP作为一种免疫抑制村，可以增加小鼠对 HFRSV瘟染的易感性。其他学者O,z0~亦报道了 

cP处理的这种效应，如用cP处理猕猴和地鼠可产生类似于人类感染 HFRSV的症状和特征。 

CP的这种抑制效应在用药后 48小时最高。B细胞是CP作用的主要靶细胞，此外，其他免疫活 

性细胞(如T，NK和巨噬细胞)可在不同程度上受 cP的影响．因此，cP有助于HFRSV突破宿 

主的免疫屏障 ，在体内传播。 

Nakamura T等[n]报道了正常鼠和无胸腺小鼠在 HFRSV感染发病方面的差异 ，发现 

HFRSV感染后正 常小鼠发病具有年龄依赖性 ，而无胸腺鼠的发病则与年龄无关。此外，与新生 

2 小时内小鼠相比，5—7日龄小鼠感染 HFRSV后死亡时问早得多，而体内 HFRS病毒滴度却 

低褥多。这表明了细胞免疫不但在清除体内病毒方面而且在免疫病理损伤方面具有一定的作 

用。Asada HI 日证实了Lyt一2阳性T细胞对HFRSV的感染具有保护作用，但尚未证明在体内T 

细胞亚群是否会受到 HFRSV的影响。 

本文用多种免疫细胞化学方法探讨了 HFRsV在小鼠 T淋巴细胞亚群中的分布 ．发现感 

染发病的小鼠体内不但在非免疫器官，而且在外周血、脾脏及胸腺等免疫器官中育HFRSV抗 

原的分布，而感染未发病的小鼠体内HFRSV抗原只见于非免疫脏器中。这提示了HFRSV要突 

破宿主的免疫屏障并建立感染 ．对免疫器官的感染侵袭是一关键性因素．本文证明了HFRSV 

可感染小鼠外周血、脾和胸腺的多种淋巴细胞亚群(Thy—l，L3T4和Lyt一2)。在Lb镜下这类细 

胞可见到病毒颗粒。比较 T细胞亚群中HFP．SV抗原阳性率和持续时fi玎可见，Lyt一2纽(-9cD8， 

Ts／c类似)的HFRSV抗原阳性率和持续时间明显大于L3T4组(与CD4．Th／i类似)。说明细胞 

免疫可受到病毒的影响。这些结果可解释为什么给感染乳鼠输注Ly卜_2细胞悬液可发挥保护 

作用。 

1983，41(1)，391～ 198 
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Experimental Infection of Hemorrhagic Fever with 

Renal Syndrome Virus in M ice and Viral Antigen 
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Doubte-imm unoctytochem isa'y and double-immunoclec ~ron m icr,：~,copy wel'e applied to investigate 

the pathogenesis and virus localization in cyclophosphamlde-treated adult and suckling BALB／c mice af 

ter the infection of hemorrhagic fever with rcna[syndrome virus．It was found that，after the infee 

tion，immunologicaily im ma~re or deficient mice developed disease and died  regularly，while normal 

adult mice showed only a subclinical infection．The major difference of virus localization between the 

diseased an d non—diseased  m ice was  whether the imm une organs would be infected by HFRS virtls- 

HFRSV antigen was  o~ ved  in the im muno—competent ceils in pe ripheral bt,．md，spleen and thymus 

from suckling mice  an d diseased adult m ice，but was not detected in the corresponding cells from noil— 

diseased adult mice．It Was also fourid that HFRSV was distributed in a variety of lymphocyte subpop~ 

tations．Thepercentage of double—labeled cellswas 24．6+一 15．3％ in Thy—l group，7．5+～8．1 

in L3T4 group an d l7．7+ 一 6．1 in 一2 group．In addition，kinetic chan g~ of HFRSV postive 

rate in T lymphocyte subsets were observed in the present study- 

Key words： Hemorrhagic fever with renal syndrome Expe rim ental infec tion Lym pho- 

cyte subpopulation Virus localization 
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