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提 要 

蛋白(Nlc c日 Ⅺ，NP)及血凝素(Hema~utinin，HA)抗原的单克隆抗体免疫细胞化学方法对 19倒 

}Ⅱ 尸检病例的16种组织中的病毒抗原进行了定位和分布的研究及抗原分析。结果表明，死于早 

期 }Ⅱ 人体组织内病毒抗膝垂大．分布广泛．主要吼可溶性和颗粒性两种形式存在 一前者存在于 

细胞内和细胞外，呈 G2，NP及HA抗原阳性．是参与形成免疫复合物的主要抗原形式 {后者是以单 

纯病毒NP或HA抗原阳性的病毒包涵体(IB)形式存在于细胞内，是病毒直接作用所致细胞病变的 

标志，IB的广泛分布但只有极个别阳性细胞发生坏死，说明该病毒具有泛嗜性感染和弱致细胞病变 

能力的特性． 

抗原分析结果显示，组织细胞中病毒抗原的表达及其抗原量受宿主细胞的种属，组织结构特点 

及病期的影响，也存在个体差异以及因感染病毒株或血清型不同产生差异的可能性·病毒抗原染色 
形态学证实，NP上具有 HA抗原位点 ，其抗膝央定簇有三类，其中的某些抗原决定簇可因病毒宿主 

动物或细胞的种属不同，表达也不同．HA抗原在人体组织细胞中的高表选和广泛分布也说明 

毒及其结构蛋白的抗原性分析和病毒的分型，但尚未见到用于人体组织中病毒结构蛋白形态 

研究和抗原分析的报道。作者利用国产的 15株分别针对 G2，NP及 HA抗原的MAbs，以新建 

立起来的敏感 的免疫细胞化学方法[力，分别对我国西安 ，沈阳及广州等地的 HFRS尸检病例组 

织中病毒结构蛋白进行了定位和分布的形态学研究及病毒抗原分析． 

材料和方法 

l 材料 

}酮峪尸检共 l9例，包括西安地区 l7例 系第四军医大学病理教研室于 1961~1989年收集 }沈阳地区 1 

倒，广卅I地区 I例．其中发热期 1例，休克期 8例，少尿期2倒．多屎期 4例，恢复期1倒 ，均为 10 福尔马林固 

定，石蜡包埋的组织，共 l6种，分别做 5lm 的连续组织切片． 

2 方法 

多重PAl：'及多重PAl：'结合 ABC法定位分析尸检组织中病毒抗原m．抗 HFRSVMAbs共 16种(表 1)，做 

车文 1992年 11月 17日收到+1993年 2月 4日恪回． 

·国家自然科学基盘资助项目,No 3927~290 
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l一2000稀释，分别单独使用。 

寰 L 抗HFP~V革克隆抗体的性质霞萁来潭 

T曲  】 the ch岫  妇 and∞悯  M^ agai|I毗 HFRSV em ed our Study 

注；∞9为江西 舞鼠病毒 Î9为野鼠型 9̂株病毒I耻2为家鼠皇R22株病毒iCYa#．~ 嘣 为从病人分离的病毒 

结古活力l为 M̂  s0 结台病毒蛋白最大{盘窿(I|g／|兀1)I抗体活性f为抗体一It郸或血凝抑制活性滴度的倒教。 

组织脱蜡入水，0_l孵孵双氧术处理组织40分钟 去除其中的内捃【性过氧化物酶话性， 抗 HFKSVM  ̂

分别在 4℃孵育组织 7"2小时，显示MA 用羊抗鼠1BG l 3。0(本室射备)桥接鼠单克隆PAP I：10，000(武援 

生物制品研究所)．或用生物豪化羊抗鼠IsG 1，16，000及ABc复合钧 1，409(ABC试剂盘为美国 Vector公司 

产品)，并重复后两步染色 ，染色 4～8十pAP或pAP+ABe不等，一般为 5~BPAP或pAP+ABC，0-Ol DAB 

+ 001 02呈色 5分钟。 

， 对l!}l 

阳性对照用陈株 Hl 感染的Voro EB细胞；另外还设有正常组织对厢 ，替代对照及吸收对照。 

结 果 

l 病毒抗原染色一般情况 

所检的 l9例 HFRS尸病 例均为阳性(19／19)(表 2)。 

2 病毒抗原的组织分布及定位 

5-、血管 ：心肌纤维，心内膜内皮，全身血管平精肌细胞(广州及部分西安病例)，小血管壁 

及内皮细胞 ； 
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肝 ：肝细胞 ，枯否氏细胞 ，肝窦及胆管上皮 } 

脾 ：淋巴细胞 ，单核吞噬细胞 l 

肺 ：支气管粘膜上皮 ，腺上皮 ，平精肌 ，软骨细胞 ，肺呼吸道粘膜上皮 ；I I型肺上皮细 

胞，肺水肿液 ，参出 wBc(图 1)} 

衰 t 尸揎组织抗哪碰 h 免应绷矗化学豢色结果 

协 2 t~ulta lrom 删 删 tr螂  坤 H 帅 椭  pAP舯dP̂ P+^Bc蝴  

注 Notel 

1．心 H嚏n 2．肝 u惯 3．牌 spl越I-4．肺 l,~mg乓肾Kiddy6．脯 7．睬垂唪Pimita~gland 8．扁髓俸 T咖 9．颌下辣 

suhI_肼d 10．甲状睬 yr蒯 11．胸睬 "I'~ lUe12．胰腺 P~nctem 】 肾上朦 Adrenal山n由 14．前列臃 Pr蛐 Bl且nd15睾 

丸 TH 16．淋巴结 柙 ph r幽 ▲ 弥j曼性阳性 D w~iningwie,∞c moreM  ̂

△ 空泡状 m 阳性 V v mIB 8 山 5 It州1 with舯e ortrm MAbs 

-囊粒状 m 阳性 0m 山r virallB嘲iI-ilI5呻t w-曲 帅e rr帆 M̂  

一 束染色组织 u删蜊 t'圈u瞎 (符号意义下同) 
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圈1 HFRS尸检支气管及坤组织．支气管粘膜上皮 ，脖体．平滑肌．血管壁及wBc呈病毒 HA抗麝(阳性(1a．MAb 308- 

卯 P̂．X100，：臣有同样染色效果的 MJ 还有 7D]．8期，8G2，8G3)，肺呼吸性支气管粘膜上皮及脱落的上皮细牖 

中HA呈 m染色形态(zb， 8G2-6P~P，X400)I肺泡 I．I型上皮细牖呈肩毒mF或HA抗原阳性(1e．M b̂ 

A25-1或3DS-5~AP，X40011V[A~ 3̂5，R31．71：)1，81：8．802，803具有同样染色结果)}翥毒02抗原在肺浪中渗出 

的WHC呈拜漫阳性(1d， LV4$A-SPAP，X400)或肺泡弥蘸阳性，在肺承胂靛中出现G2抗原阳性空泡(1e． 

MAO LV48&-4pAP"{-4ABC．X400) 

瞰 1 Amopsyt mndlIⅡls HFRS Bv The viral H^anligenⅧ vadd~． inb moc~sa．,~meUmn。 

．S．Xanm．smoothmuscles，Mood vessels andWBCint wall lIm  stained MAIm瑚 ，7DI，8F8，802．803(1a， 

MAb 3DB．-6pAP，X10∞ I恤 HA in血e h咖曲l epithelial 0m$of the lung was in lhe 0 《 lB(1b，MAb 802． 

61'AP，X400)} ∞q∞哪 B alve~ur 山eu ccUs and事蹦 alvec~r曲 w呲 山 Oanonstra~dto bcISlp andHA 

■ 
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¨姆 饵po~ve b̂一̂ 35·,',25-1·罩 ，3嘲 -7Dl·蜊  ∞毫·岫3(|c·M胁 3138—5 P·X4OO)-伽 {∞ -n衄 n 

岫 d【 叫 yp~llvcintheir,~ItmtedwB in|l：' 酬 曲 (Id．iMAbLV48A-~；PAP．X400)ordimm~y~ tivein 

Ik alwo[ar wmb and h棚博 no∞ ve耐d辟in t 。d口唾 n嘲  她 lung(1c·MAb LV48A-4P,*~P+{̂ ●，c·x4oO)- 

肾脏；近曲小管，远曲小管，集合管，蛋白、颗粒及细胞管型?肾小球毛细血管。肾小璐壁层 

及脏层上皮 ，肾问质水肿液(图 2)： 

，  

、 ‘ ， - 

圉2 HFRs尸橙弩畦．在组纸连续切片上用不回№ 强霸I显示哪 抗赋量睬馥雳．希(粗．M舳 Ll33-6P卵．X400) 或 

在近曲小管呈空浪状耵比．逗舶小管上皮组晦量琏形态(2b．M 盂25_】或8G2-SpAP．x4口0 ‘NP鲼 HA抗原在 

增生的集合学上皮细均呈m阳性染色形态(2c·M̂ h 5P̂ P一 OO-  ̂  ̂ ·A2~-I!；7Dh o2t妒3同3D8) 

或诈{蔓阳性(2d．MM 30{-5PAP．X400) 

Fj善 2 AulOpSy EFRS kidney．On the翳ri丑I sec／ktns—the PIP BnIi m阱 in wi dL~ributton with d fu stain“ in tb I强 圆 

( 。M b̂L133一+PAP．X400) inws LIlar posi~ve咖 蛐 ginthe p xrmh w  u‘耐 r~n~llubLIlar∞u旦 d lH staining 

， the曲恤 咐咀t~ ]ar 强 (肋， 由 2̂ 1删 船2 5P ·x4脚  _r畦 p睁I 王l}脚 I啦u嘲 in船  倍 

伽n枷 tubular曲 s劬甸 韩̂ ·柚 }l·3聃 Dl 8∞ ·母93．(船·M舳 睾D 5 P· ‘∞)·butthe 

HA 叽1 n咖  M b̂ 30】was diff岫  in蛳 砷叫 嘲 ‰ 舳 山 r 0曲 (粕 一MAb 3。1+5P̂ P．X400)． 

脑： 经纽胞,,,mmmm·室管膜上皮； l_ll： ．1lll 一 ． 
胃；#_占膜上皮细胞； ．． 
垂体 ：腺垂体细胞 ； 

镊『F晾 ：腺上皮 ，栩管上皮； ． __ ．_ 0 _--． ‘ 一 一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2d8 中 国 病 毒 学 第 8卷 

扁桃体 ：粘膜鳞状上皮 ，淋巴细胞及单核细胞(图 3)} 

甲状腺 |腺上皮及胶质中脱落坏死上皮细胞 ； 

胸腺 ：胸腺上皮 ，胸腺小体及淋巴细胞 ，脂肪细胞 ； 

胰腺 ：胰腺上皮，胰岛细胞，腺导管上皮(图 4)； 

肾上 腺：腺上皮，髓质及神经纤维} 

前列腺 ：腺上皮 ，平糟肌，问质 ； 

睾丸 ：曲细精管初级 、次级精母细胞 ，精细胞 ，精液(图 5)} · 

卵巢 ：卵细胞 ，颗粒层细胞 ，间质 } 

淋巴结：淋巴细胞，单核吞噬细胞} 

骨髓及血液 ：粒系细胞 ，巨棱细胞 ，巨噬细胞 ，单核细胞 ，淋巴细胞 ，红细胞 ，血小板及血 

浆。 

图3 HFRS尸检扁桃体．宗鼠薹【府毒特异抗体染色-J芦l毒抗埽《以弥襁和小 柱阳性出现 鳟状上皮细胞胞浆巾(3a· 

MAbR31-?pAP，X400)．野鼠塑J芦l毒特异性抗体 A20其有类似橐色效果=NP或 HA抗胤为茕牲状 ln 色舢性 

(轴 ．M b̂ 8(32-~JPAP．X400tMAb=̂ 25-1．3D8，7D1．8F8．∞ 3同 8(32) 

F 3 AulopeyHFRs c叫蚰 ．T d~fuscwith~'anular 出  Bintbc sequamou~∞ 。f=hctoner could bc c吲 州 bylhc Hantaanor 

typeHFRSV slx~~i~MA A20and R3l(3a．MAb R31—7PAP-X400)‘州 c chc coarse granular NP。rHA =nt~ n 

live1B∞ ‘l be~ ralcd ohlhe 眦 secliot；s byMAte A25-1．31)8，7D1，8F8，8G2．{lo3(抽 ，MAb 8(32一SPAP．X400) 

图4 HFP,S尸检胰睬．HA或唧 抗艏c在胰睬臃上应细胞糖浆_lI呈1B染色形态．阳性细胞广搓讣市，MAb?DI-5PAP·X400 
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M̂ bI 3D8，8F8，802，803同7D1(染色结果相同) 

啮 4 Autop~ 断 Rs plmc~~ ．T NP* H^|| 鲫 a_m 雠  of1B 由  patlem 删  tocaJ~edintbeacL,t=r曲  lhe 

嗍 ．1he Dc t伽 刨 a vaer= wide di啦 ib蜘 ，M^b 8G2-SPAP．X4001MAbB3D8-7D]-8F8·8G2·803 had响 =a~ ng 

pettcrn~· 

图 S 嗍 尸检睾丸。HA抗原以租太的 m 阳性，单十出理于搴丸生精上皮细胞胞浆中(M̂ b 3D~-SPAP-×4001MAb= 

L133．A3S．A25-1．7D]，8F8，802。8G3‘有类似的染色结果)． 

F 5 Auto~y~-IFKS 嘲缸 TbeHA 脚 ti n po m 啪哪  lB∞ 酗 哪 cdinn-~onvo$~ed n曲 。岫 t曲 u cp 

iLhe]Jal celts of made m H oflhe pa~cpJ of嗍  k,lA~ L133-A35-A25-1，308，7D1·8F8，802· 

8G3(M^b 3D~-SPAP．X l。000) 

3 病毒抗原染色形态 

3．1 可溶性抗原：G2．NP或HA抗原阳性 ．里微细颗粒状分布于细胞内和细胞外。细胞外可溶 

性抗原分布于组织问 ，水肿液 ，尿液及血液内可伴有空泡状颗粒性抗原。 

3．2 病毒包涵体：病毒颗粒抗原多以m的形式存在，呈圆形、卵圆形或肾形．；边缘清晰，单个 

或多个出现于感染细胞浆中，大小在 1l_m～ m．单个存在者体积较大 ，多个存在者体积较小， 

呈NP及HA抗原阳性 ，可伴有或不伴有胞浆弥漫性抗原染色，有实性和空泡状IB两种类型。 

PAb染色 ：m结构多呈空泡状 ．有大泡 ，多泡及小泡状 m 三种形态 ，可混合存在[13]。 

M b̂s染色 ：#显示实性 m 形态 ，N抗原或 HA抗原阳性 ，在扁桃体鳞状上皮 ；支气粘膜及 

腺上皮 肺呼吸性气管粘膜上使 ，胰腺腺上皮{肾远曲小管及集合管上皮等组织几乎所有细胞 

均为 m阳性。在腺垂体上皮；睾丸生精上皮；肺泡，I、I型上皮{血液wBc；肾上腺上皮细胞{ 

血管平滑肌细胞 心肌细胞、胰岛细胞、神经细胞等只有部分细胞呈m阳性。部分l从 bs还可 

显示空泡状 m，该空泡状 m大量出现于血管平滑肌细胞(广州病例)、肾近曲小管上皮、甲状腺 

腺上皮，另外还出现于肺水肿液，渗出wBc(沈阳病例)，血wBc(广州病例)，胰腺上皮，肝细 

胞 ，血管 内皮细胞 ，肺泡上皮细胞等细胞。 

l 抗体染色情况 

具有 HLA，NA活性的 M&bs3D8，8F8，802．8G3及无 H认 ，NA活性的 MAbs?D1，51t5．m 染 

色效果优于其它抗体 ，伴有或不伴有弥漫性染色．可显示出所有 m阳性部位的m{M b̂s A25— 

1．7D]，8G2既可有实性 m 染色形态 ，又可显示空泡状 m，可在同一组织的不同部位同时 出 

现，也可出现于不同病例的组织中，出现实性 m的组织部位很少出现空泡 m．反之亦然。 

LV48A(G2)可显示甲妆腺上皮及水肿液中空泡状 m 形态。MAbsLj33．A35．A20·R31，1A8 p』 

弥设性染色为主．在 m 阳性组织部位可伴有 m染色形态。在所有病例染色均为阳性的抗体 

为 ：LV48A．L133，A35．5H5．7Dj，8F8，]A8．A20．R3J{部分病 例阳性的抗体 ：A25—1，3D8，3O1， 

8G2，8G3I弱阳性或几乎阴性的抗体为 ：A19。 

5 病例和瘸期对抗原的影响 

5．1 病例：5／J9的病例组织中出现实性 m{d／19的病例组织中存在空泡状I ；有 2／J9病例 

组织中抗原染色弥缦强阳性}其余病例抗原为弥漫阳性或弱阳性。西安地区病例：病毒抗原分 

布于各脏器的实质细胞，组织l可．水肿液．血管壁．血液．血细胞；沈阳地区病例：肺组织中抗原 

阳性强度高，以弥漫可溶性出现于水肿液，空泡妆分布于肺渗出WBC及碎裂的细胞问；广州 

病例 抗原阳性以空泡出现于各脏器血管平滑肌细胞 ，少数出现于血液 ，WBC及血管内皮细 
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胞 ，脏器的实质细胞基本呈阴性 反应。 

5．2 病期对组织中抗原的影响 死于休克期猜期短的病铡，组织中细胞内外可溶性抗原阳 

性强度高，分布广，部分病例组织细胞中有广泛分布的实性m；病期长的死亡病例组织中抗原 

染色强度弱且部分抗体染色阴性 ，但 尚存留空泡状 Ⅲ 阳性 。个 Ⅱ病期较短的病例(A2615，7 

天)组织中抗原较弱且无 m，而个别病期较长的病饲(A2607 l d天)，组织们有大量 IB广泛分 

布(表 3)。 。 

表 I 部分病例组织 M b̂|絷色结果统计 

Tab．0 Tbe r嚣uIn from 蛳 tb 螂 啪 口f∞f aI螂 ~alr,ed 【．̂ 

病例 Ⅲ ⋯  。 ⋯  ∞ 。 面 枷  。 

No． 

(岫 ) 

注 ~Not~t▲一弥澄弱盱比 
．  

’ ： 

、1． 、̂ 丁  化  
．  1_ 

l 关于人体组织中病毒抗原分布及定位的闻题讨论 ’ ： · 

国内曾先后报道病毒抗原在HERS尸柱组织巾的意位和分布 钉，但各家韵结果难坦统 
一

，结合我们以前的报道豹结果[n-~is]及本文 的结果，分析其原因可能有以下几点 ：⋯ 

I．1 抗体因素；各家所用抗体不一致 由于不同 的抗体的性硬及对抗原的站台 能力不 

同[-6,14-7 ，染色结果也有差异 ，故用一种或几种 MAb混合染邑准 全面反l映霸毒抗原的 全 

部内容。 - ： 。 -。’ 。 

I．2 染色方法 ：经我们多年研究爱现 1 常规双 P胛 或Ae,c可以定位滔检段新鲜尸检组织 

中病毒抗原 ，但陈旧尸检由于经常规 固定，包埋等l过程及长斯存放等原因使病毒抗原性受到 

不同程度的破坏而减弱或部分消失 ，用常 规方法显示就十分稠难，需增加方法的敏感性提高 

阳性捡出率。 。 一 
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1．3 抗原因索 ：本文结果说明宿主细胞的种扁 ，病期及组织结构特点影响抗原舶定位分布 ， 

其申也存在个体差异 I此外 ，还可能困感染病毒株不同 ．造成染色结果的不同。 

2 病毒抗原阳性与病查的关系 

2．1 病毒抗原阳性的意义 

在 HFRS人体尸检组织中病毒抗原阳性分布广[ ”]，但在电镜 下檄难发现典型的病毒颗 

粒[1 ”]，说明病毒抗原阳性并非一定代表病毒及细胞的病毒感染。结台本工作，病毒抗原阳性 

可能：I．代表病毒的感染，只是病毒侵入机体后受宿主细胞的影响 。太部分病毒形态发育不成 

熟 ，因而观察不到典型病毒形态；2．是细胞以外的病毒抗原或 Ic造成 的[ j。本研究发现 m 

在人体组织细胞中是以单纯抗原形式存在 ，而无相应的 迎及补体的形态[” ，可做为判断病 

毒感染的可靠指标 

2．2 病毒包涵体与病毒致细胞病变作用 

研究证实 ，HFRSV可在感染的 Vero E6细胞中产生 IB[ ，作者曾报道人体尸检组织中存 

在IB[”]。根据本工作中对实性与空泡状 IB的组织部位不共存性及其与可溶性抗原的关系、病 

期的影响和电镜观察[1 ，推测实性 IB为病毒NP抗原产生或病毒复错的部位，或是病毒未成 

熟颗粒的堆积 ；而空泡状 m 是实性 IB病毒抗原释放后遗留的痕迹及高度扩张的带有病毒抗 

原的内质同及高尔基体形成的泡状结构。 

病毒感染后 ，主要通过两个途径对宿主细胞产生损伤[捌，一是病 毒直接致细胞病变作用 

(
,The direct cytoI：~thogenie effect)，即因病毒在繁殖复制过程中挪用了宿主细胞的代射物质 ，或 

病毒的代谢产物不同程度抑制或干扰了宿主细胞的代谢而造成的细胞改变 ；另外一个机制是 

由病毒抗原或因病毒感染引起宿主细胞抗原性的改变 ，从而诱导机伴细胞免疫或体液免疫产 

生宿主细胞的损伤，病变包括细胞的溶解坏死，大分子物质合成改变 ，细胞融合，病毒 IB出现 ， 

以及细胞转化等。其中m的出现是细胞病变的特征性标志。HFRSV IB出现于下述几类病变细 

胞中：1)上皮性组织中1B密度高，这可能与该组纵代谢旺盛．高尔基体 内质网发达更有和于 

HFRSV感染和复制有关；2)IB出现于结拇破坏明显的组织细胞中，如摘桃体 E皮细胞．及大血 

管平滑肌细胞等，但该类组织细胞极少出现坏死{3)增生的上皮细胞中，如增生的集台上皮细 

胞 ，肝及垂体的=倍体细胞中。 

IB在体内组织中的广泛分布，充分说明HFRSV在人体组织内有泛唁性感染的特性。但呈 

IB高密度分布的组织或含lB细胞除有结构的破坏及上皮细胞脱落以外，并无坏死现象 ，说明 

HFRSV对宿主细胞的致死能力是根弱的，大多表现为可逆性的损伤。因此，应将病毒感染致病 

变作用与病毒感染直接致病区别对待。 ： ： = 

3 组织中病毒结构蛋白抗原性分析 、 

3．1 关于结构蛋白细胞中定位的同题 

目外E“ 用抗 I-W-"RSV-MAbs对病毒感染的 VetoE6细胞整 行1 接免疫荧光染色(IFA)发 

现 ．病毒抗原有三种明显不同的染色类型 ，即胞膜弥漫型(MA型)；胞浆颗粒或包涵体染 包( 

型)及胞装弥漫型(c型 ) 其中 MA型为 o1 o2．蛋自的染 色形态 iIB，c型为 NP蛋白染色形 

态 ，该方法 B被广泛应用于 。的特异性初步鉴定种分类及痢毒抗原性分析 但甩IFA染色 

确定病毒结构蛋白类型也不完全准确 ，也有 NP MAbs呈 MA型染色的报道．，如 Fraako等[ 所 

制备的 6棘 中的 5株能与 50K NP反应的 M．̂bB，其中宙一株对 VetoE6[FA染包呈 MA塑 ；而 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


252 中 国 病 毒 学 第8卷 

国内徐志凯等( 】所用的7株能与 50Kd蛋白反应的MAbs，有 6株呈感染细胞IFAMA染色。汪 

力亚等(1．]报道的 l0株(其中包括本文中的 1AS，3G1，5H5，A35四株)能与 50KHA反应的 

MAbs均为MA耵性．但本文所应用的MAbs无论是抗 G2，NP或 HA者，也无论是在病毒感染 

Veto E6细胞中，还是在人体组织中均未出现 MA染色而是呈 m 型和 C型染色。因此作者提 

出 ；出现染色形态的差异可能主要是囡标本的处理及染色方法的敏感性不同造成 。 

3．2 组织中病毒结构蛋白抗原性分析 

根据本文中所用 MAbs的性质及其在人体组织及 VetoE6中的染色形态 ，阴阳性变化 ，将 

组织中与 15株抗体反应的相应抗原划分为 9类(表 d)． 

寰 ● 免疫细匏化攀荣色分斩组织纽电中癀毒抗原结果 

4 Viral帅t脚 帅函倒 时 ~Î 啪  ytocha删 蚰 咖 g棚 删 5 妇  删 。憎 

注t·为鞭粒状阳性 

3．2．1 I，Ⅵ：属共同抗原，存在于NP上，分别相应于MAbs A25-1，L133，5H5，7D。定位在组 

织细胞中可溶性抗原 、实性或空泡状 m 结构中，但 1只在部分人体组织中阳性 ，多位于 Ⅲ 结 

构上。 

Ⅵ相应于 MAbA19，也属于共同抗原 ，但只在 VetoE6细胞中阳性 ，在人体组织中弱阳性 

或I 性。 

3．2．2 Ⅶ A20，ⅨR31属型特异性抗原，位于NP上．在VeroE6细胞中能区别陈株病毒，Ⅶ阳 

性 ，Ⅸ阴性；但在人体组织中两者均为阳性，多数出现于可溶性抗原，m染色不明显。说明型特 

异性抗原在组织中有交叉反应。 

3．3．3 I，I，Ⅳ，V：属HA抗原，相应的MAbs能分别与G2(LV48A)及NP或50KHA反应。 
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I：相应于 LV48A的G2蛋白．为亚组特异性抗原，在VetoE6细胞及人体组织中均为阳 

性 ．但有明显的染色形态的差异(图 )。 

Ⅲ：相应于 MAUsA35，1AS，8F8：除8F8不与感染VetoE6细胞中同源病毒反应外．该类抗 

原在vero E6细胞(图 6b)及全部尸检组织中均呈不同程度的阳性。 

Ⅳ：相应于MAbs 3D8，8G2，8G3；MA．b 3D8在VetoE6细胞中呈胞浆弥援型(c型)染色(囤 

6c)，但MAUs 802，8O3不与Veto E6细胞中同源病毒反应{该类抗原在部分(5／19)人体组织中 

均可阳性 ，强表达于 m结构中1个别病恻呈弥漫阳性 ．其它病例为微弱阳性或阴性。3D8不与 

鼠脑病毒 50K HA反应【I．]。 

圈 6 阵株Hl sV感染的Veto E6细胞。病毒G2噩自以细小颗粒状阳性(钿，MAb LV48A一5PAP，X400}，Np蛋自以粗 

大 粒状采毒包漓体(IlI)阳性(6b．M̂ b A35—5PAP．X400)．HA抗原在少数细胞以捆腻 粒弥襁阳性(6c．MAb 

3D8_5队 P．x,100)~现于婷染细胞胞裳cIj 

6 m Veto E6 CeLlsir~cmdm m n s~ralnHFRsv．Ttze viral o2infine granatmr slalnin8 petlerli(h，MAb LV~．8A- 

5PAF-X400)，HP ∞tr婶granularIB staininB pellCl'll(6b·M^bA35·51PAP·X400)andHA anlil~cnin曲 pov,~ry 

s~ainin6 pattern(6c．M^b瓣 鞋 ̂P．X400~were r哪pc dcm帅HnI酬 in the cyI呷 暇m of l 如aod cells, 

V：相应于 MAb 3G1l不与 Veto E6细胞中同源毒发生反应，只与IV类抗原弥授染色阳性 

病伪的人体组织呈弥漫性染色反应。 

9类抗原中，除 I位于G2上外，其余均与NP或HA有关 。且可出现某些病恻组织细胞中 

同一染色形态上。Ⅲ、Ⅵ、 、Ⅸ类抗原，在人体组织中染色形态一致，同时出现，推测可能位于 

同一蛋白多献上或位置临近 ；共同抗原 I，Ⅶ及 HA抗原Ⅳ，V，在人体组织中其染色形态不一 

致，也不同时出现，与上述其它类抗原染色不一致，故说明它们是分别存在，位于不同多状上 

或同一蛋白距离较远的部位。 

结果说明：1．HFRSV某些共同抗原 、型特异性抗原表达有宿主细胞的差异；2．FIFRSV抗 

原在人体组织中的阳性与否及抗原量(染色强度)不一致，受病期及组织结构特点的影响。也 

存在个体差异；3．参与形成 的抗原为可溶性抗原形式。有G2，NiP或HA参与。 

● 关于HFRSV上的HA抗原 

HA的表达情况可反映出病毒对宿主动物及细胞的易感程度和毒力0“ ]，检襟I和定位人 
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体组织申HA可作为判断病毒易感程度及毒力的指标 ，但该方面的研究相当欠缺。 

现已明确 G2上存在HA抗原决定簇 ．至于NP是否存在HA抗原决定簇，国内外研究结果 

不一致 国外生产的抗 NP MAbs均无 NA和 HIAf }s片段基因重组的表达产物《NP)不能诱 

导产生 中和抗体及血凝抑制抗体 ，M 片段基因重组表达产物 (GI，G2)只能诱 导产生中和抗 

体[# 】。国内外先后制备 出多株能与 NP或 50KHA反应，具有 HIA或和 NA韵 MAbs，并用于 

I-IFRSV结构蛋白的分析【“】。徐志凯等￡ 及汪力亚等0 分别用 5H5(无NA~HIA)及 3Gll(有 

NA及 HIA)MAbs亲和层析纯他鼠齄陈株病毒组织悬藏，均分别获得一个 5Ol【．多肚(50K多且j： 

已被公认为NP)，前者无HA活性，不能诱生中和抗体和血凝抑翻抗体，却能与具有mA及‘NA 

的 MAbs反应I后者具有 HA活性 ，能诱生血凝抑翻抗体 ，且既可与有HIA及NAMAbs，又可与 

无该活性的MAb 5H5反应，匠而认为 NP存在HA抗原决定簇．都连杰等【1．]和粱米芳等[川应 

用 MAbs的分析结果也表明，病毒攘蛋白可能有NA及HA抗原决定簇。。‘ 

卫立辛等哺]以 HFRSV陈株 、76一ll8及R22株分别感染 BALB 乳鼠 ．24虹后经腹脏分 

别接种具有 HIA及 NA活性的 MAbs 3D8．301，8F 802，8G3(均为本文的骄用的 MAbs)·结果 

发现该 5株 MAbs可分剐 l0n％探 护乳鼠免受陈株和 76一l18株 HI~tSV致死性感染 ，面对 

R22株感染乳鼠除 gF8可保护25 外其它 均无保护作用。陈伯权等[2 用附 bA35保护 

A9株及 B78株感豢瑰鼠获得厨样效果。说明 ，HFRSV的 S0K HA对易感细胞的侵犯和致死性 

．感染也起重要作用。 

本文应用上述MAbs在陈株病毒感染VcroE6细胞及人体组织内定位报应HA，结果： 具 

有HA活性抗原决定簇可定位在 IB结构上 ，区别于G2 MAb的礅瓠Il辱粒及弥漫性染色形态， 

因而从形态上也说明NP上具有HA租NA抗原决定簇 I2．NP上 HA抗原决窟壤至少有三个． 

这与汪力亚等【“】对50K HA分析结果一致 ，但我们结果还说明部分HA抗原决定簇的表达受 

宿主细胞种属的影响。HA在人体组织中的阳性强度高及分布广，也说明了致病病毒在人体内 

广瑟侵袭的特点。 

抗原决定簇有拘象型(oonf~nmtlon e )和顺序型(sequence epi抽pe)两种 组织的固定、 

石蜡包埋等过程可破坏部分抗原嵌定簇或使抗原性减弱，而影响组织 抗原分析结果的准确 

性。文献中也报道H棚蛋白质变构效应可影响抗原与抗体的结合．本文中所用’~FP,sv慧染Veto 

E6细胞踪经丙酮固定外 虽沫经任何真它A为破坏 ~MAbs3Gl，世 8 r8G2，8o 也幂与同谭陈 

株病毒发生反应，但人体尸检组织虽经福尔马林固定，石蜡包埋及长期存放’t以敏感∞方法仍 

然能很好地显示出相应 H 抗原或 G2蛋白，说四HA或 G2蛋白抗原性是iE强的 组织韵处理 

对抗原分析结果不会产生很犬彤响 ， l}匕怍者认为，某些理应阳性抗体，染蓉出觋『羽性煮匮其相： 

应抗愿构型破坏而造成的可能性 ，但单纯以l此来解释明性结果是不垒面的 ，还应考虑相应 抗‘ 

原决定簇在不同种属宿主细胞中是否表选及表达强弱程度 以及检溅方接 敏感性对 结果的蓐 

喃 。 r，叠 -- ： 

不伺接区}玎璐 尸捡病倒病毒抗原的差募 - -- ’一 。 -’ 

本文以同样的方法对西安(野氯璺 H】 疫 区)、抗阳(家鼠野鼠混音型。HFRS疫区)、广斑 

(家鼠型HFRS疫区)等地尸l检组织一中的病毒抗癫检测发现三个地题酶病倒组织巾抗原分布碚 

有一定差异，其原因可能与不同疫区病例所感染的病毒或血清蛩 同有关 病毒抗原分布 

差异可能造成发病机理上的差异·医病捌太少，有必要扩大病例继续研究。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 扬守京等：应用单克隆抗 中Ⅷ删 02，NP殛HA结构蛋白抗原 255 

参 考 文 献 

1 Fmnko tVlC．o岫 CJ Jr，LeePW ．,el ．M~mozlonalM li d-嚆 印∞-血 for hantaan 四．ProcNatl Acad USA．1983．80 
～  ¨ _ 

(13)_4149-- 4153- 

2 Ruc sL．Sancbez A．Ell／or LH．d a1．Monoclonal antibod~ d thlre~strains《hantavitus~_H l n，R22，ana puu．aata．Arch 

VLroI．1991．119(1)l 1— 11． 

3 陈伯权，周国芳 ，杭长寿 ，荨．流行性出血热单克隆抗体的研兜．中华徽生物学和免疫学杂志．1983．3(6)t 366--369． 

4 陈伯权．付建林．掌化新．等．35十赢行性出血热病毒 b～b对病毒扰原分析．中华微生物学和免疫学杂志．1985，5 
一  

(3)l136一 I∞  、 。 1 

5 任力重．汪黄先．郑仁璃，等．分辨抗肾蒜音亚出血热病毒血凝索单克隆抗#杂交宿细胞系∞建立与鉴定．第四军蜃 

大学学报 ．J驰8，9(J)-20—23． 

6 幕米芳．宋干，杭长寿．尊．辩￡行性出热单克隆抗体两特异性鐾定及对霸毒结构蛋白作用的初步研究．情母学报， 

1989·5(3)l 217--224． _ · ．i ． 

7 杨守京．刘彦仿，刘莹莹，等．多重pAP及多重 PAP结合ABC免疫细胞化学方法的建立 敏壤性分折与应用．中国组 

织化学与细胞化学杂志，J993．2(1)t 42-52- 

8 张小留，王 L-乖，刘绍存．等．双桥pAP法对流Ii=亍性出血热虚者各脏器病毒抗原定位曲研究．巾华冉科杂志．1987，26 

(8)_461— 46 

9 易先平 ．邢寿富 ．应用 

(2)l 110—112． 

行性出血热尸检组织中病毒抗原的分布．中华病理学杂志，19§1．20 

10 刘彦仿．柄守京．晏培{j}，等．细怕中溅符性出直热(EHF)病毒抗原帮势弥赣厦其原位检j对 I菏毒学杂恚r199l 6(2 

l107一 l】2_ 1_ 

11 杨守京 ，刘彦仿．用直接免疫盘银法拉涮组织内瘴行性出血热病毒抗原．第四军医大学学报．1992．13(I)-29--，$t． 

12 柄守京．刘彦仿，刘莹莹．流行性出血热患者骨髓细魄超徽病理显癖毒抗原的免疫组化定位．第四军医大学学报． 
．  ．  

I992．13(3)_I61—164． 

13 柄守京．如彦仿，晏培栏．等．辩￡行性出血热病^尸柱材料中 病毒包桶体．中国病毒~,1992，7(3)-246--252,． 

J● 汪力亚．正美先，王海漳．攀 单克I萱抗体亲和层析法纯化哪 病毒血凝索抗原的初步研究 免费学杂志，1989 

(●)l 213--219一 - ， 

15 棣志凯．证曼先，王海旖．荨．单壳隆抗体对肾综合征出血热病毒50K蛋白分析．病毒学报，1988．4(2)·】13--J17 

I6 Ha0 u ．Moncclcaal antibody 岫 0l vbion n《 viru~s musing ncn~rrnagic却  with r syndrome．A d 

P ]st1~tcrn symp on}km bB c F witlzRenalSyndor~ ．Wuhan P．R．( 1a．I988． 3． 

J7 粟米芳．宋干．杭长寿，等．单克陵抗体分折崭c行性出血热翕毒核蛋白抗原位点．甫毒学报．1989,s(I)：24--30,． 

J8 束平．杨为梧．剂键，等．肾综台征出血瓤发ji苛韧期皮肤带血管病毒抗摄定位和屯镜观薪 叶 华医学杂志．]990,70 

(1)_41—43． ． ． 。 

J9 Htmg T，z JY，．Ttmg YM一 “ Idcn iaat脚 o 且a vir tcI劬时 日lr噼 q 。f cadavcrs w妯 n∞ ̂ 
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The Viral Glycoprotein Ⅱ (G2)，Nucleoprotein (NP)and Hemagght 

tinin (HA)Antigens in the Tj疆uefl of Cadavers due to the Death of Hemor． 

rhagic Fever with Renal Syndrome Analyzed by Monoclonal Antibodies witlI 

Immunocytochemical Methods 

yang Shoujing Liu Yanfang Liu Yingyin Yen Peisong Xu Zhikai‘ Liu Houcai。 

(1．蛳 M~ary 呻 ，删 ∞，710032 2．302胍  “  PLA，醍 向 ，100039 3． 

145拙唧 f PLdl，厶嚼哪 ， ∞妇 Prov~ ，265200) 

The viral antigerts in l6 kjn出 of l0 formalin—fixed paraffin—embedded tim；uee of 19 fatal cas餐 

due to the death of hemorrhagic fever with renal syndrome(HFRS)were detected and analyzed by 1 5 

clonee of monoclonal antibudim (MAt~)reepectively aSainst glycoprotein I (G2)，nueleccapsid 

(NP)and heaxmgglutinin(HA)antigens of I-IFRSV with the repeated PAP and repeated PAP com- 

bined with ABC immunccytochemical methods developed in our Lab．The viral antigens．the soluble and 

gran ular，were demonstrated ∞ be 'm Iarge quan titie=；with wide distribution in the tissues of the fatal 

ca died  in the early phase and in less quantitiee with fiarrow di~nbution in the tissue of the fatal cas 

es died in the late phase~of the disce~ ．The soluble an tigens with G2，NP or HA pos—t ve，disl~'ibuted 

in the cytoplasms an d extracellular spaces， determ ined 协 be 曲 e eomponenL~of the soluble im 

munoeomplexes．The gran ular an tigens，in the forms of Mclmion budiee (m )with NP or HA antigen 

positive only，localized in the cytoplasma，were the siSnS of pathologic lesions  of  the infected  cells 

cal删 by virus infection．Th e wide distribution of  IB in the bu di~ wi廿l few positive eells necrosis indi- 

cared  th at the v~uls infection has no particular  predilection  for th e given host cells，and on ly mild cy- 

topathogenic effects on the host cells．The viral an tigen analysis showed  tha t three classes of HA anti 

genic detorminanLswerede term ined to oftthe NP by the M Abs agah船tHA an d m orphological evi 

dencee ．Th e ex ；i0n and quantitiee of  th e viral aIl虹geI in chuJing 岛0me HA antigenic determinants 

on theNP inth e bodieswereaffec ted  by the species ofthe hos t cells，histologicalfeaturesof the tissures 

and the phas~ of the disease；the individuality as well as the straim  and serotypes of the infected virus 

difference may also be the influential fatal：ors．The wide distribution  an d high expre．~ on of HA in the 

human tlsstlre．~also gges￡0d thatthe virus has the ability ofwide mfec tmn of the oelis in the human 

bodies． 

Key words： Hem orrha gic fever wi【h renal syndrome M onoclonal antibody Imm un,JCyto 

chemistry Hem agglutinin Antigen analysis ‘ 
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