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提要 本文 棱酸原位分子杂交法研究了国内不同地区HFRS尸检病例组织中病毒RN五的分布和 

定位．结果在 l9例病侧组织叶1均可检测到病毒RNA。陕西及沈阳地区扁例 ，阳性部位主要足各脏 

器上皮及实质细胞。江西地区病例 ．病毒RNA主要出现于各脏器组织内血管壁及毛细血管内皮细 

胞．广 —倒 ，崭毒RNA主要分布于肝脏灶性沼解性坏死区域，肺泡壁和肾问质血管等部位．病毒 

RNA主要定位于细胞胞浆．呈颗粒状或全浆阳性 ，也出现于部分组织少数细胞胞核 }I．此外．病毒 

RNA还出现于细胞外液和红细胞表面。结果说明．HI：ILS宿毒具有泛嗜性感染及上皮性组织或血管 

内皮细胞易感的特点．后者可能取决于不同地区HFRS病倒所感染的病毒的血清型或毒株不同，从 

而引起不同类型HFILS及其病理和发病机理的差异。 

人．尸拴 ．碌位分子杂交 

fever with tvnal syndrome．HERS)的致病因子 ．其 

基因组含有大(Large，L)、中(Medium．M)、小(Small，s)三个 RNA基因片段 ，分别编码产生病 

毒一大分子 RNA聚合酶 ．糖蛋白(G】和 a2)及核蛋白(NP)[ 。HFRS尸裣组织中病毒 M和 S 

RNA基因表达产物G2、NP和血凝紊抗原的定位研究已有报道口】，但尚缺乏组织中病毒RNA 

系统定位和比较研究的资料。为此本文用核酸原位分子杂交技术研究了我国不同地区H丌 

尸检组织中设坦病毒M和s RNA的分布和定位。 

材料和方法 

I 材料 

陕西西安地区HFRS尸检病例 l5倒．系第四军医大学病理学教研室于 1961—1986年间收集；沈阳、广州 

地区各 1倒．江西地区 2栩，系江西医学院病理教研室收集。共 I 9倒。其巾休克期 12倒 ．病程6—8无；少尿期 

1例．病程9天滂：尿期2倒．病程分别为14和20天}恢复期 1例，病程25天；病程在27--46天的病例 3倒。组 

织经 l0％{爵尔马林嗣定，常规石蜡包埋．做 胂 连续组织切片。 

2 原位舟子条交 

质粒 M56及 PGS分别旮有 Hklff]tR~rl病毒M和 s RNA全片段 eDNA．系美国军事医学传染病研究所 

本文于 1994年3目7日收到．7月I】日恪回 

·羁家自然辩学基金瓷髓项目 №．鹞凹0290 
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SchmalZ ．CS构建㈨ ]．经拔酸内切酶脚 I消化、低融点琼脂糖电泳分离纯化回收特异性片段 ．经变性后，分 

别甩异轻基洋地黄毒苷配基．11-dLrl'P(Ⅸgoxig n-1l-dtrFP)随机弓}钧延仲法标记作为探讣。非放射性 DNA标 

记及检测试剂盘为西德 BochrinscrMannhcim公司产品。每次约标记 的 cDNA．临甩前经变性 ．甩预杂交液稀 

释到 lml。组织的预处理、杂交过程分别按有天文献 及试剂盘操作指南进行。杂交后．甩碱性磷酸酶标记的抗 

Dig抗体检测，N盯 ，BcIP呈色，拔圊红染拔，瞪水．透明．封片。试验同时设有DiB标记pBR328DNA杂交的无戈 

探针对照，略去探针的空白对照和RNa砷莉化组织阴性对照及阳性组织对照。 

结 果 

l 病毒 P．MA阳性组织及组织分布 

在 19例病铡组织中均可检测到部位不等的阳性信号，但早期病铡 RNA阳性细胞呈弥漫 

分布 病期较长的病例(46天)，大多敦组织阴性 ．但仍可在肝脏、肠粘膜中检测到病毒RNA 病 

毒 M RNA和S RNA的组织分布和细胞定位基本一致 对照：在病毒感染的培养细胞及动物组 

织上杂交阳性 ，RNase消化后或用Dr县标记的 pBR322 DNA或预杂交液代替特异性探针杂交对 

照阴性 ；阳性组织经两次以上杂交证实(表 1)。 

衰 】 病毒M和S RNA阳性组织殛分布 

Tab．1 Hantavirus fUqA 出 nbu60n in【he l妇 l圆 0f HFRS fated at螺  

N0 
1 2 3 ● 5 6 7 8 9 10 】】 12 13 】4 】5 】6 

AI3I4 一 一 一 + + + + 

A1316 一 十 + + + + + 一 一 一 + 

Al320 + 一 一 + + 一 

AI616 一 + 一 + + 一 + 

A2232 + + 一 一 + 一 一 一 一 

A22：l4 一 + 一 + + 一 

A236] 一 + 一 + + 一 

A2518 + 一 + + + 一 

A2560 + + + + + + + 一 + 

A2566 一 + + + 一 + + 

A2607 + + + + 一 + + + + + 

A2615 + 一 + + + 一 一 

A2859 —— + —— —— —— —— —— —— —— 

A2930 + 一 + + 

A3180 一 一 一 + 一 一 一 

A780 + + 一 + + + 一 

^z + + + + + 

A2394 + + + + + + + + + + + + 

A2406 + + 一 + + 十 + + + + 一 

总 汁 — —  

ToTal 

l3 I9 l6 lg 15 】2 5 5 l 2 8 6 】3 9 4 8 

注 Note：】·心 heart土肝 辟 sp~ccn 4．肺 ]ung i肾 kidrcy 6．脑 brain 7．胃蜘 T，lach 8
． 骑 I耐咖 9．垂恤 

岬 10．扁桃体 幻恤Ⅱ 1l·颜下脓 submandibular帅 d 『2．甲状腺 thyroid曲nd 13．胰嚓 rlca-~3 l{_肾上臃 耐 al 

gland 】5．前列脓 pr哪IH忙 】6．睾丸 曲哂 

2 病毒 RNA的定位和分布 
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2．1 陕西地区HFRS尸检病例组织中病毒 RNA 

病 毒 RNA主要定位于细胞胞浆中 ，有胞浆内粗颗粒状病毒包涵体样和全胞浆弥{曼阳性 ， 

也出现于部分组织少数细胞胞核中。分布于心肌纤维 }肝细胞(图 2)，肝窦内皮及中央静脉壁} 

脾单核吞噬细胞及淋巴细胞；支气管 +支气管粘膜 皮，粘膜下腺体及软骨细胞，肺内呼吸道 

粘膜上皮，肺上皮，血管内皮，部分病例肺泡内渗出的wBc}肾阿质血管及肾小球毛细血管，肾 

小管上皮细胞及个别病例少数肾小管上皮细胞拨(网 4)}脑神经细胞及胶质细胞核及近核膜 

处 ，胃肠粘膜上皮和腺上皮(网 6a)；腺垂体细胞胞浆及胞棱；扁桃体鳞状 }：皮和淋巴细胞 ；甲 

状腺腺 卜皮 ，甲状腺胶质内}颌下腺腺上皮(主要是粘液腺)细胞 ，部分腺导管上皮及腺(浆液 

腺)上皮细胞棱 ·嚏腺上皮(网 7a)及少数嚏岛细胞和导管 皮 l肾 卜晾皮质束状带局部区域 

皮细胞及髓质中央静脉甲滑肌细胞；前列腺腺上皮及部分胞核；睾丸曲细精管生精，}：皮，精细 

胞及步教睾丸问质细胞(图 8a)等各脏器的实质细胞。部分病例组织内血液 +肺及肾问质水肿 

液 ，肾小管管型，腺腔分泌物，精液及红细胞表面也检测到阳性杂交信号。 

2．2 江西地区 HFRS尸检病例组织中病毒 RNA 

病毒RNA主要分布于心、肝、脾、肺 、肾、脑 、肠壁、颌下晾、嚏腺、肾 卜腺、睾丸等各脏器组 

织 中血管壁和毛细血管内皮 {也出现于肝窦内皮、Kuppfer细胞 、脾单核吞噬细胞、部分脑胶质 

细胞、心肌细胞、肝细胞 、肾近 曲小管上皮细胞胞浆中。个别肝细胞和肾小管．}：皮细胞核也出 

现病毒 RNA杂交阳性染 邑，可伴育或不伴有胞浆阳性 。另外血液中 wBc，肺水肿液，肾管型也 

出现阳性(图 l，3，5，6b，7b，8b)。须下腺 、甲状腺 、胰腺 、前列腺等腺上皮 睾丸生精 卜皮、脑神 

经细胞等均为阴性。 

2．3 沈阳及广州地 区HFRS尸检病例组织中病毒 RNA 

沈阳地区病例，病毒 RNA定位和分布同陕西病例。广州一例，病毒 RNA主要出现于肝脏 

灶性溶解性坏死区域 、肺泡壁 肾问质血管和心肌细胞等。 

3 病毒 RNA阳性组织细胞的病变 

病毒RNA阳性细胞多数无明显的形态改变 ，少数组织及细胞出现病变，如肾脏的肾近曲 

小管上皮细胞有玻璃样变性 ；呼吸道 、粘膜、腺体 、肺泡、甲状腺 、须下腺导管 前列腺、肾小管 

等部位的阳性的粘膜上皮或腺 上皮细胞脱落入腺管管腔中}肝脏 、脑 、颌下腺导管等组织部位 

可观察到散在的或小灶性的溶解性坏死。全身各组织中血管内皮和毛细血管 ，除出血部位青 

毛细血管断裂外 ，多无坏死脱落等明显病变 。此外，脑胶质细胞，腺垂体细胞，肝细胞以及肾髓 

质灶性坏死区域的集合管上皮细胞胄增生。 

讨 论 

核酸原位杂交融杂交组织内病变和杂交阳性部位同时观察于一体 ，是病因诊断明确病因 

与病变的关系的重要方法 。以往研究HFRS病毒感染及其在组织细胞内定位和分布，多限于免 

疫学及免疫组织化学的方法，而涉及到原位杂交的文献很少[ ，也无详细系统地介绍尸检组 

织中病毒 RNA定位和分布的报道。为此 ，我们在对尸检组织中病毒 M及SRNA基因表达产物 

02、NP和 HA进行详细研究分析的基础 I-5 ，又对该组病 例组织中病毒M 和SRNA定位和分 

布进行了原位分子杂交检测． 
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图 2 HERS尸检盯脏 ，Dis标记 M cDNA撺针原忧分于杂交。病毒 RNA定位于肝细胞胞浆 ．阳性细胞呈灶性舒布于汇 

管区用日没置(×200)． 

图 3 HFRs，1捡肺 ，D 标记 M cDNA探针原忧讣于杂交。病毒 RNA阳性出瑗干肺泡壁和血管 皮(×200) 

图4 HFRs，1捡肾脏，Dig标记 M~IDNA探针哂ct 骨于杂交。肾小管上皮呈病RNA杂交阳性(×400)。 

图5 HFRs 检脯组织． g标记 M cDNA探针顾位骨于杂文。杂交 性信导出现于辅毛细血管(~200)。 

F迫 1 In u bybdd~ fion of di h删 耐 M cDNA 0be Io HFRS a咖 p myocal~um．The呻 iti 蜥  w越 re 耐 佃 e 

dothcUum of blood ve 出 (×200 ． 
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Fis 2 In situ~ tion B_I曲dlod M eDNA prohe  t0 HFRS sulopsy liver& Virus RNA惴 l0c 抽d in the 呻t y cy． 

tc~ sm．the pmitive ceils e in b d~tnbution(× 2001． 

3 In蚰tu bybr~limrich nfd hbdledM cDNA 吐℃toHFRs autopsylung．v'~usRNA was d 瞳卸 W 0hr咄 and 

*：ndothcUum of Mood vessets(× 400)． 

F 4 In sire hy 妇1 姆 lE ued M cDNA prcbe|0 HFRs autopsy kieney．Renal tubuhe"ep~heliat cells disptayed strong 

positive g『l (×400)． 

F远 5 In situ Ⅻ翻n肌 时 dig—Isbclled M cDNA p,cee Io HFRs autopsy brain．the positive st~nlng was confined to small 

b【0od v 8e and cap~ ies(×400)． 
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图 6 HFRS尸检 胃、瞄 ．Dig标记 M eDNA探针麻位分子杂交。杂交阳性信号出现于胃粘膜上皮及腺上皮(6a—X200)受 

腑壁血管fIj皮(6b X40Q)。 

图 7 HFRS，=l检胰腺．D 标记 M eDNA探针悟c位丹子杂交 魄l嗥腙上皮和舒分胞棱呈病毒 RNA阳性 (x 400)． 

图8 HFRS尸检睾丸．D 标记M~DNA(Sa)~9S cRNA(~)探针厦位分子杂交．睾丸生精上皮(Sa．×400)和何质血管 

内皮(Sb、x400)阳性． 

F 6 In 虹tu hy 础删 i0l-。f d llcd M cDNA pr0 to HFRs aolopsy 呻 lach and 咖 6 The muc刚 and~landuLar 

毗d叫 c~11s of~ rnaca(6丘．×200)．and erd0 eul耵|'ofNocd vessels埔 I酬 眦 删 (6b．×400)t od p I e啦  

n ． 

F 7 In si／u hyh证i葫t n d晤-hb亡u。|M eDNA probel0HFR．5-It0p町 呻f· 蜘岳 The 吐 雎 hy 删 幻 也e c 0f妇 m 

and帅me of n Ld d 。f af cdI m (×4( )． 

8 In虹Iu by~ lizalion。fdcB—Ia l蜘 M (鼬 )ands(8b)eDNA 曲∞loHFRS au~psyle蛐 p live蛳 山 we 帕∞ in 

l f删 B e—l嘲 jal c~11s． rt僻(8a．× 400)and en埘 bdium 。f Mood vc8∞ (8b．× 400)． 

1 病毒 RNA的定位和分布 

1．1 不同地 区 HFRS尸检组织中病毒 RNA分布存在差异。陕西地区病例(野 鼠型)，病毒 

RNA可在多种类型的组织细胞中检测到 ．多出现于 卜：皮性组织 。江西地区尸检病例(家鼠型或 

家鼠野鼠混合型)组织中，病毒 RNA主要分布于血管和毛细血管内皮细胞中。说明汉坦病毒对 

人体组织细胞具肯泛嗜性感染和一卜皮及血管内皮易感的特点。病毒 RNA体内分布的差异可能 

与不同地区病例所感染的病毒毒株或血清型不同有关 ．并有可能造成发病机理上的差异 ，这 

也可能是 HFRS多样化的原因。另外 ，我们还发现 肾脏和肝脏中病毒 RNA阳性率较高 ，这与临 

床上 HFRS肾脏和肝脏受累较重的事实一致。肾脏中病毒 RNA，除病毒感染外 ，还可能与免疫 

复和物 (Ic)有关 ，因为病毒可直接参于 lc形成并通过肾脏排泄 ，而肝脏是最适合于 HFRs病 

毒生存 ，还是病毒 RNA在肝脏的破坏或降解慢等有关有待研究。 

1．2 病毒 RNA主要定位于细胞胞浆中。一般 RNA病毒多在胞浆中复制和繁殖 ，本研究中 

HFRS病毒 RNA主要在细胞胞浆中检测到 ，这符合该病毒在感染细胞胞浆内繁殖和复制的一 

般规律和病毒颗粒存在于胞浆内的电镜观察结果。另外 ．我们还观察到病毒 RNA也出现于少 

数某些细胞胞核中 ，这与唐志佼等 报道的尸检组织(武衩地区)中的病毒RNA定位在神经细 

胞核内及桉膜部位的结果类似。有文献描述某些 RNA病毒也出现于胞棱中，HFF~S病毒是否 

也是如此 ，有待进一步考证 

】·3 细胞外液中存在病毒 RNA。以往文献曾分别报道从病人的血液 、体液、尿液等细胞外液 

和红细胞表面检测出病毒抗原和 Ic[ ，并从循环 IC中分离和检测出病毒 RNAD 0~。我们在 

述部位观察到病毒 RNA，提示病毒肯可能作为抗甄直接参入 Ic形成以及直接激活补体参与 

HFRs的发病 ，细胞外液中病毒可能来源于感染细胞内病毒的胞吐释放或感染细胞的破坏 。 

J—d 病程和病期对体 内病毒定位和分布的影响。早期病例病毒RNA阳性细胞为弥漫分布 病 

期较长的病例 ，虽仍可在肝脏、肠粘膜中检测到病毒 RNA，但总的趋势是阳性组织和细胞数减 

少，说明病毒在人体内有一个自限性的感染过程，可能与人作为该病毒的终末宿主有关。 

2 病毒 RNA阳性与病变的关系 、 

本研究结果显示人体组织中绝大多数RNA阳性细胞无明显的形态改变 ，仅步数细胞表现 

为单1、细胞的溶解性坏死及灶性溶解性坏死，该结果与我们以前观察到的一致[2=。由于病变部 

位无炎细胞浸润和 IC，也有别于因缺血休克 『起的局部组织的梗死样坏死 ，因此这种病变可 
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能与病毒感染有关。结果说明病毒感染可引起宿主细胞的病变 ，但致病变能力是较弱的a 
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In situ Hybridzafion Detection of Hantavirus 

M  and S RNA in Autopsy Tissues of the Patients 

with Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome 

Yang Shoujing Liu Yanfang Zhang Jinfeng。 Shang Gaofeng Yan Peisong Hu M inghua‘ 

(且 "鲫 Paado~ ，4 Mdil~ry Md~alf 卧 一 ， 棚 71 0032) 

( 棚 of h疽 ， l affixed肛 ，d Mildary删 妇 

西 曲 ，Xi m 71 0032) 

。(肺 If蝌 of ，，Dol~：n Milit~ y肘 ＆抽(1f，m妇 11 60I 3) 

( 『州 of Patldoff． m Medi,xd Cdlege，Nianctu：ng 330006) 

In situ hybridization was used for detection of hantavirus RNA in the tissues of 1 9 cadavers with 

hemorrhagic fever w ith renal syndrome (HFRS) collected  from different HFRS endemic foei in Chi 

na． Viral RNA wiLq detec ted in a11 the 1 9 cases． It was  mainly located  in epithelial or parenchymal 

ca lls of various organs with the positive cells in scattered，focal or wide distribution in the eases from 

Shaanxi and Shenyang，and in vascular endothelial cells of various organs as well as part of pa renchy 

real cells in the cases from Jiangxi，while in the case from Guangzhou．it was positive in focal necrotic 
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he∞  慨 ，alveolar sa ，renal interstit~l va u1a【urcs，etc．V RNA mainly I．oc,,~liz．oci in 也e cyto 

plasms with ‰ rse grarlales orfine powdery specking staining．to a lesser extent also over cellular nu 

cleus~ Besides．the po r,itive hybridization signals were also demonstrated in extrace linlar space~and oil 

RBC in some廿ssucs and cas髂． The results suggest that hantavirus infection in human wz~ls ImntroDic 

and pred ilec tion for epithelial or endothelial cells an d th e latter ma y be 翻used b the difference of 

strain or scrotype of mfec ted  virus，and may result to the variance _n nathogenesis of HFRs． 

Key words Hemorrha gic fever with renal syndr0rne，Human be ing ，Autopsy"，Hantavirus，RNA ， 

Hybridization in situ 
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