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EHFV感染家兔后组织脏器的 

病毒抗原定位及其病理变化 

．盐鼹  监 、／／高又新 
张蔚英 陈红斌 向近敏 7z、 

(湖北医科大学病毒研究所，武汉430071) 

提要 果甩 行性出血热病毒(EHFV)114株实验感染家兔，用免疫荧光法(1FA)及PAP双桥法 

时家兔各脏器组织进行病毒抗原定位。同时将各脏器石蜡切片作常规 H—E染色．观察受检组织的 

病理变化。结果表明-寡兔在感染后7一l5无中．用1FA法在胸腺、心、肺、肝、脾、胰腺、淋巴结、脑、 

睾丸、卵巢、肾、大肠及小肠中均检出 EHFV抗原。用PAP)叹桥法在细胞水平进行病毒抗原定位， 

发现所有受检组织小血管及毛细血管内皮细胞均为EHFV的原始靶细胞 生殖腺实质细胞病毒抗 

原阳性 ·为EHFV的垂直传播提供了实验依据．从肺支气管牯膜内皮细胞、尤其是腔面的纤毛柱状 

卜皮内检出病毒抗原。推测EHFV通过气溶腔造成传播可能是水平传播的方式之一。病理学初步 

观察 ，各 

关键词 

流行性出血热(EH )是一种由EHF病毒 引起的 自然疫源性疾病 。目前研究结果表 明。其 

发病机理主要是由于免疫病理损伤的结果 ，另外，病毒的直接破坏作用不可忽视 一 。为 ‘ 

进一步搞清病毒对组织脏器的侵犯与发病机理的关系，用 EHFV l】4株实验感染家兔．利 用 

IFA技术及 PAP双桥法 ，结合病理学观察 ·在脏器组织和细胞两个水平 I二·研究了 EHFV感 ● 

染家兔后病毒抗原的动态分布及其与病理变化的关系，对 EHF的发病机理及传播途径有了新 

的认识 。 

材 料 与 方 法 

I 家兔 体重 2～3 kg，3--d月龄，雌雄不分，EHFV抗体阴性．由本院动物室提供。 

2 病毒 EHFV—H-II{株经乳鼠脑内传代增毒后，将鼠脑研碎，用含 10％胎牛血清 Eagle勺液制成 lo％ 

(W／V)混悬液，离心取上清，细胞培养{鼻j得病毒滴度为 l o5 TCID ／m1．一70℃冻存，作为病毒感染家兔。 

3 动物接种 将 EHFV-H1 I d株悬液同时经腹腔、肌肉、双侧腹股沟及双脚掌皮下接种家兔。其中腹腔接种 
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O．8 m1／只，肌肉仉5 ml／只．腹股沟及双脚掌皮下各 0．6 ml／只。 

d 标本的收集和处理 接种病毒后第 5—2O天．耳静脉注入空气，处死动物，解剖取胸腺、心、肺、肝、脾、胰、 

肾、淋巴结、骑、小盼、大肠、睾丸、卵巢．将上述标本分成二毋，一份低温保存，用来制备冰冻切片}一份置 

Boldn氏固定剂中，制备石蜡切片用，分别用以免疫荧光染色和PAP免疫酶染色、H—E染色。 

5 畦器 EHFV抗厦的动志检查 将上述冰冻组织切片冷丙酮固定后·用免免疫血清 (本室 自制)及 

EHF⋯A 。．McAb(中国预防医学科学院病毒所制)分别进行间接及直接荧光染色。将上述经 Bouln氏固定的 

组纵常规石蜡切片．用白乳胶作为粘贴剂，半干后将组织切片捞起，置 6O℃烘烤 2小时，再置 37"C 6天后·置 

室温下 ，供 PAP免疫酶染色。 

直接及阃接荧光法、PAP双桥免疫酶法按常规进行。实验设正常家兔脏器组织对照．PBS及正常兔血清 

对照，抑制试验的特异性阻断抗体为兔抗EHFV免疫血清(本室自制)。 

6 感染寮鱼备畦器组织病理学观察 将上述石蜡切片作常规H-E染色。光镜下观察组织细胞的病理变化。 

结 果 

l 感染家兔脏嚣组织细胞瘸毒抗原分布 

1．1 免疫荧光法检测 家兔感染后 7一l5天中，从所有受检脏器组织可检 出 EI'[FV抗原 ，抗 

原的检 出高峰在感染后 9一l2天 ，其中胸腺、淋巴结、胰腺、睾丸、卵巢及小肠显示出较强的抗 

原荧光反应，抗原荧光颗粒在细胞浆中常绕核分布，呈沙颗粒、簇状排列(见国1)。阻断试验结 

果表明，兔抗 EHFV免疫血清可使特异性荧光抗体的荧光着染 明显减弱或消失，说明染色结 

果是特 异的 。 

图 I 抗原荧光颗粒讣布于淋巴结中 图2 肺脏中的雕性细胞她于支气管牯膜上皮细瞳和小血管内皮细胞 

Fig I V 可 t堪蚰 ·础 cV eT1cc by granalar’ F毽 2 The posn ce inthelLIn the pilheI ∞u旦0f 
was det~-4ed mph node b*-on~hos and the endotbelial 0f small blood Ⅶ 

I．2 PAP双桥法检测 本法除病毒抗原检出时间较荧光法早一天 、阳性动物畦器检 出数高 

于荧光法外 ，其余结果两种方法基本一致 观察 EHFV抗原在受检组织中的分布及细胞定位 
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特点：肺支气管粘膜上皮细胞阳性，尤以腔面纤毛柱状上皮明显，可见许多肺泡上皮细胞阳性 

(罔2)。胸豫皮质上皮性网状细胞间的血窦内皮细胞、皮质深层及髓质实质细胞明显阳性，呈 

弥散性分布。脑内病毒抗原阳性细胞主要为脑皮、髓质内散在的小血管、毛细血管内皮细胞。淋 

巴结内阳性细胞主要见于髓质和捌皮质厘 ；阳性细胞主要为淋巴窦内皮细胞 ，还可见于淋巴细 

胞、网状细胞和巨噬细胞。脾脏内阳性细胞分布呈弥散性 ，尤以脾动脉 、中央动脉周围明显 ；阳 

性细胞主要为脾血窦内皮细胞 ，还可见许多的网状细胞和巨噬细胞呈阳性(图 3)。肝小叶血窦 

内皮细胞、中央静脉内皮细胞及汇管区小血管内皮细胞明显阳性 ，阳性肝细胞呈弥散分布。小 

肠中阳性的细胞主要是粘膜下层和固有膜毛细血管内皮细胞(图4) 肠上皮细胞及某些浸润 

的单核细胞，肾小球毛细血管内皮细胞及肾小管上皮细胞明显阳性。睾丸的部分曲细精管各级 

生精细胞、管间结缔组织中毛细血管内皮细胞有 EHF病毒抗原的典型分布。卵巢生长期卵泡 

中的卵泡细胞， f瑚 胞以及卵泡间小血管及毛细血管内皮细胞呈现较强的 EJ~FV抗原反应 。 

实验所设正常家兔脏器组织切片染色及阴性抗体对照均呈阴性反应。 

图 3 脾脏内的阳性细胞主要为脾直寞内皮细胞、网状细胞和巨噬细胞 

嬲 端 监箬艘 一～  舭～  
F 4 The呻 “ 啦 in the small lnt~tine e|e mainly t kle m∞ and endot~ lical Celia of small blood 蹭幽  

2 病理学观察结果 

在病毒抗原反应疑强时期(感染后第 9—12天)，各脏器的小血管，毛细血管以及血窦有不 

同程度的充血扩张，抗原阳性的肝细胞及肾小管上皮细胞轻度浊肿 ，未见不可逆的器质性病理 

损害。 

讨 论 

本研究用 EHFV—H1l d株实验感染家兔，在用免疫荧光法检测脏器组织病毒抗原的同时 ， 

最用了酶标免疫组化法 中的 PAP双桥法对常规石蜡组织切片中的病毒抗原在细胞水平上进 
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行检测，同时观察受检组织的病理变化。结果表明，家兔在感染后 7一]5天 中，用免疫荧光在胸 

隙、心、脾、胰腺、淋巴结 、脑、睾丸、卵巢、大肠 、小肠中检出EHFV抗原。PAP双桥法检测结果 

表明．该法较荧光法敏感 ，PAP法的阳性检出时间较 IFA法早 ，蕻 阳性动物检出数也较高。在 

感染家兔多处脏器中检 出EHFV抗原，表明家兔是 EHFV的敏感动物。 

EHFV感染的原始靶细胞是 目前国内外学者在发病机理研究中普遍争论的焦点。乳佩动 

物模型结果表明，血管 内皮细胞为 EHFV侵犯的原始靶细胞 ，体内外实验结果表 明，人体的 

血管内皮细胞亦为 EHFV感染的原始靶细胞口 本研究将石蜡组织切片经 PAP双桥法染 

色，在细胞水平上对病毒抗原进行定位，结果所有受检组织中的小血管及毛细血管内皮细胞均 

为 EHFV抗原阳性细胞 ，进一步说明了EHFV有嗜血管性 ，血管 内皮细胞为 EHFV感染的原 

始靶细胞。 

免疫器官中抗原分布表明，胸腺的皮质深层及髓质实质细胞为明显阳性 ；淋巴结中的阳性 

细胞 髓质和副皮质区多见 ，阳性细胞为淋 巴细胞 、单核一吞噬细胞及网状 内皮细胞；脾中的中 

央动脉周围 T细胞区的阳性细胞可见于淋巴细胞、单核一吞噬细胞及网状内皮细胞。据文献报 

道，EHFV可侵入感染家兔外周血的单十核 白细胞中，并在其中增殖 ， 1起较长期的病毒血 

症口 说 明 EHFV在侵入机体后 ，可在免疫细胞和巨噬细胞中增殖，对体液、细胞免疫产生影 

响；同时携带病毒全身传播 ，引起各脏器组织的感染。 

EHFV的传播途径是 目前迫切需要搞清耐又未完全阐明的问题 。近年国内有报道 ：EHFV 

可经人体胎盘感染胎儿 ，人工感染及自然感染怀孕鼠类中均有本病病毒的垂直传播Ⅲ一 。 

本病 的垂直传播途径 已证 实可经血胎盘屏障外，是 否有可能因生殖腺的实质腺细胞感染 

EHFV后 引起胎儿感染?本研究首次从感染EHFV家兔的睾丸、卵巢实质腺细胞中检出病毒抗 

原，为以 推测提供了病原学方面的依据 ，值得进一步研究 从感染家兔的肺脏支气管粘膜内 

皮细胞，尤其是腔面的纤毛柱状上皮内检出病毒抗原，说明上呼吸道的内皮细胞对EHFV敏 

感，故从病原学方面推测 EHFV通过气溶胶造成传播可能是水平传播的方式之一。己有报道 

从感染 EHFV动物的动物房空气中分离出了 EHFV_l 及 EHFV存在呼吸遭传播的可能性 ， 

这些进一步为本文的推测提供丁实验依据。 

病理学研究初步结果表明 ，在抗原检出的高峰时期 ，病毒抗原阳性的血管均表现为程度不 

同的扩张充血 ，阳性的实质细胞有轻度的浊肿，未发现不可逆的病理损害，说明病毒对感染细 

胞的直接损伤并小严重 ，来引起实质破坏 EHFV的感染可引起人体致死性病变 ，部分脏器出 

现明显的坏死等病理变化 。然而 ，在家兔有明显病毒抗原分布的脏器似乎未见明显的病理损 

害，动物亦来表现出明显的临床症状，这是否与种属差异等因素有关仍有待证明。 
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Distribution of Virus Antigen and Pathologic Changes 

in the TisSUes of Rabbits Infected with EH FV 

Lin YuUn Peng Hongm ei Gao Yiuxing et al 

( Research 矗n ，Itubei M edical Universil．y，W n̂  n 430071) 

Rabbits were inoculated w ith EHFV —H 114 Strain． the distribution of virus antigen in the 

tissues of rabbits was studied by im m unofloureseent technique and double bridge peroxidase 

(PAP)method-M ean time，pathologic chan ge in the tissues embed ded fn paraffin was observed 

by H E staining— The results show ed that the viral an tigen was detected in every t~sue 7一 l 5 

days after infection by IFA — PA P staining ，the positive cells w ere m ainly the endothelieal celis 0f 

capillary·small blood vessele in every t~sue detected ， the results indicated  that the endothelfal 

cells of capillary·small blood are EHFV target cells-Also，the EHFv antigens were detected ． 

from glond cells of both Ovar y and t~ tis of the rabbits，it provides EHFV vertical tranm issi0n 

with the data of etiology·The specific antigens were also found in epithelial cells of bronchus 0f 

the rabbits'it suggests that the epithelial cell be susceptible to EHFV ，an d there be possibility of 

EH F aerosol spread- 

Fronl the observation of the pathologic chan ge in positive tissues ，We found that thefe was 

not observable pathologic change in positive tissues ． 

Key words Epidemic hemorrhagic fever virus(EHFV )，Rabbit，T sue，Ant1zen ’ 
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