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提要 用 DNA银染技术显示了传染性软疣病毒(MCV)形 态发生发育及其过程中 DNA的变化。 

结果显示：在棱感染的皮肤表皮细胞 内都有一个大小及构 型不 同的银染 区(病毒工厂 )。MCV的 

发生发育均在银染区内而不在脆质区内 其发生过程是先在细胞一 的臆质内复制合成病毒 

DNA等物质，形成中等密度的锻粒大小不等的银染区(病毒前包西体区)．然后在其中形成致密的 

细粒状锻染区(病毒前基质区)，接着在后者的周围出现弧形的粗粒银沉淀(初期 MCV的外膜)．逐 

渐分割包围病毒前基质而形成初期 MCV。在发育过程中．初期 MCV的外膜、基质，核心外膜及核 

心均经过一系列的形态变化。侧体是 中期 MCV向成熟期发育中出现的暂时性结构，其本质为吉 

DNA成分的病毒基质。本研究提示 ：MCV的 DNA物质进入皮肤 表皮细胞后能大量 复制．合成大 

量的府毒蛋 白质，自主地装配成完整的初期 MCV．后者有独特的形态发育过程。 

传染性软疣病毒(molluscum contagiosum virus，MCV)是痘病毒属中未分类 的病毒，是体 

积最大结构最复杂的 DNA病毒之一l 。它仅能在人皮肤表皮细胞中生长gf起传染性软疣。 

我们用常规电镜观察了 MCV的超微结构 ]及形态发生和发育过程L3]。然而，常规的铀、铅染 

色能使细胞器和 MCV普遍着色，不能明确显示病毒 DNA及含 DNA成分结构的变化。显示 

DNA的孚尔根 一六亚 甲四胺银染色法能使含 DNA的细胞器染色 】。用该法 显示病毒 内 

DNA及胞质中病毒 DNA物质及病毒形态发生发育的尚未见报道。本文用该方法对 15倒新 

生的传染性软疣组织进行了电镜观察，旨在进一步探讨 MCV形态发生发育及其过程中病毒 

DNA的变化。 

材料与方法 

1 材料 

15倒新生的传染性软疣组织取 自本院皮肤科患者．其中男性 12倒．女性 3倒，年赞最大的 23岁．最小的 

2岁．多散为 2o岁左右。所选新生软疣的发生时 何在一个月左右．疣体直径 0．5～1 mm。在无菌操作下一倒 

患者取 3～5个疣体。 

车文于 1994年 11月 7野收到．1996年 1月 29日修回 
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2 方法 

组织H 3％戊二醛固定2h．二甲砷酸钠缓冲浪洗3攻，共45mln。梯度丙酮脱水．Epao．812包埋。半薄切 

片以多色染液染色 ，以光镜观察和定位。超薄切片捞在镍网上晾干。用 1 rnoI／L HCI永解 1 h，取蒸水洗 3 

攻．再用新配的六亚甲四胺银溶液暗处染色 1．5 h(6o℃)。永洗后晾干，在 H．300透射电镜下观察。 

结 果 

光镜下见疣体组织从基底层到表层，胞体渐增大染色渐加深．大致呈四个层次。基底层的 

细胞小，染色浅，内无包涵体；近基底层的细胞稍大，染色稍深，内有小的包涵体，为感染初期细 

胞 ；棘细胞层大部分细胞明显增大，染色较深，内有巨大的包涵体，为感染 中期细胞 ；相当于颗 

粒层的胞体大浓染，为感染晚期细胞(图 1)。 

电镜下见感染初期细胞的胞质中有一个大小不等的与胞质相界的中等密度的银染区，内 

无细胞器，小银染区内未见病毒，较大的银染区内有散在细密的银染点和团块，后者的边部有 

初期病毒形态发生结构及初期病毒。胞质区位于银染区的周围，其中有稀疏的银沉淀或无银 

沉淀(图2)。在高倍镜下．银染区内的银粒大小不等，密度不均。上述细密银染点和团块是初 

期病毒形态发生的部位，周围有弧袄、半圆和近圆形的线袄银沉淀分割包围细密银染团块和不 

同程度的初期病毒发生的结构，其内的银染物质仍与细密银染团块相连，在形态发生结构外围 

是已形成的初期 Mcv，其内为与细密银染团块相同的病毒基质，外膜上有致密的粗粒银沉淀， 

与其周围的银沉淀相延续(图 3)。 

在感染中期细胞内有一个巨大的与胞质区界 限明显的银染区。该银染区由两种区域构 

成，一种是中度致密的银染区，内有 MCV形态发生的结构，初期 MCV及中早期 MCV。另一 

种是台成熟及中晚期MCV的区域，其背景无银沉淀。胞质区位于银染区外细胞膜下呈带状， 

内膜性细胞器少或无，有少量的银沉淀(图4)。中期 Mcv位于病毒发生区与成熟病毒区交界 

处两侧，形状从圆形到椭圆形不等。圆形的外膜上有银沉淀，中央或边部有致密的粗粒银沉淀 

即类核结构。椭圆形的外膜上有少量银沉淀．中央有典型的圆或椭圆形的(类核结构)致密银 

沉淀．病毒基质浓缩集中在类核结构的两侧形成侧体。在接近成熟的椭圆形 的中期病毒外膜 

上无银沉淀，中央为病毒核心样结构呈扁椭圆形，核心样结构外有 20～3O m 厚的无银沉淀的 

环形空晕。病毒基质进一步浓缩位于核心样结构的两侧形成典型的侧体(图5、6)。成熟病毒 

呈簇状位于包涵体内的成熟病毒区(图4)．该期病毒的外膜上无银沉淀．病毒基质仍有中等密 

度的银染，侧体结构消失。病毒核心呈双面凹的扁椭圆形．有致密的银沉淀。在病毒核心外有 

明显的包绕核心的无银沉淀的空晕(图5、6)。 

在感染晚期细胞内有一个巨大的弱银染的包涵体，外有一层残余的胞质均质物包围着。 

包涵体内无中度致密的银染区和病毒形态发生结构。病毒呈皱状的扁椭圆形，外膜、基质及核 

心外晕层均无银沉淀。病毒核心为皱缩的双面凹的扁圆形．有致密的银沉淀。 

讨 论 

DNA银染方法显示：在 MCV感染细胞初期，先在细胞一侧胞质中合成病毒 DNA物质 

随着病毒 DNA及其它病毒物质的不断合成，就形成一个与胞质区相界的区域，此时尚无病毒 
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图 t Mc疣体半薄切片。 基底细毫屠；甄 近基底的棘缉臆层。内有盛橐韧期细臆；c-棘缉臆层，内 基橐中期缉毫；D’相 

当于颗粒层缉臆 。摄度致峦．为盛橐晚期缉毫 
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圉 2 感染早期细糖。 胞质内 DNA银染区(It)，该区主要为病毒前包麓律区(Pvm)(-)．病毒酋基质区(P、rM)(△)，初 

期病毒(Pv)(▲) 

图 3 感染早期细胞包括体内 MCV形 矗发生结构。 PVIB( )，PVM 团块(△)，病毒形成(t)，PV(十，)，中初期病毒有 

类核(o)，初形成的成熟病毒包麓体区(▲) 

翻4 感染中期细胞。 咐质区(t)，病毒包藉体区(+)．P、 △ )，成熟病毒包涵体区(MVm)(A) 

围 5 感染中期细胞病毒包麓体 内nr发生结构。 PV1B《△)，pV~I(A)，病毒形成 (+)，中期病毒内有舞体及拔心样结构 

(o )．Mvm(·) 

图6 感染中期细胞包麓体内 MCV发生发育结构。 P、rⅡ *)；MVn~A)；中期 MeV有龚拔(+)厦蔫体(o)，翻体从大 

到小及消失(1、2 3．4、5) 

Fig 1 MC ti~ue se th 蜘 '啪 ．B|l cell lai r(A)，ear 0h~se cdk 蛔 ed with MeV in mba盟I cdk(B)，mid e phase 

。曲 (C)，aⅡd later pln鸵 cdb《D)(u x1∞ ) 

Fig 2 The ceil iM~ted with MeV．A l附 妯  椰强 。但l 试 嘻 DNA— p nE iⅡd ion b0打 ar稳 (PVlB)(t)，pre_ 

n ~ trlx删 (Ⅳ M)(△) pI．皿a巧 MCV(PMCV)(▲)(×5oo0) 

RE 3 Mcv ．1 d g i．m柚 瑚 枷 ．Ⅳ m(-)，PvM(△ l，PMC~r(” )，PMcvhmr呱 (+l，nL bDay．mt1．einter- 

me te phase Mc o )，髓 恤蜘  Ⅷ (△ l(X2删 ) 

F 4 1k ddk pht cell c【d _汕 h_ ．Q I● 删 (tl，vIB硼 (，)．Pvm(△)．恤蜘 Vm 蛐 (▲ l(x 

1∞ 0O1 

Rg 5 Mcv删  ∞醯 ．m mi —峨 硼 ．P恤 (△ )，PⅧ (▲ 1．hl由 l ∞ 栅 咖 in 

Mcv(o )，PMeV hm +)，恤蜘 vIB‘·)(×姗 l 

Rg 6 Meg嘲  d唧 哪 _m m棚 e ph茸 硎 ．啪 (tl，m岫  vIB(△)，nId b。dy(” ；l吐d 

e o )which惯ly h加ll村群 协 叫 Ⅱ柚d6m 出唧pe盯 (1．2．3．4．5)(X2删 ) 

形成，我们称之为病毒前包涵体。在病毒前包涵体不断增大的过程中，其内出现致密的细粒链 

状银染点和团块 ，我们称之为病毒前基质。而后在病毒前基质区的周围出现 由粗粒银沉淀捧 

成的程度不同的弧形结构——病毒外膜。外膜逐渐延伸最后合拢包围一定量的病毒前基质就 

形成初期 MCV。病毒前基质被包在初期 MCV后就称为病毒基质，而此时的包涵体则称为病 

毒包涵体。有研究认为 MCV的形态发生过程是胞质基质先在局部浓缩，出现直径为 4～5 m  

的嗜饿性颗粒，此后这些囊粒团聚形成 大囊粒 即初期病毒【61。本研 究证 明 Mcv感染的细 

胞 内的银染区——包涵体——始终是一个与胞质区相界的独立区域，即在感染初期细胞 内有 
一 个较小的中等电子密度的银染区；在感染中期细胞内有一个较大乃至巨大的银染区；感染晚 

期细胞中有一个 巨大的弱银染区。MCV形态发生及发育的全过程均在包涵体 内，而不在胞质 

区内，装配 MCV的是包涵体区内病毒基因反复复翩和合成的病毒物 质，而不是胞质基质。丁 

明孝等 报道，痘苗病毒感染细胞 4h后，新合成的 DNA位于靠近核的某些胞质区域，该区中 

有中间纤维分布，可能是痘病毒复翩的场所。Ben~d等L目 证实痘病毒形成的初级阶段发生在 

有界的远离细胞膜的电子致密区域。我们认为 MCV的形态发生与痘苗病毒的形态发生有相 

似之处。痘病毒具有真核 DNA[81，又有 RNA聚合酵【l】，进入胞质内的 MCV基因能利用胞质 

中的物质复翩和合成病毒物质(DNA和蛋 白质)．经过反复复制和合成，使病毒物质不断增多， 

就形成胞质中独立的包涵体区．为 MCV的形态发生提供场所和装配所需的物质。 

以前有的研究将 MCV的发育过程描述 为初、中及成熟期三个阶段I．J。本研究发现在初 

期 MCV形成之后还要进行一系列复杂的发育过程。先从初期规刚的圈形发育为规则、不规 

刚的圆形及椭圆形的中期MCV；然后发育为规则的扁椭圆状的成熟期 MCV，最后变为皱状扁 
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椭圆形的退变期 MCV。该病毒在发育过程中，其构成成分亦发生一系列的变化。首先外膜在 

初期病毒时有明显的粗粒银沉淀，中期病毒时有少量银沉淀，成熟及退变期病毒时无银沉淀。 

证明初期病毒的外膜上有丰富的 DNA物质，提示 MCV在初期发育中有非常强的代谢活动， 

膜内外有活跃的物质交换，这对其发育可能起重要作用。随着病毒的发育这种物质交换活动 

减弱，当病毒成熟后消失。关于 MCV外膜的来源，Hiller[8~认为是来源于高尔基器。本研究 

证明：MCV发生发育均在包涵体内，其中并无高尔基器等膜性结构，而且随着包涵体的增大和 

病毒的形成．位于胞质区的细胞器亦开始破坏。到感染中期细胞时包涵体基本占据整个细胞， 

细胞核及胞质区均被挤于细胞膜下，膜性细胞器消失。但包涵体内始终都 有大量 MCV形态 

发生结构，外膜仍在大量形成。这证明 MCV的外膜不是来 自胞质内的高尔基器及其它膜性 

结构，而是包涵体内自动形成的。痘病毒有 自己的 RNA聚合酶⋯，能合成病毒装配时所需的 

膜性蛋白质，在形成病毒前基质或其后也形成弧状的双层外膜结构。 

病毒核心的发育过程也有一系列的形态变化。初期时没有核心，中早期时为致密的不规 

则的斑状，中期时为圆形无外膜的核样结构，中后期时变为扁椭圆形的病毒核心样结构，到成 

熟期病毒发育为双面凹椭圆形核心，最后在退变期病毒时变为皱缩状的双面凹椭固形。关于 

MCV核心外膜 尚未见报道。本研究在常规铀铅染色的超薄切片中观察到，中后期及成熟期 

MCV核心外有中等密度的均质物，其蛋白质细颗粒都呈环层排列包绕核心 J，所以不能辨认 

出 MCV核心外膜的存在。用 DNA银染显示：在中后期及成熟期的核心外均有 20～30 nrl3的 

空晕。由于该方法不能使膜性结构染色，因此推测 MCV在发育到中后期之后有核心外膜存 

在．且其厚度远比单位膜厚。这可能对核心内的 DNA物质起保护作用．但是 否还有阻止其再 

感染细胞的作用尚不清楚。 

病毒基质在初期病毒内为均质细粒状银沉淀，稍发育后病毒基质浓缩以致外膜下出现间 

隙。发育到中期时病毒基质分布在类核及核心样结构的外 围，中后期时病毒基质进一步浓缩 

位于核心样结构的两侧形成典型的侧体，处于侧体状态的病毒基质嗜银性强。在成熟病毒内 

侧体又扩展为绕核心分布的病毒基质。随着病毒成熟和退变病毒基质的银染性逐渐减弱到最 

后消失．证明侧体是富含 DNA物质的病毒基质．是 中期 MCV向成熟期发育过程中出现的一 

种暂时结构，是病毒基质在病毒发育过程中的一个阶段。 
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Study on M orphogenesis and Development Process of M CV 

by Silver·DNA Staining and Electron M icroscopy 

Li Dezhong W u Ning Xiao Tonghan 

(Wuhan General Hospital，Guangzhou Military Region，Wuhan 430070) 

After using the methenarnine silver-DNA staining ， 15 cases of early molluscum contagiosum 

tissues wl唧 examined bydeetronmicroscopy．The results showed thattherewas a silver-stained 

DNA al-ea(inclusion body，I13)in every cell infected with MCV．The rnorphogenesis．and develop— 

ment ofM CV took placeintheIB．riotinthe cytoplasm area．n  processofM CV morphogenesis 

was firsdy to synthesize virus materials(DNA)which secondly accumulated into a filament-granu— 

lar-like area(previrus inclusion body．PIB)，and next to form so112te dense thin-granular-ehain-~ke 

sttlrctttres(p~virus matrix，PM)inPIB，and thenthe bilayermembraneswhich cut and$ul'round 

PM toform  primary MCv ．The development pnx~ngswas from primary to interm ediate，th en to 

matural and finally to degenerate M CV．And in the process the outer membran e，matrix，nucleus 

andthe nuclearouterm embran eofMCV hadmany chenges．11 latexa／bodies were theteanporal 

Struetttres andtheviroplasm containing DNA intheintermediateMCV．The results sugge~cedthat 

the M cv gene may spontaneously synthesize virus DNA,form previm s ma trix and virt~ outer— 

membranes and assemble primary MCV in"the IB． 
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