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摘 要 应用核酸原位分子杂交技术研究了国内不同地区 30例流行性出血热患者尸检组织中病 

毒 RNA及 HSPT0 mRNA细胞内定位，同时观察了汉坦病毒感染的 Veto L 细胞中 HSP70的表达 

情况。结果表明，热休克蛋白70mRNA在多数组织中均可检测到．分布与病毒 RNA一致．并且与 

组织的病理损害有关；体外实验的结果也表明在出血热病毒感染的细胞中有 HSP70的高表达。提 

示热休克蛋白与汉坦病毒的致病以及流行性出血热的发病机理有美。 

关键词 垫签立蛋白，核酸分子原位泶交·竖 旦五焦·垫堡堡些 蛰 H。 7，，几 

流行性出血热(Epidemic hemorrhagic fever，EHF)是由汉坦病毒引起的一种急性传染病， 

对该病发病机理的研究多集中于病毒的定位及免疫复合物致病，然而对于发病过程中组织细 

胞自身保护性反应则较少研究。通常组织细胞受到缺氧、炎症、病毒感染、免疫反应等刺激时． 

会出现自身保护性应激反应，以表达热休克蛋白为特征⋯。通常根据其分子量大小及其功能 

将热休克蛋白分为三类，即 HSP90家族、HSP70家族和低分子量三个家族，其中 HSP70是与 

损伤保护作用有明确关系，也是研究比较深入的一个家族。另外一些体外实验证实，细胞在受 

到某些病毒感染后可 诱导热休克蛋白的产生_2J。我们用 HSP70 cDNA探针和 Hantaan病 

毒S片段 cDNA探针，检测了 HFRS患者尸检组织中编码 HS1'70蛋白的 mRNA水平及其与 

病毒 RNA分布的关系，并用汉坦病毒感染培养的敏感细胞株观察感染后 HSP70的表达情况， 

期了解流行性出血热发病过程中热休克蛋白的合成及其与病毒感染的关系。 

材料与方法 

I 材料 

I 1 Fr检材料 陕西西安地区EHF病例 l7倒，系第四军医大学病理学教研室收集；上海地区 EHF病倒 12 

倒．为上海第一医科大学病理教研室收集；江西地区 EHF病倒 1例．江西医学院病理教研室收集。这些病例 

中休克期 l3倒．少尿期 l6例．病程在 6—10 d，多尿期 1倒．病程 20 d。尸柱组织均经 10％中性福尔马林固 

定，常规石蜡包埋，做 5仙 连续组织切片。 

i 2 细胞及病毒 汉坦病毒敏感细胞株非洲绿猴肾上皮细胞 ro． 细胞来自中国预防医学科学院病毒 

所，本室保存；汉坦病毒 A9株为中国预防医学科学院病毒所馈赠。ve 细胞用含 5％正常胎牛血清的 
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1640培养基，内加抗生索(青霉索 50~tg／mL，链霉索 50 ／mL)．各胺酰胺 2mg／mL，于5％cch 37℃孵箱中培 

养 。 

2 方法 

2．1 探针镧备 厦粒 PhHSPT0和 pGs分别舍 HSPT0基因 cDNA全片段及 Hantaan病毒 S片段 eDNA，分别 

经适当酶切，冻融法及低融点琼脂糖电诛分离纯化回收特异性片段．溶于 15 L无菌三蒸水中待用。 

2．2 探针标记 回收的特异性片段经加热变性后用异羟基洋地黄毒苷配基一11-dUTP(Digoxigen．11一dUTP) 

随机引物延伸法标记制备探针，每次标记约 2 的 eDNA．分别加入 2“L dNTPs混合液，2“L ng标记的 

dUTP及 1 的 Klenow酶，至总体积 20 L，放置于 37℃ 48 h，2 LEDTA终止反应，纯化好后用 1mL预杂 

交液稀释．一20℃保存待用。 

2．3 杂交 石腊切片常规脱蜡至水，DEPC水漫泡以阻断 RNA酶，0．2mol／L盐酸消化 30分．4％多聚 甲醛 

后固定30rain．逐级酒精脱水．将用预杂交液稀释的探针加热变性，37℃杂交 48 h，依次用 2 x SSC、1×SSC， 

0．5 xSSC反复振洗，逐级酒精脱水，2％正常小牛血清封闭．加碱性磷酸酶标记的抗 Dig抗体检测，NBT／BCIP 

呈色，核固红染桉，脱水，透明，封片。用相应的各种正常组织做阴性对照，免去加探针做空白对照 

2．4 细咐感染病毒及模拟感染 将 Veto-E6细胞在舍 5％胎牛血清的 1640培养基中培养，将细胞分为两组， 

第一组为病毒感染组，待细胞长成单层时，倾倒掉大部分培养液，接种投坦病毒 A9株乳 鼠脑悬渡．置 37℃病 

毒吸附 1 h后加入 5％胎牛血清的 1640培养液，并分别于感染后 4 h、8 h、24 h，72 h及 5 d时收集被感染细胞． 

分别做细胞铺片．于同样时间收取少量细咐涂片用间接免疫荧光法检测病毒生长情况。第二组为模拟感染 

组．与感染细胞同时倒掉太部分培养液但不加入病毒．1 h后加入培养渡，与被感染细咐同样时间段收取细胞 

做相应检测。 

结 果 

1 I'ISPT0的定位、分布及与病毒 RNA分布的关系 

HSPT0 mRNA阳性信号表达于细胞浆内，分布在各组织及脏器内的毛细血管内皮细胞及 

血管内单个核细胞(Fig 1)．在肝脏检测 8例、阳性 6倒．主要位于肝细胞浆，部分病例也可见 

于肝脏枯否氏细胞(Fig 2)；21倒被检脑组织中．阳性 l0倒．主要位于脑组织内毛细血管和胶 

质细胞浆(Fig 3)；胃肠道被检 7例，阳性 4例，位于胃肠黏膜上皮及腺上皮细胞；在5倒被检肾 

上腺中，阳性 4例，均位于皮质球状带上皮细胞胞浆(Fig 4)；心脏检测 20倒．阳性 l5倒，见于 

心肌细胞浆。呈紫蓝色细小或粗大颗粒、心肌间质中巨噬细胞浆内(Fig 5)；16例被检肺脏组 

织，6例阳性．阳性杂交信号位于肺泡上皮细胞及肺泡壁内巨噬细胞 内；在 24例肾脏组织，阳 

性 17倒，主要见于肾小管周围间质毛细血管内皮细胞及血管内单核细胞浆内(Fig 6)，少数也 

可见于肾小球毛细血管内的巨噬细胞；5倒脾脏．阳性2例，主要位于脾脏 内网状内皮细胞内。 

病毒 RNA的分布与 HSP mRNA的分布基本一致。 

2 I-ISPT0阳性区域与细胞病变的关系 

尸检组织各个脏器阳性细胞多数无明显的形态改变，仅在各脏器的部分区域可见少数病 

变，且病变较轻微，为脏器中实质细胞的变性，单个细胞的坏死，各脏器间质毛细血管扩张充 

血。部分区域可见出血．病毒 RNA的分布与病变无明显相关性．但与 HSPT0 mRNA阳性杂 

交信号有明显一致性。在出血明显的肾髓质周围扩张的毛细血管内的单个核细胞浆内，可见 

明显HSPT0 mRNA阳性杂交信号．而在病变较轻的肾皮质区周围血管内炎细胞内阳性杂交 

信号则不明显。HSPT0 mRNA的强度及分布与病期及病程似无明显关系。 
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图l 流行性出血热尸检肾脏 Dig标记的 HSPT0 eDNA撵针原位杂交。示阳性杂交信号位于肾问质毛细胞血管内皮( 

100) 
图2 汽行性出血热尸检肝畦D；g标记的 HSPTO cDNA探针原位杂交。阳性杂交信号分布干肝细胞浆殛枯否氏细胞浆( 
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400)。 ’ 

图3 流行性出血热尸谊脑组织Dig标记的H~PT0 eDNA探针原位杂交。脑组织内毛细血管及少就腔质细胞袋内阳性杂文 

信号(x100)； 

图4 l漉行性出 燕尸检肾上肆 Dig标记的 HSP70 eDNA探针碾位杂交。杂交阳性信号世于肾上辣皮质球捩带细胞浆内 

(×4∞ )。 

图5 藏行性出血热心脏 D 标记的 瞪 P7o cDNA原位 交。心肌细胞袋内紫蓝色细小及粗大颗粒(x 40o)。 

圈6 流行性出血热肾脏1) 标记的HSPT0 eDNA原位杂交。杂交阳性信号位于肾问质毛细血管内单十棱细胞袋内(× 
， 

400J 。 ． 。0 
-  ～ 

． 
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3 病毒感染
~Veto E6细胞中HSP'／0的表达 

病毒感染的 ve而E6细胞经问接免疫荧光法证实有汉坦病毒病毒蛋白存在．同时进行免 

疫组织化学 ABC法检测 HSP70的表达情况，可见感染的细胞浆及细胞核内棕黄色阳性颗粒， 

阳性信号于感染后4h出现．并于 4h后可见阳性颗粒由细胞浆转入核仁内．感染8h后阳性信 

号在核内达到高峰，以后阳性信号逐渐减弱，但直至感染后5d仍可见HSP70表达。相应对照 

组则仅见个别细胞胞浆阿出现棕黄色阳性颗粒。 

讨 论 

1 流行性出血热组织中可检测到 HSP70 mRNA与璃毒 RNA ’’ 

流行性出血热是汉坦病毒感染引起的急性 传染病，本研究通过 ISH检溅到汉坦病毒 

RNA，显示这些病例组织中有病毒感染存在，同时也检测到被检组织中HSP70 mRNA，且二者 

分布基本一致．提示 HSP70与汉坦病毒在体内的感染有关。HSP70在不同病毒感染过程中促 

进或抑制病毒的产生。有文献报道，在体外病毒感染与细胞应激反应向的关系，是在感染组织 

内的诱导型HSP70的表达．后者与细胞核内的病毒蛋 白的积累有关【4】。有研究发现 GRP78 

(Bip)，HSP 0家族 中的另一个成 员，参与维 持流感 病毒 的血凝 素单 体 (h~nagglutinln 

monomers)~ 种三聚体状态，使此蛋白半衰期延长，因此有人提出 HSPs与病毒的结合干 

扰病毒蛋白的整合及产生．由于其阻碍了病毒的复制及由前俸病毒颗粒转变为成熟颗粒的过 

程，因而对宿主细胞有利 J。从本研究结果看，汉坦病毒诱导热休克反应可能起到抑制病毒 

复制和参与细胞保护作用，但具体作用机理尚有待进一步研究。 

2 HSP70可能的诱发因素殛在 EHF发扁过程中的作用 

已证明病毒感染、炎症介质、氧自由基在多种细胞系中诱导热休克反应．体外实验结果表 

明病毒感染与增高的HSP70表达有关 J，HsP70的主要功能是以“分子伴娘”的形式在细胞内 
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帮助新合成的多肽链正确折叠转运，部分错叠的多肽链复性并重新折叠和异常及外来蛋白质 

的降解。病毒感染时 HSPT0的表达可能与病毒蛋白或宿主细胞蛋白的错叠有关；同时病毒感 

染在机体局部造成的细胞损伤和炎症时产生的氧 自由基和／或细胞因子如 IL一1，TNF-a，IL-2 

和 IFN IFN．口也直接或间接地促进细胞应激反应表达热休克蛋白。另外，病毒抗原引起的 

体液及细胞免疫所致损伤也可诱导 HSP70的增加。研究认为汉坦病毒感染后，通过两个途径 

对宿主细胞产生损伤，其一是病毒的直接致病变作用，即病毒在繁殖复制过程中挪用了宿主的 

代谢物质，或病毒的代谢产物不同程度地抑制和干扰了宿主细胞的代谢，而致细胞发生病变； 

其二是病毒抗原诱导机体细胞免疫或体液免疫而产生宿主细胞的损伤。目前太多数研究均认 

为人类血管内皮细胞为汉坦病毒感染的原始靶细胞，在其内病毒增殖复制直接造成细胞不同 

程度的损伤，并且病毒蛋白作为抗原诱发机体的免疫反应而致血管内皮损伤，本研究在被检各 

种组织的血管尤其是毛细血管内皮细胞胞浆中均可见到病毒 RNA阳性杂交信号，说明血管 

内皮细胞对汉坦病毒的易嗜性，并同时可见HSPT0 mRNA水平的增高，考虑由于 HSPs的“分 

子伴娘”作用，可使其与病毒蛋白和错叠的细胞蛋白结合并将其转运至溶酶体将其降解 ，保 

护细胞免受或减少因病毒感染而致的损伤，已有一些体外实验的结果支持这种观点 。 

3 病毒感染细胞中HSP70寝达的意义 

本研究中细胞实验的结果表明，病毒感染细胞后数小时内细胞即出现明显 HSPT0表达增 

高．并发现 HSPT0由正常时的胞浆内移至胞核及核仁内。至于汉坦病毒感染所致 HSPT0的 

过度表达仅是宿主细胞的应激反应，抑或 HSP70同时能主动参与病毒复制的控制，进一步的 

研究正在进行之中。 
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Localization and Distributi0n 0f HSP7O mRNA and Han taan 

Virus in Autopsy Tissues of the Patients with 

EHF and in Virus．infected CelIs 

Ye Ling Yang Shoujing Liu Yanfaug Yan Peisong 

(The Fourth M 口 Medical University，Xi'an 710032) 

Abstract W ith in sltu hybridiaation technique the localization and distribution of HSP70 mRNA 

and Hantaan virus RNA in the tissues of 30 cadavers with epidemic hemo~hagic fever(EHF)， 

which were coilected from different EHF epidemic loci in China
， were examined．HSP7O mRNA 

was det~ted in most of the 30 cases and consistent with the loc alization and distribution of viraI 

RNA．The distribution of HSP70 mRNA was partly related with the pathogenesis of HFRS T_he 

over expression of HSP70 was also found in the virus—infected Vem E6 cells It suggested that 

HSP was associated with the infection of Hantaan virus 

Key words Heat shock proteins，in situ hybridization， Hantaan virus，Epidemic hem orrhagic 

fever 
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