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摘 要 报道 r用戊型肝炎(tlepatitis E，HE)病人粪便悬液感染恒河猴后的组织病理学 、血波生 

化与免疫学以及病毒学分子生物学检测的结果。三 只实验猴在感染后第 3～4同均 出现 Al 异 

常；粪便 以及肝脏 与胆囊组织超薄切片中电镜观察到 27～34 rim太小的病毒样颗粒 ；病理组织切 

片观察表明，肝脏 组织有典 型的急性 炎症病 灶；粪 便 与血 清经 RT—nPCR扩 增到戊 型肝 炎病 毒 

(Hepatitis E Virus，HEV)特异性片段，粪便排毒从感染后第 7天持续至第 5O天左右，病毒血症迟 

于粪便排毒．出现于感染后两周左右．维持 1～2周；ELISA检测发现，实验猴血清中 HEVIgG抗体 

水平在感染后 3～4周阳转，4～5个月后转阴 这些 实验结果提示．恒河猴作为 HEV感染实验动 

物模型是理想的，建立 系统的恒河撮实验模型对探讨 HEV感染发病机理、机体免疫应答 以及临床 

1989年，东京国际肝炎会议把经肠道传播的一类非甲非 乙型肝炎正式命名为戊型肝炎， 

戊肝暴发流行几乎遍及全世界，患者达数百万，大规模的流行主要集中于经济不发达，卫生状 

况较差的发展中国家，尤以印度恒河流域及非洲尼罗河流域严重。1986～1988年，我国新疆 

也曾有较大规模的戊肝爆发流行，患者达十多万，此外，辽宁，北京，上海，山东，吉林，湖北等许 

多省市均有小规模戊肝爆发流行及散在病例的报道。戊型肝炎传播迅速，流行面广，主要威胁 

青壮年身体健康 ，对孕妇尤其妊娠期最后三个 月者危害极为严重，常导致死胎和流产，孕妇病 

死率可高达 20％。戊肝人群感染取样调查较困难及戊肝病 毒体外组织培养至今 尚不成功，很 

多基础研究主要依赖于动物模型，特别是疫苗的研制与动物模型有着密切关系。因此，建立系 

统可靠的戊肝动物感染模型具有极为重要 的意义。Balayan等⋯以及其他研究者先后进行了 

HEV实验感染非人灵长类动物模型的研究，获得了许多有意义的结果。本研究用 HEV成功 

感染了实验恒河猴，观察到典型的组织病理改变，初步了解血清 ALT，血清 HEV IgG抗体，病 

毒血症与粪便排毒等各 自的消长规律以及其相关性 

1 材料与方法 

1 1 实验动物感染 HEV毒种 由中国预防医科院病毒所毕胜利教授惠赠，实验用恒河猴 由本所灵长娄中心 

提供，选用 2～3厨岁，体重 2～3 kg猴，经筛选无 HAV、HBV、HEV抗体者分笼喂养。取戊肝患者急性期粪便 
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样，以 0 l mol／I PBS缓L1]渣制成 10％悬赦，经离 、滤苗后，rb 肢静脉注射三只恒河猴 每 H l 5mI ，弓设 

实验刘照撮 ．注射 PBS缓冲被：缉r]收集粪便样 ．每周阳坎采集衄清．一70℃保存备用 

1．2 IEM 观察 粪便悬城 10000 r／'mm，离心 1 0min． 清经 40000 r／rain超速离心 2 h，弃溶被后用 0 I mob' 

L PBS重悬病毒颗植 ．n̈入等体积戊肝病 人急性血清，37℃保温 【h 4℃过夜，磷钨酸染色后 电镜舰察 

1 3 组织超薄切片的电镜观察 Maca 5075撮于感染后第 36天 AI T由峰值开始 r降时宰杀，取 暇囊组织 

与肝组 制成超薄切片进行 电镜观察。 

1 4 病理组织切片观察 取 Maca．5075撮感染后第 26天活体肝穿样与尸捡肝脏组织制成切片进行观察 

1．5 ALT测定 在 日动生 化丹析仪上完成 

1．6 R r[-nPCR捡 测 

t 6 l RNA的抽提 取粪便悬液超离样或IIlL清样 50 I 参照异硫氰 酸胍 步法 ’进行，溶 丁 20 1I DEPC 

处理的无茁击离 子水。 

1 6 2 RT-nPCR 引物殴计参照中国株 HEV序列1．31，山 L坶生工公司合成，序列如下：F1(4458～4478)：5 

TcCTAT FATGGTGGAGTGTGG，R1(4876—4859)：5 CAGGGCCCCAATTCTTCT F2(4520～4540)：5 CT． 

GCGTGGATCCTGCAGGCCC，R2(4762～4741)：5 GGCCACAGCC。反转录反应 20“L体系 

· 进行，取 2 ĴI RNA作为楼板 其糸各反血成舒终浓为 ：1 Rq、缓冲液，3,．．mol／I 引物 R1，0 5mmoL,'l 4 x 

dNTP 95℃ 2 min 冰浴冷却 加入 30 u RNasin，4 5 u AMV RT(Promega产 品)，42℃反应 【h，95℃加热 5 

mln 灭活 AMV Rrr．冰浴冷却。PCR外循环按 列条 件进 行：在 50 L体系中加入 2 5 L反转录产物，1 

lanoI／L引物 F1及 RI，O 25mmol／L 4×dNTP，1 y反应缓冲液 ．1 75mmoVI MgCI2，T．Ng酶 1+5 u( 悔 生工产 

品)．循环参数如 F：95℃．30 s；55℃．3O s；72℃，30 s．共 30循环．取 2 5 L反应产物作 为模板进 t PCR内 

循环，引物为 F2与R2，其余条件同外循环。娘 5 uI 物 l 5％琼脂糖电泳分析。 

1．7 ELISA检测 抗原 为本室构建表达的 HEvORF2(’端 片段 ．兔抗猴 IgG经纯化猴 IgG免疫 免 f制备， 

羊抗兔 IgG HRP为北京生物制品所产品。 pH9 6碳酸缓 冲梭稀释抗原至 3～5 ug／100 l ，包被酶标板 4 

℃过夜 ；PBS~T洗涤 5孜，每次 5min，每孔加入 3％BSA封闭，37℃，2 h；洗涤，加入待测血清样 l00 rzl (1：20 

稀释 )．37℃温育 1 h；洗涤，再加八 100 1，免抗箍 IgG，37℃．1 h；溉涤，加 100 I 酶标二抗，37℃．1 J1：洗涤． 

JJIDk 100 J『Il底物溶液{4mgOPD／10rnl 柠檬酸缓 冲罐，t 5 i Hl ) 避光 37 反应 10rain，加 八 1 O0 r,I 2 

mob'[ SO 终 l 厦应，在酶标仪 t读取 0 I]圳位。 

2 结 果 

2 l 病毒形态的观察 Maca一5075弦感染后第 L7天，粪便样中 IEM 观察到27～34 nm大小 

病毒样颗粒，具有实心与空壳两种形态，病毒颗粒间有明显抗体桥(图 1) 超薄组织切片的电 

镜观察表明，肝组织细胞包涵体中存在戊肝病毒大小的病毒样颗粒(图 2A)，溶解坏死的胆囊 

上皮细胞碎片中可见一簇聚集在一起的病毒样颗粒(图 2B)，胆囊组织细胞突起 中散在病毒样 

颗 粒(图 2c)。 

2 2 病毒组织切片观察 尸检肝脏病理组织切片可见肝实质疏松坏死，大量淋U．-~ttt胞和少量 

中性白细胞灶性浸润 (图 3A)，中央静脉壁被破坏，淋巴细胞浸润，汇营区类症细咆浸润(图 

3B)。 

2．3 ALT，HEV IgG抗体水平测定以及排毒检测 实验对照猴 Maca．5271在整个实验过程 

AI T水平无明显变化，HEV IgG抗体保持 阴性(图 4A)：Maca．5075猴在感染后第 25天血清 

HEV lgG抗体阳转，第 28天 AL1、出现异常，一周 内达到峰值，为感染前 的 5倍，感染后第 7 

天可在粪便中橙测到 HEV RNA，病毒血症检出在第 l4～21天之间(图 4B)； aca 5532猴在 
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圈 l 粪便悬液中戊型 炎病毒 撕扯的免疫 电镜观察 (x 90 000) 

图 2 超薄组织切片中戊理J 赴病毒样颗粒的电镜观察 

匿 3 肝脏组织 病 I 枝删 (x12．0) 

h 『 k_ll， ⋯ lee⋯  ⋯ py 0』HEV bke r|Mtes from fecal suspensi~s(×90 000 

Fig 2 E]eetm]]miens'spy HEV ilk, J r*tides from super-thin ti~ue slice 

A 『 er LI ( 20 0110)；B aa~thl dderlL~．He })100)：C gallbladdertissue(×30 000) 

Fig 3 Pathdogical dett I _】 tissue slice(×l20) 
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感染后第 28天抗体阳转，120天左右回复正常，抗体阳转的同时 ALT轻微 异常，峰值 为感染 

前 3倍，粪便排毒从感染后第 7天持续至第 55天，病毒血症为第 14～28天 (图 4C)；Maca一 

5535猴在感 染后第 18天抗体即阳转，120天左右转阴，ALT在抗体 阳转数天后出现轻微异 

常，峰值为感染前 2倍 ，粪便排毒在第 9～42天，病毒血症为第 18--32天(图 4D)。 
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图 4 实验恒河猴血靖 ALT、HEVIgG抗体 、血清和粪便 HEVRNA的动态变化 

F 4 Dy~amlcs of ALT ele~atlon anti—HEV oonversinn．肌d HEV RNA in sera and f∞髂 in experimenta[M acaqu 

— anti—HEV IgG —-_ AU  

— — The presence of HEV RNA det~ted RT-rtPCR 

3 讨 论 

戊型肝炎病毒实验感染恒河猴的研究，国内外已有文献报道l4 】。戊肝病 毒可在恒河猴 

甲传代，感染后猴体肝脏发生典型急性肝炎病变，并伴随有 ALT异常，HEV抗体阳转，粪便中 

可见病毒颗粒，表明恒河猴对戊肝敏感，是较好的动物模型。在本研究中，我们较为全面细致 

地探讨了实验猴组织病理 、血清 ALT、血清 HEV抗体、病毒血症与粪便排毒等的动态变化规 

律及相关性 

实验猴感染 HEV后粪便经 IEM观察到实心与空壳两种形态的病毒颗粒。粪便中的空壳 

病毒，推测为复制时 RNA未能掺入或病毒经过消化道时 RNA降解、丢失造成。在肝脏与胆 
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囊组织中也观察到 27～34rml大小的病毒样颗粒。提示经血液感染后，HEV 在肝组织进行复 

制，然后经胆汁进入消化道排放，这与文献报道一致。组织病理切片表明 HEV感染可引起实 

验恒河猴肝脏典型的急性肝炎病变，症状较轻微，三只实验猴感染后均出现 ALT异常，时间不 

超过两周 ，峰值达 感染前平均值的 2～5倍，这与殷书荣等 的报道 相近，表 明一般情况下 

HEV感染对实验猴肝脏损伤较轻且恢复较快。在 ELISA检测血清抗体 实验中，所采用的抗 

原为我们表达的非融合型的 ORF2 C端片段，该 片段抗原性好，检测灵敏度高，详细情况另文 

介绍。实验中我们发现血清抗体 阳转与血清 ALT升高没有明显相关性，实验 猴血清 HEV 

IgG抗体在 ALT升高之前 阳转 ，与文献报道在 ALT升高后阳转有所差异 李凡等 用 HEV 

感染实验猴，一般 6周后抗体降至低水平，有个别达 12周 我们在实验中发现，IgG抗体可维 

持 4～5个月，它对 HEV的再次攻击是否有保护作用，或者机体感染 HEV后是否产生细胞免 

疫以及免疫记忆等，都有待进一步研究 在排毒检测中我们采用 RT—nPCR技术，较国内其他 

报道采用的免疫电镜检出灵敏度与特异性显著提高。同时，在检测中我们采用超速离心处理 

样品，以浓缩病毒和降低粪便中物质对检测造成抑制的可能，并通过优化 PCR条件，进一步提 

高了灵敏度与特异性 检测表明，病毒血症迟于粪便排毒，仅维持 l～2周，其出现于 ALT升 

高与抗体阳转之前，在抗体峰值前结束，而粪便排毒则检出较早且维持 50 d左右，提示戊肝预 

防的重点是掐断粪一口传播途径，同时也不排除特殊情况下血液传播的可能。实验动物在感染 

戊肝后ALT水平、抗体应答、排毒等均表现出个体差异，可能与猴体自身免疫能力、病毒复制 

速度等有关。 

综上所述，为了解 HEV感染途径 、致病机理，组织病理学改变及排毒、ALT、抗体消长规 

律提供了一些有意义的依据，要更系统、全面地评价上述问题，以便更好地指导临床诊断、疾病 

预防与疫苗研制，仍需做进一步深入细致的工作。 

致谢 本所检定室罗其胜副主任技师帮助完成病理切片观察，李春宏同志参加了本课题工作 

本文照片由石怀生同志拍摄，特致谢忱 
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Study on Experimental Infection of Rhesus M onkeys 

with Hepatitis E Virus 

Ma Yanbing Sun Maosheng Zhuang Junying Xie Tianhong Zhang Guangming 

Xu W eimin Dai Jiejie Li Hongjun Dai Changbai 

(Institute Medical BioMgy．CAMS and PUMC，Kunming 650107) 

Abstract Three rhesus monkeys(A4acaca mu[atta)were inoculated intravenously with fecal 

suspensions obtained from hepatitis E patients The alanine aminotransferase ALT)level in the 

three monkeys elevated 3 to 4 weeks after infection Virus-like particles about 27 to 34 nrn were 

found in the stool specimens，the liver and the gallbladder tissues by electron microscope examina 

tion The liver tissue slice showed characteristic histopatholog[c changes of aeute hepatitis Speck— 

ic HEV fragments were obtained by RT—nPCR from feces and sera．Excretion of virus began on 

the 7th day and lasted to about the 50th day after infection．The appearance of virus in serum was 

2 weeks after inoculation and lasted for only l to 2 weeks．Anti—HEV IgG was detected by en— 

zynae—linked immunosorbent assay 3——4 weeks after infection and negative conversion took place 4 

to 5monthslater． 

Key words Hepatitis E virus(HEV)．Animal model，Rhesus monkey 

中国科学院武祝病毒研究所与荷兰农业大学病毒系 

无脊椎动物病毒学联合实验壹 

l999年开放研究课题指南 

一

、本实验室主要从 事昆虫病毒及水 生无脊椎动物病 毒的基础和应用研 究 主要研 究方向和研究 内存 

有 ：无脊椎动物病毒资源 及病毒的分类与进化 ；无脊椎动物病毒基因(基 因组)结构与功能 ；工程病毒 杀虫 

制的研制 ；新型扦状病毒表达载体系统的佝建及应用；昆虫病毒系虫剂的应 用生卷学 及水 牛尤脊桃动物病 

毒瘸的防治等。 

近期支持有关下列 内容的研 究工 怍：新种尢脊椎动物病毒的鉴定与分类 ；无脊椎动物病毒 时分予 分类驶 

进化研究；杆状瘸毒 与细胞及宿主昆虫相互作甩的分 子机理 ；新型快速工程病毒杀虫剂 的构 建授重组痛 的 

生产技术研究 ；昆虫杆状病毒虫体表达系统的组建 及重要活性 多肚的克隆与表达 ；与杆状病 毒流行r{ 能 

羌的分子生物学研究及昆虫病毒田J百i流行病学规 律的研 究；水生无 脊椎动物病毒的基因组结拄r必发承 ；：尤 

脊椎动物病毒病的早期诊断与防治。欢迎对 上述研 究有兴趣的国内外科学家作 为访问学者来实验室 ：一作。 

二、中请须蜘 

1 凡具有助理研究员或硕 士 』：水平的国 内外抖技人 员愿意来 本实验室工 作者，请来函嫔取 申漪 

(中、英文)，填写后随同本人简历寄武汉病毒昕科研处粱莉 (邮编 430071，电活 027～87641921)，9月底截 j 

申请 。每年年底提请学术委员会评审．结果于攻年元月份通知。 

2．访问学者在本室工作时限 课题所需 为准，一般 1～2年，期满后经 方同意可“延长。 

3 申请获准的访问学者在本室有关组工作 ，或参加 已有课题研 究，本室将根据情况给 予必要的经费 支 

持。也玫迎访问学者提出课题 自带经费．经学术委员会评审后开展工作 鼓 访问学者与本室^员联f}中请 

国家研究课题和科学基金 

4 课题结束时，须向实验室提交研究论文，研究成果 为本室和访 问学 者原单位共有 论 文发丧时，H时 

注明本联台实验窀与研究者所在单位 

5 本室为访问学者提供必要的工作条件。访问学者工资待遇由原单位 支付、本室可给 于适 当的生活补助 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

