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HSP72．1ike Immunoreactivities in the Brains of 

M ice Experimentally Infected with Hantavirus 
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Abstract：Sueking mice．2～3 day after birth，were intraperitoneally inoculated with 0 O5mL F1M lIl 

0f Chen Strain Hantaan virus At different time point after inoculation，the brains were taken，rou— 

tinely fixed and embedded in paraffin for preparing 5 um serial sections Traditional and confocal im— 

munochemicaI detection of viral antigens and heat shock protein 70 were performed to explore the cere— 

hral stress response after viral infection．The results showed that HSP70 imm ur~reactivities could be 

stably detected in the viral antigen positive neurons，hut not in the viral antigen negative or uninfected 

control tissues By confocaI microscopic examination．the H趼，70 and viral antigens were colocolized in 

the neuronal cytoplasm ．Our result，comparable to our previous findings in human tissues and culture 

cells。indicated that Hantavirus infection can induce the expression of H趼 ，70 in the infected cells。and 

HSP70 expression might he necessary hut not sufficient to keep the cell surviva1． 
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摘要：生后2～3 的 l 乳鼠．每只腹腔接种 0 05 mL 100十半数致死量的陈株汉坦病毒，于接种后不同时间点 

处死动物，取其帖组织常规『 定，石蜡包埋制备 5岬 连续组织切片，用免疫组化法拉测组织中的病毒抗原及热体 

兜蛋白70的表造，用j 聚焦显微镜观察二者之间的关系。结果发现，感染了病毒的组织能够稳定地拉测到热休克 

蛋白70的表达．而病毒 I 的组织则检测不到热休克蛋白70的表=选．且二者有共定位关系，其分布与组织病变 一 

致 这与在病毒感染的 VeroE6细胞及 EHF病人尸检组织中得到的结果一致．说明病毒感染可诱导热休克蛋白 70 

的表达．后者可能具有保舟’'ill织避免或减轻损伤的作用 

关键词{热休克蛋白；议埘 毒；免疫组化：流行性出血热 
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热体克反应(Heat shock response)是细胞在受 

到外界各种应急因素损伤时而做出的一种自身保护 

性反应，该过程以暂时性下调许多细胞本身产物和 

有选择性的上调表达热休克蛋白(heat shock pro． 

tein．hsp)为特点l_ 。HSP是在种属进化过程中演 

变形成的一组高度保守的蛋自质，分为 HSP60、 
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HSP70、HSP90、HSPll0和低分子量HSP等几个家 

族  ̈J。HSP70家族是 目前研究比较深入的一个， 

HSP的诱导表达具有保护细胞免受各种微环境有 

害因素损伤、减小组织梗死面积、减轻脏器损伤和降 

低致死性应激状态下动物死亡率的作用” J。 

目前发现有很多病毒可以诱导细胞热休克反 
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应，不同的病毒诱导不同的HSPs表达 J．甚至同一 

种病毒在不同类型的细胞内诱导 HSPs的类型及反 

应强度也有不同。汉坦病毒(Hantaviruses，HTV) 

是引起人类汉坦病毒性出血热的一类 RNA病毒， 

其感染能否诱导细胞发生热休克反应并表达 HSP， 

这方面尚未见其它报道。我们在以前的研究中观察 

到：流行性出血热(EHF)人体多种组织中有 HSPT0 

蛋白的表达，并与病毒抗原有共存和互相抑制的关 

系；体外细胞培养证实病毒感染可直接诱导 HSPT0 

的表达 因此我们提出流行I生出血热可诱导热休克 

反应．其中病毒感染是参与诱导热休克反应的重要 

因素之一 - 本实验以汉坦病毒感染乳鼠为实验 

模型，目的在于探明热休克反应是否作为普遍规律． 

也出现于动物感染汉坦病毒的过程中。 

1 材料与方法 

1．1 乳鼠实验性汉坦病毒感染 

生后 48～72 h的昆明种乳鼠经腹腔接种 100个 

半数致死量(L )的陈株汉坦病毒(0．05 m1)．接种病 

毒后 l d、2d、4 d、6 d、8 d、10 d、l2 d、14 d时间点处死动 

物，每个时间电处死2～3只，取其脑组织．用4％多 

聚甲醛固定，石蜡包埋．作 5 m的连续组织切片。以 

注射同等体积生理盐水的乳鼠作为对照。 

1．2 病毒抗原和 HSPT0的免疫组化检测 

组织切片常规脱蜡至水．室温置于 80％甲醇双 

氧水中40 min以灭活内源性过氧化物酶的活性，与 

4％正常羊血清 37℃共孵育 l h以降低非特异性背 

景染色。分别将 l：1 000稀释的抗病毒核蛋白单克 

隆抗体(McAb)lA8(本校微生物教研室研制)和 1： 

50稀释的抗 HSP70 McAb(Santa Cruce公司)滴加 

于连续切片上，4℃孵育 48 h。 以羊 抗 鼠 IgG(1： 

300)为桥抗的多重 PAP法(1 1000．武汉生物制品 

研究所研制 )显色，显色 底物为 0．01％DAB和 

0 001％双 氧水。以 PBS和 无关单 抗作为 阴性 对 

照。 

1．3 免疫荧光双标记激光共聚焦显微镜观察 

组织切片常规脱蜡至水．PBS洗 15 min．2％正 

常羊血清封闭非特异性结台位 电．用兔抗 HTv多 

抗(1 100．唐都二院传染科研制)和鼠抗人 HSP70 

单克隆抗体(HSP70 mAb，1：50稀释，Santa Cruz)37 

℃孵育 l hr，PBS振洗，用 FITC标记的山羊抗兔抗 

体(1：100稀释，华美公 司)和生物素化羊 抗 鼠 Ig6 

抗体(1：10，博士德公司)37℃孵育 l hr，PBS振洗， 

加 Avidin—Texas-Red(1：1000，Sigma)37℃ 孵育 1 

hr．PBS洗 5 ×3，用无荧光缓冲甘油封片，MRC一 

1024激光扫描共聚显微镜(Laser Scan Confocal Mi— 

croscope LSCM，Bio-Rad公司)观察。FITc和 rR 

的激发波长分别为488 nm和 568 nm。 

2 结果 

2．1 组织病变 

脑组织病变最早出现于病毒感染后的第2天、 

表现为皮层下广泛神经细胞嗜酸性变，胞浆与胞核 

固缩红染，体积缩小。第 4天开始出现皮层下散在 

的嗜酸性坏死．海马回部位开始出现灶状坏死 第 

6天开始见到典型的 亡小体，病变以后渐重。动 

物在感染病毒7—8d后开始出现耸毛、痉挛、抽搐、双 

后肢麻痹等症状．并开始陆续死亡。这时组织病变 

最重．表现为广泛分布的局灶状嗜酸性坏死．其中可 

见黑点状?周亡小体，皮质神经细胞数 目显著减少，皮 

层变薄。之后如果动物免于死亡．其病变渐轻，l0 d 

后尚可见广泛的灶状坏死；接种病毒 12 d、l4 d的乳 

鼠脑组织中仅见皮层下嗜酸性变，海马回部位则几 

乎观察不到病变。 

2．2 病毒抗原定位分布 

病毒感染 l d的乳鼠脑组织中病毒 NP抗原检 

测为阴性(016)；感染后2 d的乳鼠脑组织开始出现 

病毒 NP抗原染色阳性 ，但强度较弱．定位于神经细 

胞的胞浆内，呈包涵体样粗颗粒状着色；感染 8 d的 

乳鼠脑组织病毒抗原检测呈强阳性．广泛分布于皮 

层下、海马回、小脑蒲肯野细胞层等部位。感染 10 d 

(彩版图 1)、12 d、14 d的脑组织 中病毒抗原 阳性细 

胞逐渐减少．呈灶性分布。未感染乳鼠脑组织中未 

检测到病毒抗原。用无关抗体对照染色阴性。 

2．3 HSP70的表达和分布 

接种病 毒 l d的 乳 鼠脑 组织 中未 检测 到 

HSP70；接种 2 d的乳鼠脑组织中开始出现 HSP70 

阳性染色．但强度较弱．定位于神经细胞胞浆内；感 

染 8 d的乳鼠脑组织中 HSP70染色最强．广泛分布 

于皮层下、海马回、小脑蒲肯野氏细胞层：感染 1l】d 

(彩版图2)、l2 d、14 d乳鼠脑组织中HSP70阳性细 

胞逐渐变少，但始终与病毒抗原阳I生部位保持一致 

在围绕坏死区周围的组织细胞中 HSP70表达量很 

高，其分布与细胞损伤一致，强度与损伤程度有关 

2．4 病毒抗原、热休克蛋白免疫荧光双标共定位 

用间接免疫荧光双标记法激光扫描共聚焦显傲 
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镜观察感染 8 d的鼠脑组织，在细胞胞浆内可见由 

FITC标记的病毒抗原发出黄绿色荧光(彩版图3)， 

由Texas—Red标记的HSP70发出红色荧光(彩版图 

4)。均呈颗粒状，病毒抗原和 HSP70在胞浆内部分 

重叠，呈黄色颗粒荧光(彩版图 5)，表明汉坦病毒 

NP与 HSP70有共定位关系。对照组细胞的病毒抗 

原和 HSP70染色均为阴性 

3 讨论 

3．1 汉坦病毒感染可诱导乳鼠神经 细胞表达 

HSP70 

本研究通过实验感染乳鼠建立汉坦病毒动物感 

染模型，检测组织中病毒抗原及热休克蛋白70的表 

达，研究它们之间的关系。结果发现，感染了病毒的 

组织总是能够检1坝4到 HSP70的表达，而没有检测到 

病毒的组织同样也没有检测到 HSP70的表达，且其 

定位分布与组织病变一致 通过共聚焦显微镜检测 

证实二者存在共定位关系：这与在病毒感染的 

VeroE6细胞及EHF病人尸检组织中得到的结果一 

致，说明病毒感染诱导热休克蛋白70的表达。 

HSPs是一族高度保守的蛋白。且参与一些重要 

的细胞功能，如蛋自质的折叠、聚集及转运。因此称 

之为“分子伴侣”ll⋯。HSPs诱导代表的是对细胞内 

存在变性蛋白的一种反应，是一个非常敏感可靠的 

细胞损伤的标志物⋯1。检测组织细胞中 HSP70的 

表达，可反映组织细胞的应急状态和损伤，在神经系 

统，可作为神经细胞损伤的证据。HSP70免疫组化 

捡删发现，乳鼠脑神经细胞中有 HSP70的表达，主 

要定位于胞浆中，也出现于少数神经细胞等胞核中， 

表明神经细胞有损伤和抗损伤反应。HSP70发挥 

细胞内保护作用据推测可能是通过 HSP70识别变 

性蛋白并限制其聚合，利用 ATP水解产生的能量修 

复它们 ，不能修复者则在 ATP依赖的方式下刺 

激溶酶体摄取和降解蛋白底物 t3, l。有许多实验 

证实，如细胞内高表达的 HSP70可增加细胞对 

TNF—alpha毒性的抵抗力、缺血诱导的 HSP70有减 

少心肌梗死面积并有利于心功快速恢复的作用等。 

因此感染乳鼠神经细胞中表达 HSP70可能具有保 

护组织避免或减轻损伤的作用。 

3．2 HSPT0在汉坦病毒感染过程中的作用 

我们在实验中发现，汉坦病毒感染可以引起 

HSP70的高表达，且病毒与 HSP70在细胞内有共存 

关系。已证实有许多病毒能够诱导 HSPs的表达， 

且这一现象并无固定模式。病毒诱导特定的 HSPs 

表达取决于感染病毒双及被感染细胞的类型。病毒 

感染诱导热休克蛋白生成的意义还不甚明确。目前 

主要有两种说法，一种推测是 HSPs起到分子伴侣 

作用，促进病毒的复制_l ，另一种则认为某些精毒 

蛋白的半 衰期 由于与 HSPs的结 合而 延长 了， 

HSP70通过阻止病毒前体加工成为成熟的病毒颗 

粒而抑制病毒的复制，因此对机体是有利的 ：另 

外，病毒感染引起的热休克蛋白表达可能还有免疫 

学上的意义。 

本实验以汉坦病毒感染乳 鼠为实验模型，证明 

了热休克反应作为普遍规律也出现于动物感染的过 

程中，为进一步研究 HSP70在汉坦病毒感染过程中 

的作用及其诱导产生的机制打下了基础。 
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2 文章编写格式 

2 1 研究论文文稿撰写顺序 

2 l 1 题名：中文题名一般不超过 20个字，凡获基金资助课题应在题名右上角标注“*”。 

2．1 2 作者：多作者之间用“，”隔开，不同工作单位的作者应在作者右上角标注数字以示区别，通讯作者右 

上角标注“**” 

2 1．3 I作单位：全部作者的工作单位全称用“() 标注，不同单位应在单位前以标注作者的相应数字表示 

2．1．4 英文相应内容： 

英文题名(应与中文题名一致)。作者汉语拼音 (姓氏字母全部大写置前，双名的前名首字母大写、后名 

全部小写，两名中间加“一”符隔开，姓名均不缩写)，国外作者遵从所在国习俗。通讯作者用“**”标注井在 

地脚处注明。单位英译全称(单位全称，省市名 邮编．China)。“Abstract”(英文抽要：不超过 150个英语单 

词)、“Keywords”(关健词：与中文关键词相同)。如文稿未舟英文攥写，需在英文关键词下相应加注“CLC 

number：”．”DOclltrllent code：”．”Article ID：”。 

2 1．5 中文摘要(不超过 250字)、关健词(3～8个)。 

2 1．6 关键词下行标注”中罔分亮号：”、“文k标识码： 、“文幸辩号：”(内容由本刊填写)。 

2．1 7 正文 
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