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乳鼠脑内感染肾综合征出血热病毒 

的电镜和免疫电镜观察 

微生物教研室 罗玉刚 裴润芳 
R 373-3 

摄 摹 本文观察复现乳鼠大脑皮质神经细胞、腔质细胞和毛细血管内皮细胞均对HF晕S-V易 

感，病毒在细胞浆内增琏，可见呈特异性着色反应的不同成熟阶段的病毒颗拉和病毒包涵体，其邻 

近的膜性结构也常里特异慧着色 感染细胞内．有时可见呈特异性着色的小空袍样颗粒和病毒抗原 

性物质，其与病毒形态发生的关系尚待进一步 宄 

美-坷 肾综合征出血热 病毒彤态发生学 免疫电镜 

中置分货号 R373．32；R392．31 

近年来，有许多学者对肾综合征出血热 

病毒 (virus of Hemorrhagic Fever 

with RenaI Syndrome，衙 称 HFR8一 

V)的形态和形态发生掣进行了研 究“ ． 

目前关于HFRS—V的形态学资料主要来源 

于病毒一细胞培养系统的观察，而对病毒一感 

染动物系统的观察尚 少 。为 进一 步比 

较HFRS—V与布尼亚病毒科已知 成 员的形 

态和形态发生学，进一步阐 明 HFRS--V与 

HFR8发病机理的关系，我们采 用 常规电 

镜和免密电镜技术，观察了 HFR8一V感染 

鼠脑的超微结构病理改变及病毒 的 形 态 发 

生． 

材 料 和 方 法 

1． ●篝曩主l茼品斌痢 

(1) 毒株 HFRS．-v陈株．系安徽省 医科 

帝分离遁应手Vero．E6细胞 ．由重庆市卫生防疫 

站转赠。 

(2) 兔抗HFRS-V血清 由浙江省卫生防疫 

站提供，经本宣用硫酸铵盐析法提纯糊 备 特异 性 

I霉G． 

巍 缸 易 

(3) 酶标羊抗兔IgG 成都垒物制品所提供 

批号8 】。 ’ 矗 -一 

(4) 多聚甲醛一赖氨酸一过碘税 钠 固 定剂 

(PLP)接文献 配制。 

2． HFR —V量船只I自传代曩标本采取 

用 HFRS-V陈株V o-EB细胞培养 上滑液脯 

内接种2～3d龄乳小白鼢 每只 0．0窖～0．C3ml，连 

续传 4代。至第 5代开始， 分别于接种后第 4 d、 

6d和灏死期活杀取大脑皮质，切成1ram 和3ram 

大小，放八PL 液中固定6～7 hI同时取同龄正常 

鼠脑对照，1mm，标本用于制作 常规 电镜 标 本， 

3mⅢ啼R本用于制作免疫电镜标本 

5． 电镶标 镧作 

(1) 常规电镜标本制作。 

组织块经PLP固定后 再经1嘧Oi0|后固定2h， 

转A酒精一丙荫系列脱承，醋酸铀块染，坏氧柑脂 

6l8包埋，期薄切片，柠檬酸铅复 染，．U]EM-100SX 

~H-Qoo型电镜碗察． 

(2) 免疫 电镜标本制作 

组织块经PLP固定 后，依 淡进 7嘶、1 嘧、 

25嘧蔗糖PBS，每次4~12h，恒冷箱冰冻切片+切 

片厚5 m．收集于含4．5嘶蔗糖PBS~ m，接文 

献 “的方法并略加修改，在切片申依次加入 下 列 

试剂。①3嘶H，O 一O．05M pHr．B Tris盐酸缓冲 

液．室温30rain F@ 含0．02喵皂素的PLP液，宣温 
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3mjn；@1：20兔捷HFRS-V血清．37℃lh，转 ℃ 

冰箱过夜 ；固 1：25酶标羊抗兔IgG．37℃lh，转1℃ 

冰箱过夜 @ 2．5眄 成 二 醛 固 定 30miu；@ 台 

0．012％氯化钻和O．01嚼磙酸镍铵的DAB盐酸鑫嶙  

液，室温2#m}u．再加A过氧化氢(终浓度e．01蒋) 

室 0min。以上每步反应之后均 以．0．O1M BH7．2 

PBS(含4．5骊蔗糖 浸洗 3 次， 每次 5之 min． 

然后转八常规电镜标本制作程序，一部分标本不加 

铅铀染色． 超薄切片．以|EM—looSX和 H一800型 

电镜观察。同时设置正常象脯、正常鬼 咖请．阻断 

实验和底物对照 

结 果 

在电镜下规察，乳鼠感染HFRS—V后 

不同时期，大脑皮质中神经细胞、胶质细胞 

及毛细血管内皮细胞均发 不同程度的超微 

病理改变，在感染后期胞浆内出现病毒包涵 

体及病毒颗粒。 

1． 感染早期 r接种后第 4 d) 胞浆内 

高尔基体增生扩张，囊膜堆数目增多，内质 

质网小池小泡扩张，个别细胞内可见包 体 

(未列出照片’。 

2
、 感染后期 (接种后第6d和濒死期) 

高尔基体及内质网明显增生、扩张，线 

粒体肺胀、壑泡化，按糖体明显增生，桉膜 

凹凸卷曲甚至断裂溶解，在胞浆空泡内及胞 

浆基质均可见病毒颗粒 (图1，2，3，．I) 

(I) 病毒颗粒的大小．形态 

病毒颗粒在胞浆内比较分散，形态 多为 

圆形葳椭圆形 (图1，2，3)，少数为杆形 (图 

4)，病毒外羼以包膜、膜上可见排列较规整 

的刺突，核心为比较蔬松的细颗粒状(图】’ ， 

有的可见一明显的电子致密“接芯 (图2，3)， 

病毒颗粒 大小 在 87~150nm 之 间，平 均 

97nm，杆形颗粒位于胞浆空泡内，直 径约 

5,Jim，长约】80nm。 

(2) 病毒的装配成熟 

胞浆基质内可见处于不同装配阶段的病 

毒颗粒 (图2 其中有一种环状或螺旋欹的 

．． 2 ， 

结构，直径约11 onm (由饩径约1 5 m 的小 

颗粒排列而成)，形态不很规整 (图 2短苛 

号)，我们称之为“病毒前体”。成熟病毒颗 

粒与病毒前体均呈特异性蔚色反应。胞浆内 

有时可见病毒I正从空泡膜或内质网膜芽生成 

熟 a 2，8箭弩) 1餐免疫电镜证实芽生部位 

的内质网膜表面有免疫复台物沉积 (图3箭 

号 )。 

(3) 包 涵体 

感染细胞内常可见呈特异性着色反应的 

包涵体 (图5，6)，与包诵体邻近的内 质网 

膜、核膜及细胞膜也常呈特异性 着 色 反 应 

(图5长箭号、图6箭号)，在包涵体附近可见 

呈特异性着色的病毒颗粒(图5短箭号)。在感 

染细胞浆内有时可见呈特异性着色反应的成 

堆排歹玎的思形小空泡颗粒，直径绚 O~50nm 

(图7箭号)，其与包涵体性质不同。 

(4)．病毒的释放 

在细胞外未查见病毒，也未观察到癞毒 

释放的垒过程，只观察到病毒肌军田胞膜芽生 

释放的趋势(图8 ．在芽生处的细胞膜有电子 

致密性域厚 (图8箭号)。有的感染细胞膜下 ‘ 

可见厚约25rim 呈特异性着色反应的电子致 

密物 (图9箭号、。 、 

讨 论 

HFRS—V的形态发生较为复杂， 用常 

规电镜在动物摩染组织中难以找到病毒 

粒 ，我们采用改进的免疫电镜技术观察感 

染的鼠脑组织，获得了较满意的结果。 

1．HFR$-V的形悉和形态发生 

HFRS—V 巳归属于布尼亚病毒科，我 

们观察到的病毒形态和内部结梅与文献报道 

的基本一致“ ：，此外尚观察到有 的病毒 

有 明显致密的核芯，可能为来成熟病毒。 

HFRS—V的成熟模式与布尼亚病毒科 已知 

成员不同 ，可通过内质隰膜。高尔基体 

束泡及细胞膜多部位芽生成熟 且这些膜牲 
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结构表面常有特异性电子致密物沉积“ 。， 

通过与布jI三亚病毒科已知成 员比较并结合我 

们的观察，认为这些特异性电子致密物沉积 

的膜性结构部位可能就是HFRS—V 芽 生成 

熟的{ii5位。 

布尼亚病毒科病毒感染的细胞内没有病 

毒前体颗粒 ，而 HFR8一V 感染的细胞 

浆内可见不同装配成熟阶段的病毒颗粒，其 

中有_种呈螺旋状或环状的病毒前体结构， 

与新疆出血热病毒前体相 似 ，这 些 不同 

装配阶段的病毒颗粒均呈特异性着色，表明 

其均为病毒性结构。病毒可能在匏浆基质内 

装配成核衣壳及病毒前体，再通过细胞膜性 

结构芽生成熟。病毒释 放 主 要 为 芽 生 释 

放0 r，我们也观察到病毒有从细跑 膜芽生 

释放的趋势，但未 观察到细胞破裂和细胞排 

粒释放 l。 

- 与布尼亚病毒科其它病毒不 同，HRRS 
—

V盛染细胞内有较多的包涵体，其附近常可 

见来成熟病毒颗粒 t ，邻近的细胞膜性结构 

常其有病毒抗原性，这些特征均提示包涵体 

与HFRS—V的形态发生有着密切的 关 系。 

此外我们在胞浆内观察到一种成堆排列的圆 

形小空泡颗粒，崔细胞膜下观察到带状的电 

子致密物，它们均县 有病毒抗原性，其与病 

毒形态发生的关系倘不清楚，有待进一步的 

研究 。 ’ 
、  

’ 、 
， 

2 HFR$-~ 的多嗜性 

国内有文献报封， HFRS患 者 的恤细 

胞、毛缨血管内皮细胞及多个脏器均发现有 

病毒抗原，因而部分学者认为HFRS V对组 

织缅施的 接侵害在 HFRS的发病中有重 

要的 作 用[I ，我 们 的 实 验 观 察 发 现 

≮卞转持页) 
； ! - 

HFRS—V不仅侵害神经到胞，而且也 侵害 

神经胶质细胞及毛细血管内质细胞，井引起 

相应的超微病理改变，这为阐明 HFRS的 

病机理提供了病原学 的依据。 
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