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经脑感染后登革病毒在小鼠脊髓分布特点的研究

安　静
1
,周德山

2
,张俊磊

1
　　(第三军医大学基础医学部:1 微生物学教研室;2 组织学与胚胎学教研室 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　分析登革(DEN)病毒在中枢神经系统(CNS)内的生长规律和分布特点。方法　用 2型登革病毒(DEN-2)对严重

联合免疫缺陷(SCID)小鼠进行脑内接种 , 应用空斑法和免疫荧光染色分别检测感染后小鼠 CNS 和血清中的病毒滴度及病毒抗原的

分布。结果　感染后小鼠逐渐出现皮毛不整 、脊柱侧凸及弛缓性麻痹。从感染后 3d到麻痹发生日 , 可在小鼠的脑皮质和脊髓中检

测到滴度较高的 DEN-2病毒 , 而血清中则检测不到病毒。免疫荧光染色显示 DEN 病毒抗原大量存在于大脑海马 、基底核和脊髓灰
质的神经元内。登革病毒抗原在感染早期和晚期在脊髓灰质的分布也存在差异。结论　感染后 DEN在脊髓灰质内的分布不同提

示脊髓不同部位的神经元对登革病毒的易感性可能不同。病毒在大脑 、脊髓神经细胞内的增殖造成的细胞损害可能是登革病毒感
染某些临床表现的病理基础。

　　关键词:登革病毒;严重联合免疫缺陷小鼠;脊髓
　　中图法分类号:R373.33;R512.802 文献标识码:A

Distribution of dengue virus in the spinal cord of mice after intracerebrally inoculation
AN Jing , ZHOU De-shan , ZHANG Jun-lei(Department of Microbiology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 ,China)

　　Abstract:Objective　To investigate the replication rules and distributions of dengue(DEN)virus(and viral antigen)in the central nervous sys-
tem.Methods　Severe combined immunodeficient(SCID)mice were intracerebrally inoculated with dengue virus type 2(DEN-2).The distribution of

the virus was detected by using plaque assay and immunohistochemistry staining respectively.Results　After inoculation , the mice showed ruffle and

kyphoscoliosis and developed paralysis.A higher virus titer of DEN-2 was detected in the brain and spinal cord but not in the serum.DEN viral antigens

were found predominately in the hippocampus and basal nuclei in the brain and in gray matter of the spinal cord.Interestingly , different distribution of

DEN-2 virus in the spinal cord was noted at the early and late phase of the infection.Conclusion　Dengue virus can replicate in the neurons and then

lead to death of the neurons.The distribution of the virus in the spinal cord might be related to the different susceptibility of the neurons.
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　　登革(Dengue , DEN)病毒为黄病毒属单链 RNA病

毒 ,根据抗原性不同分为四个血清型(DEN-1 , 2 ,3 , 4)。
该病毒以蚊子为传播媒介 ,可引起人类急性传染病 ,从
轻型的登革热到危及生命的登革出血热 登革休克综
合征(DHF DSS)

[ 1]
。一般认为 ,DHF DSS 的典型临床

表现主要有出血和由血管通透性增高引起的低血容量

性休克。但是 ,近年来 ,一些不常见的临床表现如脑症
和肝脏病变的症状在 DEN病毒感染的病人中经常出

现
[ 2 ～ 4]

。虽然 DEN病毒的靶细胞尚不清楚 ,但从 DEN

感染发热期出现的神经系统症状如嗜睡 、意识模糊和
昏迷以及远期后遗症包括四肢末端麻痹 、感觉丧失等
症状 ,可以看出在病毒感染过程中可能累及了神经系
统
[ 5 ～ 8]

。以往的研究发现 ,HepG2-SCID小鼠在腹腔内

接种 DEN-2病毒后 ,逐渐出现皮毛不正 ,进行性脊柱
后侧凸 ,进而瘫痪。免疫荧光染色法可在其脑组织的
神经元中检测到 DEN 病毒抗原

[ 9]
。这些结果进一步

表明 DEN病毒感染可能累及中枢神经系统(CNS)。但
是 ,DEN病毒在 CNS内的致病过程尚不清楚 ,为此 ,本
研究利用 SCID小鼠脑内接种 DEN-2 ,检测感染后不
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同时间病毒在血清 、脊髓和脑组织中的生长规律和分
布特点 , 初步探讨登革病毒性脑病发生的可能机制。

1　材料与方法

1.1　动物
　　雌性 、14 周龄的SCID(C.B.-17 Icr Tac-scid)小鼠从 Clea Co.

(日本东京)购入并在无菌室中饲养。 SCID(severe combined im-

munodeficient)小鼠是指 T、B 淋巴细胞均缺陷的小鼠。

1.2　病毒接种材料
　　DEN-2 病毒(Tr1751株 , 由日本国立传染病研究所 Dr.Otani

A博士惠赠)从一例登革热病人血清中分离获得。在白纹伊蚊

的细胞(C6 36)中增殖传代[ 10] 。

1.3　病毒感染实验
　　实验分为感染组和对照组 。感染组共 40 只小鼠 , 每只小

鼠经脑接种2.5×104 pfu(25μl)的DEN-2 病毒 ,接种后每天观察

小鼠是否出现病征 , 特别是有无麻痹。 分别在感染后 1 , 3 , 5 ,
7 d和麻痹发作日(DP)采集小鼠的血液 、脑组织和脊髓标本。

每个时相点 8只小鼠 , 5 只用于病毒滴度测定的标本取出后于

-80 ℃保存 , 3 只用于免疫荧光染色 , 标本处理见后。 另外 , 对

照组小鼠脑内接种 25 μl MEM 培养基 , 共 5 只 , 2 只用于免疫荧
光染色 , 3只用于病毒滴度的测定 ,标本采取和处理同感染组。

1.4　病毒滴度测定
　　加入适量的病毒稀释液(含 2%小牛血清 , 10 mmol L

HEPES , pH 7.2 ～ 7.4)于组织标本中并将其碾碎 , 离心 15 min
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(4℃, 15 000 r min),收集组织悬液 , 用空斑法测定其病毒滴度。

血清的病毒滴度用同样方法测定。

1.5　免疫荧光染色
　　分别在感染后 1 , 3 , 5 , 7 d和 DP时采取大脑褐脊髓标本 , 进

行免疫荧光染色 ,检测 DEN病毒抗原的分布。取材和标本制作
方法简述如下:4%多聚甲醛(0.2 mol L pH 7.4 磷酸缓冲液配

制)灌流固定后 , 取大脑和脊髓标本 , 再用 4%多聚甲醛继续固
定2 h(4 ℃)。 0.1 mol L磷酸缓冲液冲洗后 , OCT 包埋剂包埋 ,

制成冰冻切片(10 μm)。与 DEN病毒反应的两种小鼠单克隆抗

体(504和 301)为检测 DEN 病毒抗原的第一抗体[ 11] ,荧光素异

硫氰酸盐标记的抗小鼠免疫球蛋白(DAKO)为第二抗体 , 染色
步骤参照文献[ 12] 。用荧光显微镜观察免疫荧光反应(Axiol-

pan , Zeiss , Germany)。

2　结果

2.1　临床资料
　　脑内接种 DEN-2病毒后 , 小鼠逐渐出现运动迟缓 、脊柱后
侧凸 ,在感染后 8～ 9 d , 所有小鼠均发生后肢和 或前肢麻痹 , 并

在麻痹出现 24 h 左右死亡。

2.2　DEN-2病毒在 CNS中的生长

　　如图 1所示 , 感染后 3d , 可在 80%的小鼠脊髓和脑组织中
检测到病毒 ,滴度分别为 101.9 pfu g和 102.5 pfu g , 感染后 5 d 至

DP ,脊髓和脑组织病毒检出率均为 100%, 但滴度略有不同 , 脊
髓的为 105.1 ～ 10 5.7 pfu g[1] ,脑组织为 105.7 ～ 106.3 pfu g。在感

染后同一时相点 ,脊髓的颈 、胸和腰段的病毒滴度无明显差别。
在感染的全过程血清中未检测到病毒。

图 1　感染后 DEN病毒在大脑和脊髓的生长增殖 , 每一点的

数值为 5只小鼠标本的平均值

Fig 1　Growth curves of DEN-2 virus in the brain and spinal cord of

infected mice after inoculation.Virus titer is determined with

plaque assay on a Vero cell monolayer culture.Value of the ti-

ssues from 5 mice is averaged for each time point.DP:Day of

paralysis onset

2.3　DEN-2病毒在中枢神经系统中的分布
　　免疫荧光染色显示 DEN 病毒抗原主要分布在脊髓灰质及

大脑海马和基底核 ,见图 2a。在脊髓 , 感染后 3 d , 仅见极少的

前角神经元呈弱阳性 , 见图 2a , 5 d 时数量明显增多且呈强阳

性 ,而侧角和后角在感染后 5 d 才观察到染色较弱的 DEN免疫

反应性神经元 , 7 d 和麻痹发生时 , 数量增多且染色增强 , 见图

2b。与此同时 , 前角阳性神经元数明显减少。 DEN 病毒在颈

段 、胸段和腰段脊髓均表现出如上所述的传播模式 , 即前角神

经元的感染先于侧角和后角。在大脑 ,感染后 5 d , 海马和基底

核的DEN 免疫反应性神经元呈弱阳性 ,数量较少。随着病毒复
制 ,感染后 7 d 和麻痹发生时 , 可见大量的 DEN 免疫反应性神

经元呈强阳性(图 2c)。然而在感染后 1 d , 中枢神经元中未见
登革病毒抗原;未见神经胶质细胞存在 DEN 病毒抗原。对照样

本为登革病毒抗原阴性。

图 2　免疫荧光显示 DEN病毒抗原在脊髓和大脑的分布

2a:感染早期(3 d),在脊髓前角观察到少数染色较弱 DEN 病毒抗原

阳性神经元　(×150);2b:感染晚期(7 d),在脊髓侧角(L)和后角

(P),观察到数量不同、染色较强DEN 病毒抗原阳性神经元, 但此时

前角(A)阳性神经元数较早期明显减少　(×200);2c:感染后 7 d ,在

大脑的海马和基底核,观察到较多的DEN 阳性神经元　(×170)

Fig 2　DEN viral antigens in cryosection of the spinal cord and brain

2a:A few of DEN viral antigen positive neurons with weak staining in the

anterior horns(A)on day 3 postinoculation(×150);2b:A lot of DEN vi-

ral antigen positive neuronswith strong staining in the neurons of lateral(L)

and posterior(P)horns on day 7 after injection though the amount of the

neurons in the anterior horns(A)decreasing at this time (×200);2c:

Many DEN viral ant igen positive neurons with strong staining in the hipp-

ocampai and basal neclei of the brain on day 7 af ter inoculation(×170)
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3　讨论

　　近年来 ,不常见的登革病毒感染病例(肝 、脑损害
等)明显增多 ,昏迷 、嗜睡等临床症状的发生表明:在
DEN病毒感染过程中 ,中枢神经系统可能被累及 ,但
登革病毒感染神经系统的过程和传播机制尚不清楚。
我们用DEN-2病毒经脑感染SCID小鼠 ,观察了感染后
病毒在大脑和脊髓的生长和分布特点 。本研究发现:
感染后3 d ,脊髓前角仅有少量的神经元呈现登革病毒
抗原阳性反应;随着感染的发展 ,前角登革病毒抗原阳
性神经元的数量逐渐增多且染色明显增强 ,同时在脊
髓侧角和后角也发现数量不等 、染色阳性的神经元。
当小鼠出现麻痹时 ,在侧角和后角可见大量染色较强
的阳性神经元 ,而此时前角的阳性神经元数明显减少 ,
这可能是被病毒复制所破坏之故。这些结果提示与侧
角和后角神经元相比 ,前角神经元对登革病毒可能更
加易感 ,因此感染后首先受到该病毒的侵入。
　　本研究还观察到感染 DEN-2病毒的小鼠出现脊柱
后侧突和麻痹 ,但是这些症状的发病机制尚未完全明
了。接种后 ,在脊髓和脑内均测得较高的病毒滴度 ,在
脑部海马和基底核 ,以及脊髓前 、侧 、后角的神经元中 ,
也发现有病毒抗原 ,这表明接种后 DEN-2病毒侵入神经
元 ,并在此增殖。随着感染加重 ,脊髓前角的受感染神
经元因病毒复制而死亡 ,这可能是本研究中小鼠麻痹发
生的主要原因。登革病毒在神经细胞中增殖可能是该
病毒感染过程中某些神经系统症状的病理基础。
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　　(上接 400页)
热 、疼痛难忍 , 夜间不能眠 ,第 5 天 , 双足出现散在瘀点瘀斑 , 并

渐融合成中央皮肤变白的大片状瘀斑 , 右 2 趾皮肤变紫黑 , 感
觉迟钝 ,实验检查提示血浆纤维蛋白原含量 1.3 g L, 3P 试验阳

性 , PT 17 s ,考虑弥散性血管内凝血(DIC), 即用肝素 、复方丹
参 、激素静滴治疗 , 粪培养+药敏试验示沙门氏菌 , 对头孢呋肟

敏感;第 7 天双足大片瘀斑出现散在的数十个小水疱 , 第 9 天

渐融合成大水疱。对双足处理:抬高患肢 、防止局部感染 、水

疱抽液减压 、局部敷氟哌酸药粉 ,白天暴露并行 TDP治疗仪照

射 ,夜间加压包扎等处理 ,第 17 天双足皮肤开始干燥结痂 , 瘀

斑 、肿胀逐渐消退 , 足趾皮肤恢复正常色泽 , 住院第 31 天肾功

正常 ,长出新皮 , 病愈出院。

讨论

　　患者相继出现双足肿胀 、水肿 , 皮肤温度升高 、花斑状紫
绀 、皮肤变紫黑 , 符合血栓性静脉炎皮肤损害的临床诊断标准。

其发生的病因分析如下:①与内毒素有关。沙门氏菌为革兰阴
性杆菌 ,进入体内后产生内毒素[1] , 引起机体凝血 、扩张小血

管 ,释放氧自由基与溶酶而损伤血管内皮细胞[ 2 , 3] , 使毛细血管
壁通透性增加 ,引起局部肿胀 、水肿;与血液中性粒细胞反应 ,

使之产生并释放组胺等扩血管的多肽类活性物质 , 进一步加重

微循环障碍 ,引起肢体末梢缺氧。缺氧通过加速内皮细胞凋亡
破坏内皮结构 , 使内皮功能异常 , 导致血管痉挛[ 4] 。 ②与 DIC

有关。DIC 时微血栓形成 , 对循环差的双足更容易形成血栓 , 并

阻塞相应部位的血流 , 当阻塞动脉时引起局部缺血缺氧 , 表现

为皮肤苍白 、冰冷 , 阻塞静脉时局部血液回流受阻引起肿胀 、水
肿 、皮温升高 , 继发出血使局部肿胀更加明显 , 出现花斑状紫
绀。 ③与肾功能衰竭有关。肾脏功能受损时通过肾脏排泄的

有毒物质潴留在体内 , 由于血管通透性增加 , 有毒物尤其是尿
素通过皮肤排泄增加 , 毒素对局部皮肤的毒性剌激增强 , 加重

了皮肤病损。以上因素使双足皮肤经历缺血缺氧 、瘀血肿胀 、
血管周围瘀点性出血 、炎症 、水泡等改变 , 有效的抗凝治疗使微
循环得以改善 , 血液透析在清除体内代谢产物及其他有害物

质 ,改善机体内环境 , 亦改善了局部病变。 本病例提示任何原
因引起的循环障碍 ,应特别关注末梢循环 , 避免肢端皮肤损害。

　　关键词:中毒性胃肠炎;血栓栓塞;皮肤损害
　　中图法分类号:R573.306　　　文献标识码:B
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