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　　提　要　用地高辛配基 ( Dig-)标记我国肾综合征出血热 ( HFRS)病毒 R22株 M片段 cDN A R3克隆探针 ,

对 HFRS病毒 R22株感染的人血管内皮细胞 ( HECs)作核酸原位杂交。杂交结果显示在受染的血管内皮细胞

胞浆内有明显的杂交信号 ,而正常细胞和 HFRS病毒感染细胞经 RNA酶处理组不出现杂交信号。结果表明

HFRS病毒 RN A主要定位于血管内皮细胞的细胞浆中 ,提示病毒 RNA在胞浆中复制。
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　　近年来 ,用原位杂交技术检测肾综合征出血热

( Hemorrhagic fev er wi th renal syndrome, HFRS)病

毒的报道较多 ,但其关于病毒 RN A在细胞中的定位

结果多不相同。研究表明 ,人血管内皮细胞 ( Human

endo thelial cells, HECs)是 HFRS病毒感染的原始靶

细胞 [ 1] ,为明确 HFRS病毒 RN A在 HECs中的定位 ,

本实验用地高辛配基 ( Dig-)标记我国 HFRS病毒 R22

株 M片段 cDN A R3克隆 280 bp探针 ,对 HFRS病毒

R22株感染体外培养的人脐静脉血管内皮细胞进行核

酸原位杂交 ,现将初步结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　病毒
　　 HFRS病毒 R22株 ,由中国预防医学科学院病毒学研究所

提供。

1. 2　人脐静脉血管内皮细胞的分离、培养与鉴定
　　按 Jaffe等 [2 ]方法略加改进。实验所用细胞均为原代培养

的人脐静脉血管内皮细胞 ( Human umbilical v ein endo thelial

cell, HUVEC) ,其鉴定依据为倒置显微镜观察细胞形态、排列

以及直接免疫酶法检测凝血Ⅷ 因子相关抗原 (Ⅷ R: Ag )。

1. 3　病毒接种
　　 HFRS病毒 R22株接种于已长至单层的 HUV EC, 37℃吸

附 2 h,补足含 10%小牛血清的 RPM I-1640维持液 ,以后每 2 d～

3 d换液 1次。同时设置正常 HUV EC对照组 ,只加 RPM I-1640

维持液。定期取培养板孔中贴附有内皮细胞的盖玻片作核酸原

位杂交和间接免疫荧光法 ( IFA)检测病毒抗原。

1. 4　 HFRS病毒 R22株 M片段 cDN A 280 bp探针的

制备

　　 HFRS病毒 R22株 M片段 cDN A R3克隆由中国预防医学

科学院病毒学研究所杭长寿教授提供。按文献 [ 3]碱裂解法大

量提取质粒 DNA, Eco RI酶切 ,电泳透析带法回收酶切 280 bp

片段 ,适量 TE液溶解 ,待标记。

1. 5　地高辛标记 cDN A探针
　　随机引物法 ( Random hexanuoleotide priming , RHP )将

Dig-d UTP标记到 HFRS病毒 cDN A 280 bp探针 ,按宝灵曼

( Boeh ringer Mannheim, B. M )公司提供的说明书进行。主要步

骤如下: 取 10μl样品 cDN A(约 1μg ) , 95℃水浴变性 10 min。迅

速置于冰上 3 min,然后依次加入 2μl六聚体核苷酸混合物、 2

μl dN TP标记混合物、 5μl重蒸水和 1μl Klenow酶 , 37℃水浴

24 h , 68℃水浴 10 min终止反应 , - 20℃保存待用。地高辛配基

标记和检测试剂盒由 B. M公司提供。

1. 6　 HFRS病毒 R22株感染 HUV EC的原位杂交
　　参照文献 [ 4]进行 ,主要步骤如下。

1. 6. 1　细胞固定和杂交前处理　　取病毒感染后的细胞片 ,

PBS漂洗 , 4%多聚甲醛室温固定 10 min, PBS充分漂洗。蛋白

酶 K( 1μg /ml) 37℃消化处理 15 min, 0. 2%甘氨酸漂洗 15 min,

终止蛋白酶反应。4%多聚甲醛室温下固定 10 min, PBS充分漂

洗 ,乙醇脱水干燥。

1. 6. 2　预杂交 , 42 ℃ , 3 h　　预杂交液: 50%甲酰胺 ,

5× SSC, 5× Denhardt′s, 0. 5% SDS, 100 mg / L (μg /ml)变性鲑

精 DNA。

1. 6. 3　杂交 , 42℃ , 24 h　　杂交液: 50%甲酰胺 , 5× SSC,

5× Denha rdt′s, 0. 5% SDS, 100 mg /L (μg /ml)变性鲑精 DN A,

10%硫酸葡聚糖 , 4 ng /μl变性探针。

1. 6. 4　杂交后漂洗、抗体孵育及显色 ,按 B. M公司提供的说

明书进行 ,酶标抗地高辛抗体 ( 1 1000) 37℃ , 2 h;显色液为 X-

磷酸盐 -NBT,暗处 ,显色 12 h。

1. 6. 5　 1%甲基绿复染 ,水洗净 ,乙醇脱水 ,二甲苯透明 ,封片 ,

镜检。

　　设置以下对照: ( a )正常 HUV EC; ( b) HFRS病毒 R22株感

染 HUV EC,经 RN A酶处理 ; ( c ) IFA检测病毒抗原 ; ( d)点杂

交 ( Dot blot )检测标记探针的特异性。核酸样品为: R3克隆质粒

DN A、 HFRS病毒 R22株感染 HUV EC和 Vero-E6细胞提取的

病毒 RN A; PUC18质粒 DN A、正常 HUV EC和 Vero-E6细胞提

取的总 RN A。病毒 RN A和细胞 RN A的提取参考文献 [ 3]。点

杂交方法按 B. M公司提供的说明书进行。具体所用试剂用原

位杂交所用试剂。
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2　结果

　　 ISH检测在病毒感染细胞早期 (第 3天 ) ,在细胞胞浆中即

可见阳性杂交信号 ,但信号弱 ,阳性细胞数也少。感染后第 11

天 ,约 70% ～ 80%的细胞呈阳性反应 ,在细胞胞浆中可见明显

的阳性杂交反应信号 ,呈紫蓝色颗粒状 ;细胞核绿染 ,未见有阳

性反应信号 ,见图 1a、 1b。

　　对照实验结果如下: ( 1)正常细胞组和感染细胞经 RN A酶

处理组细胞胞浆内未见阳性杂交反应信号 ,仅可见被甲基绿复

染的细胞核 ,细胞界限不清 ,见图 1c、 1d; ( 2) IFA检测病毒抗

原 ,感染后 5 d可检出 ,荧光强度为+ ,感染后 11 d检测荧光强

度为 ～  ,为分布于细胞胞浆的颗粒状或片状荧光 ,见图 2;

( 3)点杂交结果显示标记探针可与 R3克隆质粒 DN A、 HFRS病

毒 R22株感染 HECs和 Vero-E6细胞提取的病毒 RN A发生阳

性杂交反应 ,而不与 PU G18质粒 DNA、正常 HECs和 Vero-E6

细胞提取的 RNA发生杂交反应 ,见图 3。

图 1　核酸原位杂交

a、 b: HFRS病毒感染的 HUVEC, 11 d。多数细胞胞浆内可见明显的杂交阳性反应信号　　 (甲基绿复染× 250)

c:正常 HUVEC,第 5天 ; d: HFRS病毒感染的 HUV EC, 11 d。RN A酶消化处理。仅可见甲基绿复染的细胞核 ,胞浆内均未

见明显的杂交信号　　 (甲基绿复染× 250)

Fig 1　Nucleic acid in situ hybridization

a, b: Obv ious positiv e h ybridiza tion signal w as seen in most cytoplasma. HFRS infected HUV EC, 11 d　　 ( m eth yl g reen

counter staining× 250)

c: No rma l HUV EC, 5d; d: HFRS infected HUV EC digested by RN A enzyme, 11d. No obv ious po sitiv e hybridization

signal w as seen in cy toplasma, only the methy l g reen counter stained nucleus was seen　　 ( methyl g reen counte r

staining× 250)
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图 2　间接免疫荧光法检测病毒抗原

HFRS病毒感染的 HUVEC, 11 d。细胞胞浆内可见呈

颗粒状或片状荧光 ,荧光强度 ～  　　 (× 250)

Fig 2　 Detection of virus antigen with indirect

immunofluorescence

HFRS infected HUV EC, 11d. Patchy or g ranula r

fluo r escence with the intensity o f ～  w as seen in

cy toplasma　　 (× 250)

图 3　点杂交 (左→右 )

上排: HFRS病毒感染 HUVEC提取的病毒 RN A,

HFRS病毒感染 Vero-E6细胞提取的病毒

RNA、 R3质粒 DNA

下排: 正常 HUVEC提取的总 RN A,正常 Vero-E6细

胞提取的总 RNA, PUC18质粒 DN A

Fig 3　 Dot hybridization ( lef t→ right )

Upper r ow: Virus RN A ex tracted from HFRS infect-

ed HUVEC, v irus RNA ex trac ted from

HFRS infected Vero-E6 cells, R3 plasmid

DN A

Low er row: Total RN A ex tracted from no rmal

HUV EC, to tal RN A ex tracted from

no rmal Vero-E6 cells, PUC13 plasmid

DNA

3　讨论

　　近年来 ,随着分子生物学技术的发展。核酸分子杂

交技术已广泛地应用于病毒性疾病的研究中。原位杂

交方法 ( In situ hybridization, ISH)作为核酸分子杂交

中的一种 ,主要用来检测组织细胞中的病毒 DN A分

子或 RN A分子 ,可显示出病毒核酸在感染细胞中的

定位 ,说明病毒增殖的原始部位 ,对阐明 HFRS的发

病机理和传播途径具有重要的理论意义和广泛的应用

价值。有学者应用原位杂交方法检测 HFRS尸检病例

组织中病毒 RN A的定位和分布 ,结果表明 HFRS病

毒具有泛嗜性感染的特点 ,对上皮细胞或血管内皮细

胞易感 ,在病毒 RN A分子水平证实了血管内皮细胞

是病毒感染的原始靶细胞 [ 5]。关于 HFRS病毒 RN A

在感染细胞中的定位 ,许多研究结果表明病毒 RN A

主要定位于细胞胞浆中
[5, 6 ]

,但也有报道病毒 RN A分

布在细胞核 [7 ]或胞浆及胞核均有分布 [ 8]。本实验用核

酸原位杂交方法 ,对 HFRS病毒 R22株感染人血管内

皮细胞中病毒 RN A的定位进行了初步的研究 ,结果

显示在 HUV EC的细胞浆内可见有明显的阳性杂交

反应信号 ,表明 HFRS病毒 RN A主要分布于血管内

皮细胞胞浆中 ,从而为确定 HFRS病毒 RN A在血管

内皮细胞中的超微结构定位提供了参考 ,为 HFRS病

毒致病机制的研究提供更为准确的形态学依据。结合

病毒抗原主要定位于细胞胞浆中 ,提示 HFRS病毒可

在血管内皮细胞胞浆内大量复制。实验中设置了严格

的对照 ,说明结果是特异的 ,可靠的。

　　 HFRS病毒核酸探针的应用研究现有 Schmal-

john等采用的 Hantaan病毒 S、 M全片段 cDN A标记

探针 [ 9, 10] ,它们既带有保守的序列 ,也带有非保守的序

列 ,限制了探针的敏感性与特异性 ,此外探针过长本身

也能减弱其杂交的敏感性 ,最理想的探针长度应为 50

～ 200 bp。本实验以我国杭长寿教授等所采用的我国

HFRS病毒 R22株 M片段 cDN A R3克隆为探针 ,该探

针包含 HFRS病毒 3′-末端的保守序列 ,核酸长度为

280 bp
[11 ]

,这比 Schma ljoh n等应用的 S、 M全片段核

酸探针具有更高的特异性和敏感性。

　　本实验采用的非放射性洋地黄毒苷配基 (地高辛

配基 , Dig-) DN A标记和检测系统是一敏感的标记和

检测方法 ,它克服了放射性同位素标记技术相对不安

全、昂贵、放射不稳定等缺陷 ,以及生物素—— 亲合素

标记检测系统普遍存在的内源性生物素干扰等不足之

处 ,使得核酸检测本底更低、特异性更高、定位更准确。
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In situ hybridization of nudeic acid in human vascular endothelial cells

infected by hemmorrhagic fever with renal syndrome virus
Meng Jichang , Gu Chunlei, Yao Lei , Zhu Dezhong , Sheng Peng ( Depar tment o f Microbiolog y , Third M ilitary Medical

Univ ersity, Chonqing , 630038)

　　 Abstract　 RNA genome o f R22 st rain o f hemo rrhag ic fev er with r enal syndrome ( HFRS) vir us w as de-

tected in human vascular endothelial cells ( HVECs ) with in situ hybridization using Dig-labelled R3 cDNA

probe. The po sitiv e h ybridization signal w as seen in the cy topla sma o f the infected HV ECs but no t in the con-

tro l cells including th e normal HVECs and the infec ted HV ECs pretrea ted with Rnase. This indicates that

RN A of HFRS v irus is mainly located and replica tes in cy toplasma of HVECs.

　　 Key words　 hemo rrhagic fev e r v iruses; human vascular endo thelial cells; Dig ox ig enin-labelled probe;

in situ h ybridiza tion

　　 (上接 494页 )

讨论

　　本例从个人生活史分析 ,近 8年曾与 6个～ 7个女性有性接

触 ,患者自述所接触女性均不吸毒 ,从静脉吸毒后 ,未再有性行

为 ,在静脉吸毒中 ,经常与其他吸毒者共用一支注射器 ,我们认

为患者此期间感染上 HIV可能性较大。中国的 HIV感染者大

多数来自中缅、中老边界的西南省份 ,主要发于静脉药瘾者 ,并

造成了 HIV流行。艾滋病从感染者到发病 ,潜伏期一般为 5个

月到数年不等 ,大多平均 4年左右 ,该患者从静脉吸毒到确诊约

两年 ,其潜伏期不超过两年。艾滋病的皮肤表现已越来越多受

到有关专家的注意。W HO发布最新艾滋病诊断标准修改方案

中提到广泛的瘙痒性皮肤病作为一个次要诊断标准之一。

Stern[1 ]研究了 684例感染者中有 540例 (占 70% )有一种或多种

皮肤病的诊断记录。如脂溢性皮炎、单纯疱疹、传染性软疣和脓

疱病。本例四肢躯干有广泛的粟粒大小丘疹、丘疱疹和结痂伴

色素沉着 ,双手尤为明显 ,我们诊断为湿疹样皮炎 ,该种皮肤损

害是否为艾滋病皮损的一种较特异表现 ,有待更多临床资料积

累。另外 ,本例下肢有脓疱疮和臁疮 ,可能与搔抓继发感染有

关。脓液培养出细菌和白色念珠菌 ,这一现象值得引起注意。患

者入院次日查 HIV抗体筛选试验阳性后 ,由于初次认识艾滋

病 ,患者是感染者还是病人有些模糊 ,经详细询问病史、查体、

实验检查和查阅文献 ,我们认为本例诊断艾滋病患者依据非常

充分 ,其依据如下:① HIV抗体阳性 (初筛和确证实验 ) ;②口腔

念珠菌感染 ;③长期腹泻 ( 2月 ,每日 3次～ 4次 ) ;④间歇性发热 ;

⑤体重减轻> 10% ;⑥广泛的瘙痒性皮肤病和脓皮病 ;⑦ T4 / T8

等于 0. 67。体会: ①目前国内艾滋病病人较少 ,其表现又多样

性 ,早期常易漏诊 ,不少病例是在晚期或死亡以后 ,检测血清才

发现 ,所以 ,对国内医务工作者来说应加强有关知识学习 ,对高

危人群应引起警惕。本例我们根据其吸毒与夜游史 ,入院后就

给查 HIV抗体 ,从入院到确诊仅用 5 d时间并进行了预防性隔

离 ,从而最大可能地避免了医院感染。②患者入院后因考虑湿

疹样皮炎诊断 ,我们给肌注地塞米松 10 mg , 2 d后改为强的松

20 mg /d,第 5天出现右外踝脓肿 ,是否与用激素有关 ,有待更多

资料积累证实。但是 ,对这类病人应尽量避免用抑制免疫功能

的药物。

　　关键词　获得性免疫缺陷综合征

　　中图法分类号　 R512. 91
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