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关于流行性出血热病毒和超微病理的研究

盛 鹏 晏良遂 洪 涛. (病理教研室 )

1
.

流行性出血热病弃结构蛋白与 A R N的定位及其形态发生的研究

本研究应用常规电镜技术
,

抗病毒结构蛋白单克隆抗体 ( M c A b) 胶体金标记免疫电镜技术
, . H

一

ur 卜

d i朋标记电镜放射 自显影
,

电镜放射 自显影与免疫胶体金双标记以及电镜细胞内核酸原位杂交技术
,

以常

规形态学观察与病毒结构蛋白定位
、

定性相结合
,

病毒结构蛋白定位与病毒 R N A定位相结合
,

以及三者之

间相互对比研究相结合的方法
,

对病毒结构蛋白N
、

G : 和首次对病毒 R N A在感染V er 。 一

E 6细胞中的定位
、

病毒的形态发生和细胞病变及其相互关系进行了研究
,

结果表明
: ( D E H F病毒 R : : 株感染V e r 。 一

E 6培养细

胞超微病变可分为早期
、

中期
、

晚期 3 种
。

早
、

中期病变细胞的特点是合成代谢增强和病毒的增殖 , 晚期

则以退行性病变为特征
。

(2 )病毒颗粒可通过细胞吞噬作用进入 V e r 。 一

E 6细胞
。

( 3) 察见粗面内质网呈G ,

抗原阳性反应
,

放射自显影亦显示其上有病毒 R N A存在 ; 发现并命名小泡复合体结构
,

其 内含有可呈不同

大小
、

形态的一组病毒G : 抗原阳性小泡
,

首 次在 E H F病毒感染细胞内发现病毒糖蛋白抗原阳性结构
。

在

G t 抗原阳性小泡之间并可见少量病毒样颗拉和病毒颗粒
;
小泡复合体旁常有 N抗原阳性的病毒包含体伴随

,

有的并可与其相通
。

小泡复合体外膜可消失
,

其内糖蛋白抗原阳性小泡可游离于胞浆
,

呈少量散在或聚集

成小泡状包含体
。

此外
,

还观察到小泡复合体及共类似结构中马蹄铁形膜板或环层体膜一侧有芽生小泡的

现象
。

上述结果表明
:

病毒糖蛋白可能由粗面内质网合成
,

小泡复合体内小泡状结构为感染细胞中 1 种病

毒糖蛋白前体 , 小泡复合体可为产生病毒颗粒的场所之一
,

但主要是做为产生和聚集病毒塘蛋白阳性小泡

的场所
。

游离于胞浆内的G : 阳性小泡可携带并提供病毒复制所需糖蛋白成份
,

可能通过结合于病毒芽生部

位的细胞膜中
,

构成病毒颗粒囊膜中搪蛋白成份
.

( 4) 除 文献已报道的几种形态包含体外
,

还发现两种形

态包含体
:

一为微粒微丝小泡状包含体
,

另一为小泡状包含体
。

前者微粒微丝成份呈病毒 N抗原阳性反应
,

后者则皇G : 杭原阳性反应
。

部分N抗原阳性的包含体中有病毒 R N A存在
。

在包含体内未见形成病毒颗粒的

明确迹象
。

故认为
,

结合有病毒 R N A的 N抗原阳性包含体并不直接形成病毒颗粒
,

而可能是装配
、

堆积核

壳体的部位
。

一 部份包含体亦可能为病毒 N的剩余产物
。

病毒N 抗原阳性物质可由病毒 R N A在胞浆内游离多

聚核搪体上翻译合成
,

然后可能通过汇集形成包含体并不断增大
。

(5 )病毒芽生 部位不仅发生在细胞内滑面

囊泡处
,

而且还发生在细胞质膜包括微绒毛状突起处
。

在上述部位发现病毒芽生过程的几种不同形态学表

现
,

并对其进行了结构蛋白和 R N A定位
。

察见带
“
茎 ” 状尾样结构的未成熟

、

成熟病毒颗粒和
“
杠铃” 形

结构以及奇特的
“
竹节

”
样芽生现象

。

进一步分析了病毒可能的芽生过程
,

讨论了几种芽生现象产生的可

能方式
。

(6 )察见一组小于成熟病毒颗拉
、

大小不一
、

具有不同内浆形态
、

被成熟病毒囊膜样结构所包绕

的不成熟病毒颗拉
,

相互间似有移行现象
,

并可从细胞膜表面拖一
“
茎

”
状尾样结构芽生

。

考虑其可能具

有进一步发育演变的能力
。

(7 ) E H F病毒颗粒从感染细胞中可经胞吐释放
、

芽 生 释放 和崩解释放 3 种方

式
。

(8 )病毒感染细胞巾N抗原阳性的电子致密颗粒可聚在一起向细胞外释放
。

结合感染细胞中存在大量 N

抗原阳性物质 (如包含体 )及其它实验结果
,

认为N抗原物质可能为构成免疫复合物的主要抗原成份
。

( 9) 病毒

相随颗粒多见于崩解释放的病毒颗粒周围
,

而 位 于 滑 面 囊泡中或以胞吐方式释放的病毒颗粒周围未见存

在
。

结合其大小
、

形态
,

认为是在崩解释放时随病毒颗粒逸出细胞的核糖体颗粒
。

( 1 0) 归纳并图示 E H F

病毒感染细胞中病毒结构蛋白N
、

G : 与R N A的分布
、

复制
、

装配部位和形态发生与释放的可能途径与方式

及其相互关系
。

( 1 1) 在关于病毒抗原和核酸细胞内的定位研究中
,

首次建立并应用了电镜放射自显影与免
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疫胶体金双标记技术和 电镜细胞内病毒N RA 原位杂交技术
。

2
.

地鼠实验性流行性出血热肺组织超橄病变及病毒的形态和形态发生

本文作者采用 目前 E HF 研究中较为理想的 1种致 病 动 物 模型
,

通 过 常 规 电镜和免疫胶体金电镜观

察
,

对经 E H F病毒A g株感染的地鼠肺组织细胞中E H F病毒形态
、

形态发生
、

不同类型感染细胞的超微病

变及其特点等方面进行了研究
: ( 1 ) 在地鼠肺组织 I 型上皮细胞内及毛细血管腔内皮细胞突起之间发现

典型确切的 E H F成熟病毒颗粒
,

其形态与在感染的培养细胞中所见者完全一致
,

为在体内组织细胞中判定

E H F病毒提供了进一步的形态学依据
。

( 2 ) 在肺毛细血管内皮细胞中发现病毒包含体
、

管状结构
、

以及

病毒芽生现象等 E H F病毒感染所致的形态学特征
,

为 E H F 病毒直接侵犯毛细 血管内皮细胞并在其内繁殖

提供了直接确切的超微形态学证据
。

( 3 ) 在鼠肺泡壁毛细血管内皮细胞腔面
、

单核细胞和红细胞与内皮

细胞之间等部位观察到附着和游离的电子致密物
,

经 M
o A b免疫胶体金电镜标记显示其为病毒核蛋白抗原

阳性物质
。

分析考虑 E H F病毒核蛋白的释放可能在 E H F免疫发病机制中具有十分重要的作用
。

( 4 ) 同时

还对肺组织不同感染细胞的超微病变及其特点
、

病毒的形态发生等进行了观察
、

描述和分析
。

上述 1
、

2 文中绝大部分材料均未见文献报道
。

抗人肺癌M c A b w L A
一

2C 4

的制备及相应T A A 的研究

王登顺 史景泉 袁 玫 (病理教研室 )

本文报告用人肺腺癌细胞株 A 54 9为免疫原
,

应用常规细胞融合技术
,

获得了 5 株抗人肺癌的单克隆抗体

WL A
一

z B 一 ,

W I
J

A
一

ZD I ,

W I
J

A
一

i G , ,

W L A
一

I G 。和 W L A
一

ZC . 。

前 4 株 均 为 I g M型
,

后 1株为 I g G I型
。

添加

试验表明W L A
一

2 D I 和W L A
一

1 G . 识别 的 可能系同一抗原决定艘
,

而W L A
一

I B ; 、

W L 人
一

Z C .
之问以及二

者和W L A
一

ZD : 、

W L A
一

I G 。识别的均为不同的抗原决定簇
。

对 抗 原 决 定簇理化性质的初步分析表明
,

除

WL A
一

2 C 4识别蛋白质抗原决定簇外
,

其余 4 株识别的均为糖脂抗原决定簇
。

A B C 法免疫组织化学研究表

明
,

5 株M c A bs 与肺癌组织均呈阳性反应
。

除 W L A
一

Z C `外
,

其余 4 株与正常支气管粘膜上皮
、

腺体及肺

泡上皮均有不同程度的交叉反应
。

选择性地对W L A
一

ZC .
进一步研究表明

,

该抗体对应的肿瘤相关抗原 W L A
一

A gl 为分子量约 58 K D 的糖

蛋白分子
。

该抗原优势表达于肺低分化腺瘤
、

中低分化鳞癌
、

大细胞肺癌和部分小细胞肺癌 , 而在高分化

腺癌 (包括肺泡细胞癌 )
、

高分化鳞癌却极少表达
。

该抗原主要位于阳性癌细胞的胞膜及胞浆
。

此外
,

该

抗原在胃和结肠的低分化腺癌
、

乳腺癌亦有较强的表达
,

而在胃及结肠的高分化腺癌却很少表达
。

用 2株

抗CE A的M c A b s与W L A
一

Z C .进行的添加试验表明
,

W L A
一

Z C . 识别与它们不同的抗原决定簇
。

应用W L A
一

Z C . 抗体
、

S A B C
一

E L IS A免疫结合抑制法检测了 1 00 例正常人
,

56 例非肿瘤疾病患者和 93

例经病理检查确诊为肺癌的病人血清中W L A
一

A gl 杭原含量表明
,

在以 ] 00 名正常人血清结合抑制率的均值

加2 倍标准差为阑值的条件下
,

肺癌血清的总体阳性率为 54 % ( 5 1 / 9 3 )
,

其 中 鳞 癌 阳 性率为 48 % ( 1 5 /

31)
,

腺癌为 5 5 % ( 2 1 / 3 8 )
,

小细胞肺癌为 57 % ( 1 2 / 2 1 )
,

检测的 3 例大细胞肺癌均为阳性
。

在 17 例肺

低分化腺癌的血清中
,

有 16 例 (9 4 % ) W L A
一

A g l 抗原阳性
,

而在 8例细支气管肺泡癌和 2 例高分化腺癌中

仅2 例细支气管肺泡癌阳性 ( 20 % )
。

在 1 00 例正常人和 56 例非肿瘤疾病患者中
,

仅 7 例阳性
,

假阳性率为

4
.
5 ;石 ( 7 / 1 5 6 )

。

用W L A
一

Z C `和抗 C E A的 M c A b C L
一

3联合检测肺癌血清 T A A表明
,

当把W L A
一

A gl 和 C E A其之一阳

性即判为阳性时
,

63 例肺癌的总体阳性率可达 79 %
,

其中对肺鳞癌检出率为 89 %
,

腺癌检出率 83 %
,

小细

胞癌67 %
.

而健康人和非肿瘤疾病患者出现的假阳性率仅为 6 %
,

与二者单独应用时无显著差别
。

用皿“ I标记W L A
一

Z C `抗体和 1 2 . 1标记鼠 gI G (双标记法 ) 对裸鼠人肺癌移植瘤的 Y 显象以及标记抗体

在裸鼠体内的动态分布研究表明
,

W L人
一

2 C . 抗体在碘标记后可保存标记前近 90 纬 的免疫 活 性 , 且 ` . 几卜


