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流行性出血热病毒 V e。
一

肪细胞病变株的分离和鉴定

朱德钟 刘启 富 (微生物学教研室 )

提 要 从 E H F患者血清巾分离到 g株 E班 F病毒
,

在E 母细胞中传代适应过程中
,

发现有6株

E HF病毒分别在第 4 、 10 代出现规律的细胞病变 ( C户E )
,

对其中两个 C p E 株 ( H F N
`

触和
一

19 )

进行了一系列特异性鉴定试验
。

实验结果表明
: ( 1 ) 病毒的 C P E发展与病毒增殖动态完全一致 ,

(幻 C PE株的主要生物学和理化性状均符合它H F病毒 , ( 3 ) 用C P E株病毒感染细胸抗原片检

测E H F患者双份血清
,

其恤复期血清抗体均呈 4 倍数 l’. 增高反应 ; ( 4 ) 病毒的份E可被患者

血清及 E H F
、

K H F免座血李i豹诉中和
,

不能被正常兔血清和 R叫 病毒 1 一 3 型多价血清所中祖 ,

(5 ) C P E株病毒感染的肠日细胞几乎能完全吸收 E HF患者血清及 EH F 、
K HF 抗血清中的特异性

抗体 , 丈6 ) C P E株病毒感染鼠脑息浪与皿 H巩宙毒 A g株 M心朴
2宁 1致敏血球呈阳性血凝反应

。

握此
,

首次证实了 E H F病
二

寿至少有部分毒株能引起 E 6细胞规律性C P E
。

E H F病毒钟E株的发现

为 E H F的诊断科防治工作提供了有利条件
。
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1分78 年L e 。氏等用熬 线姬 鼠首次分离朝
.

院
。

鲜出血势病毒 张 H F V) 成功后
,

曾以1 1种

人和动物细胞 (含绿猴肾传代细胞一V er 。细

脚
,

未发现有敏感细 胞 ( ` ’
。

不 久rF
e

皿 h

等 却 成 功 地 将 KH F v 适应到人肺癌细犯
( A。 ; 。

细胞 )( “ ) ,

M O C o r 。 沁k等又将K H F V

适应到V盯。 一

E巴细胞
,

并发现叮产生蚀斑 〔” `众

此后宋氏尚及其他学者少
7 ) ( `。一柳

,

先后证实

我国分离的流行性出血热病毒 ( E H卞.V ) 也

能在 E 6 细胞和 人
。 ` 。

细 faJJ 中 传 代适应
,
但

他们都未观察到明显的细胞病变
。

而我们于
玲吕3年自四川南充地区 1 2例 E H F患者急性期

血清中
,

用 E B细胞分离到 8 株 E H F v l( ` , ,

在 E 6 细 胞 中 传 代适应过程却发现有 5 株

E H卫V 产生规律性的细胞病变 ( C P E )
。

本文

报导其中 2个 E H F V E 6 细胞 C P E株 ( H F N

一

似
, 一 1 9) 的主要生物学和理化性状以及血

清学鉴定结果
。

、
材 料 和 方 法

一
、

病毒 理H F V
一

时
, 一

1 9株系自四川E H F

患者血清以 E c细胞分离井在其中伶主 7代和 13 代的

感染细胸培养物
, 一

公。℃冻存备用
,

二
、

血曹背
:

.

E H F患者双份血清
:

采白南充地区人民医

2
,

E H F V抗血清
, (劝抗 E H F V

一

陈株内及抗

}识 F v 7创 1 1` 株兔 血清由安徽省医科所倪大石教

投惠赠 ;
一

(2 )抗R o l~ 3型血清由解放军令。2
台院昊

假主任惠赠 , ` 3 ) E H F病毒M认卜肠
一 1致敏血珍由

病毒研究所陈伯权教授提供 “ ` , ; (4 )其他血清由木

校附属医院提供
, 一

2。℃保存
。

三
、

E 6细胞 y1r 代适应及 IF A检侧方法
:

按李氏

寸及导 ( , , 。

四
、

理化试验 (耐酸性
、

核酸型及乙醚敏感性

试验 ) 双中和试验
:

按文献阳
。

五
、

小白鼠
:

息明种
,

本校动物所提供
`

结 果

一
、

E H F 病毒在 E 6 细胞中出现 C P E

的代数及其 C P E特点

在EH F患者急性期血清烤种E 6细胞并进行细

胞传代适应过程中
,

每代除以 I F A 检匆J发现特异性

免疫荧光细胞外
,

同时注意观察C P E
。
发现有 5 株

于第 “ 一 6 代班 A检侧限性的阳 F痛毒 ( 04
、

。乙

的
、

能及 1”
,

分别在继续传代的第 若闷10 代时出

现 C P E
。

’

其 C户E特点为细胞核折光性增强
,

.

胞浆内

颗粒增多
,

胞浆膜折皱或收缩变圆
, 直奔全细胞层

脱落 , 而同批对照 E 6细胞和另名株E H F病毒感染的

E 6细胞则无异常 (图 1 ~ 3 )
,

二
、

EH F病毒在 E右细 脑培养中CP E 发

辰的动态
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5 个E H F 病毒E 6 细胞E P C株中任选了 0 4和玲

两株接种E 6 细胞后
,

每 隔 一天以 I F A和 C P E平行

观察病毒繁殖动态 (表1)
。 仁

表1可见两株病毒在E嘟
胞中规律地于接种后第 4 和第 6天开始出现CP E

,

同时 1F A阳性细胞也开始出现
,

两者呈平行发展
,

表明该 C P E是特异性的
。

表 I EH F病毒在 E 6细胞中C P E

和 IFA动态观察

( 5)
.

对小白鼠的感染性 将 H F N
一

04 和 19 株

病毒悬液分别脑内接种鼠婴 ( 2 ~ ` 天 ) 及成年

( 3 一 4 周 ) 小白鼠
,

前者于第一代接种后 1 4~ 17

天发生脑炎症状而死亡
,

脑肺切片中可查见特异性

荧光细胞 ; 而后者 1个月后仍不发病
,

脑肺切片也

未找到特异 性抗原
,

血 清 中则有 E H F病毒抗体

( 1 渡1 6 0~ 1 * 3 2 0 )
。

2
。

理化试验

病毒株 代数 观察项目 接种后天数

2 4 G 8 1 0 12

H F N
一

04 7 C P E . 一 十 料 姗姗 姗
I F A△ 一 10 30 叨 9 0 丝 100

一 l o 1 3 C PE娜 一 一 +

什裕 册
I F人 一 一 1 0 3 Q 6 0 > 9仓

表 2 物理和化学因子甘H F N
一

04 和

一
1白两林病条的作用

结 果
试 骗 万 法

—
一

0 4株
一 1公株

物理因子
耐温性

注
: 今 表示病变细胞数量和 C P E程度 ;

么 表示阳性荧光细胞占总细胞数的% 耐酸性

三
、

E H F病毒在E 6 细 胞中C P E和 IF八

滴定比较

E H F 病毒04 和 19 株分别 以 1。倍稀释袂在 E 6细

胞中滴定 T C工D , 。 ,

平行地用CP E和 IF A观察
,

结

果两种观察指标所得感染滴度完全 一致 ( 。魂株为功

一
` ,

1 9株为 1仓一 o )
。

四
、

E H F病毒 E 6细胞 C P E 林 的 特异性

鉴定

.1 生物学试验

( 1)
。

包涵体染色 以 H F N 一

04 和 19 株病毒感

染的 E 台细胞 (呈 C P E “ 十 十 ”

时)及正常 E 右细胞同

时用姬姆萨氏与 H E 染色
,

镜检 均 未找到包涵

体 ,

(幻
,

血凝和血吸附试验 取H F N
一

04 和 19 株

感染 E 6细胞的维持液及细胞层与 t’0 ” 型人红细胞

作直接血凝和血吸附试验均为阴性结果 ,

(3 〕
.

过滤试验 E H F病毒例 和 1 9株悬液各 2

份
,

一份经。
.

2协滤膜过滤
,

另一份作对照
,

同时接

种 E 丘细胞培养
,

结果证明 04 和工洲朱病毒均能通过

。 .

部滤孔 1

(妇
.

对H el a细胞的敏感性 将 H F N 一。4 和拍

株病毒分别接种H
e
la 细胞

,

连续传代三次
,

用 IF人

检侧证明病毒未增殖 ,

紫外线照射

A 6O℃ 3 0’-

5 6℃ 3 0之

B 4 ℃ 30,
.

人 p H .3 o 4℃ 6叭

B p H 7
.

4 4℃ 6 Q’.

A 15 W 3吹扭 3 0,.

B
、

未照射
、

室温 30凡

O了4八 O /4

2 / 4 2 / 4

4 / 4 4 /4

1 0 1一 0 10 1一。

I Q e一 。 , 1 0心
。
夕

0 /嫂 O / 4

遵/ 4 4 / 4

化学因子
核酸型

乙醚敏感性

A含石 I U D R 5 0协g /皿 1

B不含 IU D R

A 病毒液 十
加%乙醚

4℃ 即刁
、
时

B 病毒液十 20 % 乙醚
4 ℃ 2 0小时

1仓二 。 t

1 0冬
, `

1 0 t 。 o

1 0冬
. 压

10 . 、 o

0

1 0
三 ·

1口协 , 每 1 0 . , .

注
:
人为试验组

,
B为对照组

, 命 为 T C I D“ /

耐
。 立 为工F A阳性细胞管数潜种管数

。

表 2 可见 H F N
一。4和

一
19病毒经60 ℃ 3 0分钟完全

灭活
,

56 ℃30 分钟部分灭活
,

不耐酸
,

紫外线照射

有良好效果 ;对乙醚敏感
,

而 5 I U D R S。件酬功 1对它们

均无抑制作用
。

这些性状与 E H F病毒完全相符似礼

3
.

血清学鉴定

(1 )
.

E H F病毒 E 6 细胞 C P E株对EH F患者双

份血清的检查

用 H F N
一

04 和
一

19 株病毒感染 E右细胞杭原片

及军科院提供的H F 8 2。:株 抗原片
,

平行检查 5 例

E H F患者双份血清
,

结果如表 3 所示
,

石例患者恢

复期抗体水平均有四倍以
_

L增高
,

而且抗体滴度也

与军科院H 8F 2 OS株完全一致
。
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表 3 H F N
一

似和
一

19 株病毒杭原片

检测 E H F患者双份血清

工卫A抗体效价 (倒数 )

病例 病日
H F N

一

叫 H F N
一

1牙 军科院H F 。 : “

者恢复期血清经正常E 6细胞吸收后
, `

抗体滴度不舜
影响

,

而经04 和 19 病毒感染细胞吸收后
,

则企A抗

体效价显著降低
,

表明它们之间抗原一致性
。

.

表 4 H F N
一 0 4和

一

19 病毒对 E H F

病毒杭血清和患者血清的吸收试验
2 Q

3 2 0

< 2 0

5 12 0

8 0

1 2扫O

8 0

1 2 8 0

2 0

1 2吕O

2 0

3 2 0

< 加

5 12仓

合0

工2 8 0

8 O

12 8仑

8 O

1 2吕0

2 0

3 2 0

< 2 0

石主ZQ

8 0

1 2 8 0

8 O

12 8 0

2 0

1 2 9 0

病毒抗原 吸收细胞
吸收后 1F A抗体效价 (倒数)

院陈 它H F > 6 / 11 a 患者血清

一 4巧3一21一

1 3

3 5

1 4

4 6

1 7

5 5

1 5

12 80 64 0

H FN
一

0 4

刁川J

i
冲巴J旧」

正常 E o 6 4。

一。 4感染E o 4。

正常 E 。 万4 0

一

19 感染E
。
切

4 0 4 0

1 2 8 Q 6 4Q

H F N
一
1 9

4Q
.

凌0

(幻
.

吸收试验 用 H F N 一

04 和
一

玲 两株病毒

感染的 E公细胞和正常 E石细胞 分别吸收安微陈株
、

K H F 7 6 / 118 抗血清议及04
、

19 患者恢复期混合血

清 J母
,

再似例
, 工公株抗原片来侧定吸收后血清抗体

效价
。

结果如表 4所示
,

两种 E H F病毒抗血清及患

(3 )
.

中和试验 按4倍稀释法以维持液稀释血

清与等量 功。 T C工D S。 病毒液 (。4 和 1 9株 ) 混合
,

37 ℃作用 30 分钟后接种E 6细胞
,

同时作病毒
、

血清

和细胞对照
。

以 C PE观察判定终点
。

结果 (表 5 )’

正常兔血清和 R eo l 一 3型混合血清均无
一

中和作用
,

而两种 E H F病毒抗血清及患者血清财显示 J呼完全
`

一致的血清学反应
。 ·

{

表 5 H F N
一

04 和
一
1导株病毒衬 E H F v 杭血清

,

R oe l 一 3 型

杭血清及患者血清的中和试验

血清中和抗体效价 (倒数 )

病 毒 株
皖 陈 K H F宁e才1 18 者 R e o l一 3

H F N
一

口4

H F H
一 1习

12 8 0 1 28 0 1 2召0

5 1 2 0 6 1 2 0 > 6 2 10

< 2 0

< 2 0

正常兔

< 20

( 2 0

(4 )
.

E H F病毒单克隆抗体致敏血球的反向间

接血凝试验

用H F N
一

04 株感染小鼠脑悬液作自 1: 10 起始的

倍比稀释
,

同时以 正常小鼠脑悬液同样稀释作对照
,

与EHF病毒 人 g 株单克 隆 抗体 2 6一 1致敏的血球做

反向间接血凝
,

结果正常鼠脑 < 1 :

10
,

而感染鼠脑

血凝效价为 1
:

i6 。 ,

表明 H F N
一

04 株病毒 与我国

EH F病毒人 9株(a) 具有一致的组抗原 (1’ ) ,

讨 论

从四川省南充地区 E H F患 者 急性期血

清中分离到 8 株 EH F病毒 (l “ ) ,

在 E 6细胞中

传代适应过程发现有 5 株 ( H F N
一

时
、

04
、

0 5
、

帕及 19 ) 病毒分别于第 4 ~ 10 代出现规

律性的细胞病变 ( C P E )
。

对其中两株病毒

(H F N
一
心4 和 工9) 的 C P E 进行了一系列的

特异性鉴定试验
。

试验结果表明
:

( 1 )病毒

在 E 6细胞培养中 C P E的发 展 与 病毒繁殖动

态完全一致
;

( 2 ) C尸 E徕病毒的主要生物学

性状和理化性状完全与E H F 病毒相符 ( 主 ` ) ;

( 3 ) 用 C P E株病毒感染细胞的抗原片检测

E H F患者双份血清
,

其恢复期血清抗体均呈

4 倍以上增 高 反 应 ; ( 4 )病毒的 C PE能被

ló..
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E H F患者恢复期血清
、

E H F杭血清和 KH F

抗血清所中和
,

而不能 被正常血清和 R 。 。
病

毒 1一 3型多价血清中和 ; (5 ) C P E株病毒感

染细胞几乎能完全吸收 E H F患者血清
、

E H F

和K H F抗血清中的 特 异性抗体
。

( 6 ) C P E

株病 毒感 染 鼠 脑悬 液 与丑H F病毒A马株

M cA b 2 5
一
工致敏血球的 反向间接血凝结果阳

性
。

据此
,

充分证明这 些 在 E 6细胞中出现

C P E的病毒是 E H F病毒
。

文献报导 E H F病毒在 E 6 细胞中增殖后

可产生蚀斑 (s)
,

但不引起明显的细胞病变 a()

州川
`卜 lz)

。

而本文却首次证实 E H F病毒至

少有部分毒 株 可 在 E 6 细 胞 中规律地产生

细胞病变
。

由于细胞病变的发展与病毒增殖

动态完全一致
,

可很方便地利 用 C P E 的观

察来代替复杂昂贵的 IF A 检 测 法进行病毒

定量测定和中和试验
。

这就为流行性出血热

防治研究工作中的病毒 分 析诊 断
、

疫苗选

株 (’) 、

血清流行病学调查以及疫苗效果考核

等实际工作提供了有利条件
。

在同一地区不同患者分离 到的 8株E H F

病毒中还有 3株 (H F N
一

29
、

34 和 35 ) 至今

(在 E 6细胞中已传 10 代以上 ) 尚未 出现 明

显的 CP E
。

这 3 株 E H F病毒在 E 6 细胞中的

病毒荧光分布模式与 C P E株有所不同
。

前者

常呈颗粒状散在于胞浆内
,

而后者多在胞浆

内片状融合 (见图 4一 5)
。

是否这 3 株E H F

病毒的增殖能力尚未达 到 致 E 6细胞C P E的

临界点 ? 抑或它们对 E 6细胞的毒力较低 ? 此

外
,

对 E 6细胞致 C P E 能 力 不 同的 这 两组

E H F病毒是否
一

尚未 存 在其他方面的差别 ?

均尚待进一步探讨
。

(承蒙南充地区人民医院邢光辉院长
、

第四军

医大学汪美先教授
、

安徽省医科所倪大石教授以及

军事医学科学院李钟铎主任帮助
,

特此致谢 r )
。
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