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用光镜 P A P法染色对小鼠实验性乙型脑炎

脑中病毒抗原分布的研究

盛 鹏

(病理解剖教研室研究生 )

指导者 晏良遂

提 奥

本实验以乙脑病毒京卫研 1株腹腔接种小鼠
,

应用 P A P 法对常规石蜡包埋的小鼠脑组织中乙脑

病毒抗原的分布等进行了观察 ,描述了病毒抗原阳性细胞出现的时间
、

部位
、

分布特点和种类以及病

毒抗原在阳性细胞内的分布类型和变化规律
,

并对其中的一些观察结果与 H E染色切片和电镜观察

结果进行了对比和讨论 ; 发现除其它神经细胞外
,

小脑皮质的颗粒细胞
、

高尔基细胞
、

分子层以及

小脑内核的神经细胞中也可检出病毒抗原阳性细胞 , 进一步证实
,

感染后期
,

部 分 感染细胞的胞

浆和核内可出现病毒抗原
,

认为主要是由于病毒粒子从胞浆进入核内所致
,

并 发 现此类型阳性细

胞为坏死细胞 , 另外讨论了有关 P A P法染色的几个问题
。

P A P法染色 自 S t e r n b e r g e r
等 ( ’ )于 1 9 7 0

年首次用于测定钩端螺旋体以来
,

已被较广

泛应用
。

此法较免疫萤光法
、

酶标法
、

搭桥

法等免疫组化技术敏感
,

特异性也较高 ( ’ 一 ” >
。

过去对乙脑病毒抗原分布的研究
,

主要采用

免疫萤光法 (`
一 7 ) , 本实验用乙型脑炎病毒京

卫研 1株经腹腔接种小鼠
,

以P A P法染色常规

石蜡包埋的鼠脑组织切片
,

对病毒抗原阳性

细胞进行分析
,

其目的有二
: 1

.

我室 80 届

研究生陈立明在经腹腔接种小鼠制成的动物

模型中研究了乙脑的超微病理和病毒的形态

发生
,

并获得了一些重要材料
,

但未做免疫

组化染色
,

以了解感染小鼠脑病毒抗原阳性

细胞的种类和分布等
,

本研究希望能补充这

方面的材料
; 2

.

将所获得的材料与有关的

电镜观察结果作对比
。

材料与方法
.

取健康 3 周龄左右 8 一 10 9 重昆明

H

杆
”

介
”
厂正常血清对照染色

种小 鼠 120 只
,

分实验和对照两组
,

每组各

50 只
。

以鼠脑传至第 21 代的乙脑病毒京卫研
1 株 (系本校微生物学教研室提供 ) 加肉汤

制 成 1 0 一 2
浓 度的鼠脑悬液

,
O

。

s m l/ 只经腹

腔接种实验组小鼠
,

对照组经腹腔注射同量

的正常 鼠脑悬液
。

两组均于接 种 或 注射后

2 4
、

3 6
、

4 8
、

6 0
、

7 2
、

8 4
、

9 6
、

1 0 8
、

1 2 0
、

1 32 小时 10 个 时相点快速断头活杀取材
。

实

验组和对照组每时相点各 5 只
,

实验组另加

2。只作机动
,

以补充未到取材时间死亡的动

物
。

光镜观察材料
,

取 自两组各时相点活杀

小 鼠左半侧鼠脑的皮质
、

海马
、

间脑
、

中脑
、

延脑和小脑各部位
,

修成 Zm m 左右厚小片
,

用 9 5% 乙醇 s s m l
,

甲醛 i o m l
,

冰醋酸 s m l配

制 的 固定液 ( 以下简称 A A F 液 ) 4 ℃ 冰箱

内固定 12 小时
,

按常规制成厚 5 协的连续石

醋切片
,

用H E和 P A P法染色
,

作光镜观察
。

切片染色次序如下
:

省略羊抗兔Y
一
G 血清对照染色

11111 222 333 4
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另取两组各时相点活杀小鼠的衣半侧鼠

脑
,

作为 电镜观察材料
,

详见另文气

2
.

抗血清的制备

( 1) 兔抗 乙脑病毒血清的制备

用经地鼠肾细胞培养生产的乙脑灭活疫

苗经静脉
,

皮下和肌肉 (加福氏完全佐剂 )

多途径免疫家兔
,

所获血清经中和实验 ( “ )测

定中和指数为 1 0
,

0 0 0
。

每次应用前以小鼠脑

组织粉吸收两次
,

经对流免疫电泳鉴定
,

与

正常小鼠脑组织匀浆之间未出现沉淀线
。

( 2 ) 羊抗兔卜 G血清的制备

以饱和硫酸按盐析法提取兔血清卜 G
,

加福氏完全佐剂充分乳化后
,

经肌肉多点注

射免疫山羊
, ,

所取血清经琼脂免疫双扩散

法测效价为 1 , 64
。

( 3 ) 兔抗辣根过氧化物酶血清的制备

以辣根过氧化物 酶 ( RZ 二 3 )
,

加 生 理

盐水和福氏完全佐剂乳化后免疫家兔
,

采血

经琼脂免疫双扩散法测定为单条沉淀线
,

效

价至 l : 16 一32 时放血
,

分离血清
。

3
.

P A P复合物的制备

根据 S t e r n b e r g e r (` ) 1 9 7 0 年报道的方法

制备
,

所得 P A P复合物经 S P
一 8型分光光度计

测定
: O D Z s o = 0

.

5 2 6
,

OD 4 0 0 = 0
.

4 3 2
。

P A P

中酶与抗酶抗体的克分子 比值约等 于 1
.

6
。

4
.

光镜 P A P 法的染色

石蜡切片常规脱蜡
,

经各级酒精入水
,

用 1 %硼氢化钠处 理 30 分钟
,

再 以 p H 7
.

2

o
.

ol M P B S 冲洗
,

将正常羊血清稀释 成 :1

2 0
,

抗乙脑病毒血清 1
: 1 2 8

,

羊抗兔 Y一 G I :

2 0 ,
P A P复合物 1

.

: 2 5 ,

按 S t e r n b e r g e r
介 绍

的方法染色
,

显色后再以 1 %饿酸溶液作用

5 秒钟
,

水洗
、

封片镜检
。

5
.

对照染色

( 1 ) 内源性酶 的 对 照
:

切 片 仅 与
0

.

05 % D A B 和 0
.

01 % H :
O

:

作 用
,

结 果阴

性
。

( 2 ) 用正常兔血清代替兔抗 乙脑病毒

血清染色
,

结果阴性
。

( 3 ) 省略羊 抗 兔 朴 G 染色
:

结果阴

( 4 ) 对正常小鼠脑组织染色
:

结果阴

观 察 结 果

1
。

H E染色材料观察结果

接种后 24
、

36
、

48 各时相点取材 的 H E

染色脑组织切片未见明显异常
;

60
、

72 小时

(即6。 、 7 2 小 时 时 相点活杀的动物
,

下仿

此 ) 取材各部位可见少部份散在的神经细胞

核仁数目增多
,

脑膜血管轻度扩张充血
。

84

小时
,

部分神经细胞核仁增加
,

胞体轻度肿

胀
,

胞浆嗜碱性增强
,

偶见核固缩细胞
。

脑

内血管轻度扩张充血
,

血管周围有少数单核

细胞浸润
。

96
、

10 8小时可见部分神经 细 胞

胞浆疏松
,

胞体肿胀
,

变圆或细胞缩小
,

核

固缩或形态不整
,

结构不清
。

极个别区域有

脑软化灶
,

脑 内血管周围有较多的单核细胞

浸润
。

12 0 小 时后
,
神经细胞显核固缩者增

多
,

在灰质区可成片状分布
,

以海马
、

间脑
、

中脑
、

延髓较显著
。

脑内血管周围有大量炎

细胞浸润
,

可形成 以血管为中心的炎细胞结

节
。

2
.

P A P染色材料观察结果

( l ) 酶反应阳性细胞出现的时间
、

部

位及分布特点
:

接种后 60 小时以前各时相点
,

脑组织取

材各部位未见明显的酶反应阳性细胞
。

72 小

时
,

在大脑皮质
、

海马
、

间脑
、

中脑
、

小脑

皮质出现稀疏散在的酶反应阳性细胞
。

84 小

时
,

上述各部位的阳性细胞逐渐增多
。

96 小

时以后
,

包括延脑在内各部位均出现大量酶

反应阳性细胞
,

其中以 120 小时酶反应阳性

细胞出现最多
,

大约可达切片中细胞的 70 %
,

以海马
、

大脑皮质
、

间脑
、

中脑
、

延脑各部

位较为显著
。

海马酶反应阳性细胞可呈小片

以至呈带状密集分布 ; 大脑皮质以弥漫分布



为主 (图 l) ;间脑
、

中 脑
、

延脑神经 核

部位
,

阳性细胞多作团状或片状分布 (图 2)
,

它处则分布为散在性
;
小脑皮质分子层的酶

反应阳性细胞亦作散在分布
,

而颗粒层 阳性

细胞分布主要为灶状 或 小 片 状 (图 3 )
,

蒲氏层偶见少数酶反应阳性细胞 ; 小脑内核

也可有阳性细胞
。

( 2 ) 酶反应阳性细胞的种类
:

经与 H E 染色切片对比观察
,

酶反应阳

性细胞主要为包括小脑的颗粒细胞
,

蒲 氏细

胞
,

高尔基细胞
,

分 子层和小脑内核神经细

胞在内的各种神经细胞
,

也有少数胶质细胞
。

( 3 ) 酶反应阳性产物在细 胞 中 的 分

布
:

病毒抗原阳性细胞在其内可见黄褐色至

深褐色的酶反应颗粒
。

随感染时间的增加
,

酶反应颗粒增多
、

颜色加深
,

并可见融合成

深褐色的团块
,

酶反应产物在细胞内的分布

可表现为以下几种类型
:

①核周型— 酶反应产物主要分布在核

周围的胞浆内
,

颜色较浅
,

量较少
。

②部分胞浆型— 酶反应产物多位于胞

浆的一侧
,

占据胞浆的一部分
,

颜色较深
。

③全胞浆型 (图 1 )

— 酶反应产物遍

布于全胞浆
,

颜色深
,

在部分区域可相互融

Z卜
「 . 0

④核浆型 (图 2
、

4 )

— 酶反应产物

可同时见于细胞核 (全部或部分 ) 与细胞浆

中 (全部或大部 )
。

此型细胞相对较小
,

形

状不整
,

反应产物颜色深
,

可 融 合 成团块

状
。

以上酶反应产物的分布类型并无十分明

确的界限
,

各型之间多有过渡
,

其中有些细

胞胞浆充满酶反应产物
,

近核处界限不清
,

酶反应颗粒似有从胞浆内进入核内的倾向
。

在脑组织的同一部位均可同时见到上述不同

类型及不同酶反应程度的病毒抗原 阳 性 细

胞
。

但核周型多见于 72 小 时 出现的阳性细

胞
,

晚期则不容易见到
, 84 小时后的各时相

点均以全胞浆型 阳性细胞为主
,

而核浆型则

见于晚期少数细胞中
。

( 4 ) 酶反应 阳性细胞与 H E 染色切片

对比观察
:

接种后 72 小时
,

各部位酶反应阳性细胞

稀疏散在
,

酶反应颗粒多见于核周和部分胞

浆内
,

相应部位的 H E 染色切片散在有核仁

增多的神经细胞
。

84 小时酶反应阳性细胞增

多
,

可见全胞浆型阳性细胞 ; 相应部位 H E

染色的细胞核仁增多
,

部分细胞胞体轻度肿

胀
。

96 小时及 以后各时相点
,

酶反应阳性细

胞主要为全胞浆型 (图 1 ) ; 相应部位的 H E

染色切片中部分细胞胞体肿胀
,

胞浆疏松
。

部分区域可宽少舞牲型阳性细胞 (图 4 左

侧 )
,

相应部位的 H E 染色切片中有较多的

体积缩小
,

核固缩
、

碎裂或消失的坏死细胞

散在或密集分布 (图 4 右侧 )
。

部分神经细胞自72 小时起即可在突起内

出现酶反应 阳性产物
,

阳性细胞的周围亦可

见一些点状酶反应阳性产物 (图 2 )
。

讨 论

1
.

本实验使用成都生物制品研究所生

产的流乙脑炎灭活疫苗
,

经皮下
、

肌肉和静

脉等途径 免 疫 家 兔
,

获 得 了 中和指数为

1 0
,

00 。的抗乙脑病毒血清
。

由于此疫苗产自

地 鼠肾细胞培养
,

故用其免疫动物所产生的

抗血清
,

可减少与小鼠脑组织成份发生交叉

反应的可能性
,

为确保这一点
,

本实验 中又

用小鼠脑组织粉连续吸收两次
,

经对流免疫

电泳鉴定
,

抗血清与正常小鼠脑组织匀浆之

间未出现免疫沉淀线
,

故可排除与小鼠脑组

织成份的交叉免疫反应 , 同时
,

几种对照染

色结果阴性
,

因 此 P A P 法染色的特异性基

本上可以得到肯定 , 加之所观察到的实验组

小鼠出现阳性细胞数目和酶反应产物含量随

时间增加而增多
,

颜色亦加深
,

以及电镜下

相应的观察结果
.

等也有助于特异性的证明
。



2
.

根据观察
,

病毒抗原阳性细胞在大

脑皮质
、

间脑
、

中脑和小脑首先出现
,

这与

我们电镜观察结果是一致的气 延 脑 则出现

较迟
。

小脑病毒抗原阳性细胞出现的时间较

K su an
。川 用免疫荧光法测定者早

。

3
.

关于病毒抗原 阳性细胞在脑内各部

位的分布特点
,

就我们所查到的文献尚未见

报导 (’) ( 5 )
。

我们用 P A P 染 色法观察到
:

早

期病毒抗原 阳性细胞作散在性分布
,

以后病

毒抗原 阳性细胞多与神经细胞的分布密度相

一致
,

在脑神经核处多呈 阳性细胞群
,

但在

小脑皮质的颗粒层则以灶性分布为主
,

蒲氏

细胞层偶见少数阳性细胞
,

晚期坏死的神经

细胞分布区域中可见部分阳性细胞
。

4
.

经 P人P法染色发现
,

脑内各部位病

毒抗原阳性细胞主要为神经细胞
,

偶见少数

胶质细胞
。

这与文献报道的免疫荧光染色结

果 《` )( , )和电镜 (。 一 ’ 。 )观 察 到的感染细胞种类

相同
。

但在小脑
,

文献仅报道蒲氏细胞可出

现病毒抗原 (’)
。

我们用 P A P 法 发现
,

小脑

皮质的颗粒细胞
,

高尔基细胞
,

蒲氏细胞
,

分子层以及神经核中均可有病毒抗原阳性细

胞
,

特别是小脑颗粒细胞层和分子层神经细

胞中为数较多
。

这些发现并得到电镜观察结

果
.
的进一步证实

。

可 以说
,

脑内各部位的神

经细胞都有可能受到乙脑病毒的感染
。

5
.

根据观察结果
,

实验组小鼠脑中神

经细胞 P A P 法 染色酶反应阳性产物在细胞

中的分布大致可分为 4 种类型
,

各型间多有

过渡
。

最初以核周型较多见
,

以后全胞浆型

为主
。

虽在脑炎病变发展过程中细胞受病毒

感染的时间可有先后
,

在同一部位可同时见

到几种类型的病毒抗原阳性细胞
,

但根据各

型出现的总的趋势仍可推论
:
病毒抗原首先

出现于核周胞浆
,

以后逐渐向全胞浆扩散
。

这一病毒抗原在细胞内分布的特点与部分作

者经免疫荧光法 观 察 到 的 结 果 基 本 一

致 (` ) ( , ) ( , , ) ( `幻
。

但根据我们的 电 镜 观 察 结

果
. ,

至少在小脑颗粒细胞核周型可包括核周

间隙
,

因在这种细胞每见病毒粒子等首先出

现于此处
。

至于核膜有无病毒抗原存在
,

凭

我们现有材料难以判定
。

关于核内有否病毒抗原的存在
,

各家观

察结果不一 (弓》 (“ ) (。 ) (川 ( ` 2 )
。

H a m a s h i m a 和张

礼壁等分别在感染的鼠脑细胞和培养细胞的

后期
,

观察到核内可出现特异性荧光
。

H a -

m as hi m a 进一步报道了核内抗原是由集结在

核膜上的抗原突破核膜
,

侵入核内的
,

但后

者的观察结果在其它一些作者的文献中未见

报道
,

也缺乏形态学的 对 比 观 察
。

我们用

P A P染色法观察到
,

感染后期
,

少 数 细 胞

的核和胞浆内均可出现酶反应 阳性产物
,

表

现为上文所称的核 浆 型 病毒 抗原 阳 性 细

胞
。

经连续切片 H E 染色的对比观察
,

可见

核浆型的病毒抗原阳性细胞为坏死细胞
。

电

镜观察结果也表明
. ,

坏死细胞固缩的核 以

及胞浆中 ( 图 4 ) 和核已碎裂的整个细胞中

均有较多的病毒粒子存在
。

又 P A P 法 染色

全胞浆型阳性细胞中偶见胞浆内病毒抗原有

进入核内的倾向
,

在电镜下
. 也见到某些坏死

细胞核膜破坏
,

破坏处及核内可见较多的病

毒粒子
。

综上所述可以认为
,
在感染晚期的

坏死细胞中
,

部份坏死细胞胞浆内的病毒可

出现于坏死细胞核内
,

或遍布于核已发生崩

解的整个细胞中
,

表现为核浆型病毒抗原阳

性细胞
。

坏死细胞核中出现病毒粒子
,

考虑可有

两种解释
: 一是坏死前核膜被破坏

,

病毒粒

子进入核中同时引起细胞坏死 ; 二是细胞先

已坏死
,

然后病毒粒子进入坏死细胞的核
。

6
.

我们用 P A P 法 染色在感染小鼠的

脑组织中观察到
,

阳性神经细胞的突起内可

出现病毒抗原
,

阳性细胞的周围亦可出现点

状酶反应产物
。

根据我们的电镜观察 结 果
.

推测
,

这意味着神经细胞突起内可有病毒粒

子和病毒复制多泡体以及神经纤维网间隙中

有由感染细胞释出的成堆病毒粒子 (图 6 )
。

7 ,
免疫标记定位工作

,

要求组织固定



1 1

液既能保持组织细胞形态结构的完好
,

又要

尽可能少损伤所检抗原的活性
。

我们在 10 种

固定液中
,

对适用于鼠脑组织石蜡包埋
,

用

P A P法检测乙脑病毒抗原 的固定液进行 了选

择
,

认为 A A F 液 较为理想
,

除其组织细胞

结构和病毒抗原性保存相对较好外
,

且还具

有渗透力强
,

反应颗粒较细以及可破坏内源

性酶的活性等优点
。

本实验中用硼氢化钠处理切 片 l(3
一 , ` ) ,

对消除或减弱由醛类固定液在组织中残留的

醛基所致的非特异性染色效果很好
。

, 详见 《小鼠实验性乙型脑炎的超微病理观察》 一文 ( 待发表 )
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用光镜 PA P法染色对小以实验性乙型脑炎脑中病毒抗原分布的研究

( 见正 文第2 页 )

图1 大脑皮质酶反应阳性细胞呈弥漫分布
,

阳性细胞主要为全胞浆型
。

接种后 96 小

时
。

P A P x 1 43

图 2 延脑呈团状分布的酶反应阳性细胞
,

其中可见核浆型阳性 (短 个) ,

部分阳

性细胞周围有点状酶反应阳性产物
,

细胞突起酶反应阳性 (长 个)
。

接种后

9 6小时
。

PA P x 14 3

图 3 小脑皮质分子层有散在分布的酶反应阳性神经细胞
,

颗粒细胞层中的阳性颗粒细胞以灶状分布为主
。

接种

后 9 6小时
。 P A P x 2 24
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图 4龙侧示大脑皮质核浆型酶反应阳性细胞 (个 )
,

酶反应产物位于胞浆和胞核中
,

烦色较深
,

多融合成团块状
。

接种后 1 20 小时
。

P A P 又 22 4

右侧示左侧所示部位的连续切片
,

可见成团分布的显核固缩的神经细胞
,

细

胞周围组织疏松水种
。

H E 义 2 2 4

图 5 小脑颗粒细胞固缩的核中可见病毒粒子 ( 个)
。

接种后 10 8小时
。 x 38

,
100
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图 6小脑颗粒细胞突起内可见复制多泡体和病毒粒子( 长 个 ),

其周围部分细胞突

起崩解
,

神经网间隙增宽
,

内可散在或成堆的病毒粒子 (短 个)
。

接种后 108 小

时
。 义 2 7

,
0 0 0

小血管套 .
“ U ”

式缝合法的实验研究 (正文 见第 37 页 )

图 3 术后 3 天的造影图相

,
:
吻合部见有狭窄

图 4 术后 15天的造影图相

*
:
吻合部未见狭窄


