
原位杂交检测尸检组织中SARS-CoV RNA  

    急性重症呼吸综合征(severe acute respiratory syndrome，SARS)是一种传染性强的感染性疾病， 

2003年4月17日，WHO正式确认一种新型冠状病毒是SARS的病原体，并被命名为SARS病毒(SARS-associated 

coronavirus, SARS-CoV)[1]。为探讨SARS-CoV在机体的分布情况、寻找SARS新的传播途径提供依据，本研

究利用原位杂交技术对SARS尸检组织进行了系统的SARS-CoV RNA检测。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料  

    所有SARS组织标本均来源于本教研室收集的已确诊为SARS死亡患者的尸检标本，以心源性猝死患者的相

应组织为阴性对照。分别取肺、淋巴结、脾脏、胰腺、甲状旁腺、肾上腺、食道、胃肠道、脑、肾、肝、皮

肤、骨髓、血管、心脏、四肢横纹肌、卵巢、子宫和睾丸等部位组织，所有标本经4%多基甲醛固定，所用试

剂和相关器械经二乙基焦碳酸酯(diethylprocarbonate，DEPC)处理和/或高压灭菌处理。SARS-CoV寡核苷

酸探针根据加拿大公布SARS冠状病毒多伦多株的nsp11基因序列设计，是以编码SARS-CoV RNA聚合酶基因的

特异序列(5'-ATGAATTACCAAGTCAATGGTTAC-3'和 5'-GAAGCTATTCGTCACGTTCG-3')分别合成的cDNA片段(上

海博亚公司合成)。上述两个探针分别按照地高辛标记试剂盒(Boehringer-Mannheim公司)说明进行标记，经

检测标记后的探针浓度为1 μg/μl。原位杂交检测试剂盒购于武汉博士德生物技术公司。 

    1.2  原位杂交检测尸检组织中SARS-CoV聚合酶RNA表达   

    原位杂交实验步骤为常规石蜡切片的脱腊和蒸馏水漂洗2次，胃蛋白酶消化，室温20 min，PBS漂洗2次，

蒸馏水洗1次；预杂交液37 ℃预杂交3 h；往杂交液中同时加入上述两个寡核苷酸探针(使其工作浓度分别为5 

μg/ml)，37 ℃杂交过夜(18 h)；2×SSC、0.5×SSC和0.2×SSC梯度漂洗，封闭液37 ℃封闭30 min，生物

素化抗地高幸抗体37 ℃ 60 min；链霉抗生物素蛋白(SABC)37 ℃ 20 min；生物素化过氧化物酶37 ℃ 20 

min，PBS漂洗；DAB显色，苏木素复染。每批染色均设阴性对照(非SARS患者相应组织、杂交液不加探针)。  

    1.3  原位杂交检测评价标准   

    原位杂交阳性信号为棕黄色，位于细胞质内。高倍视野下计数每个玻片5个视野内的阳性细胞数并进行染

色结果评价，无着色者为(-)，阳性细胞数<25%为(+)，阳性细胞数在25%~50%之间为(++)，阳性细胞数≥50%

为(+++)。  

    

2  结果 

    2.1  SARS-CoV聚合酶RNA的原位杂交检测定位    

    4例SARS尸检组织的多个部位存在阳性杂交信号(表1)，而作为阴性对照的心源性猝死患者的各组织内则
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均无阳性表达现象。 

    对杂交结果系统分类发现：SARS-CoV聚合酶基因原位杂交阳性信号主要分布于呼吸系统、免疫系统、

内、外分泌腺、消化系统(胃肠道和肝脏)、泌尿系统、造血系统(骨髓)和中枢神经系统的大脑神经元细胞以

及循环系统的小血管内皮；而中枢神经系统的小脑、生殖系统的各器官和机体各肌肉组织则均未见阳性信号。

上述SARS-CoV RNA 表达阳性的各系统，其阳性细胞的部位也各有不同：其中，呼吸系统的阳性细胞主要包括

肺泡上皮细胞、支气管浆液腺上皮细胞和肺内浸润的单核/巨噬细胞，尤其是增生融合的肺泡上皮及浸润的单

核/巨噬细胞均呈较强的阳性表达；免疫系统的阳性细胞主要是淋巴结和脾脏的单核/巨噬细胞，而淋巴细胞



未见阳性表达；内分泌系统阳性细胞主要表现在脑垂体嗜酸性细胞、甲状旁腺嗜酸性细胞、肾上腺皮质细胞；

外分泌腺阳性细胞主要表现在支气管浆液腺上皮细胞、皮肤的汗腺细胞和胰腺腺泡细胞；胃肠道阳性细胞主要

集中在粘膜表面柱状上皮；泌尿系统以肾远曲小管上皮细胞强阳性为特点，而肾小球、近曲小管和集合管均为

阴性。  

    

3  讨论 

    SARS-CoV是冠状病毒家族成员，为正义单链RNA病毒，长约30 kb，其基因组结构与其他冠状病毒相似，

编码蛋白质主要有刺突蛋白S(spike protein)、膜蛋白M(membrane protein)、小分子膜蛋白E(small 

membrane protein)、核衣壳蛋白N(nucleocapsid protein)，但SARS-CoV没有该家族常有的血凝素酯酶HE

(hemagglutinin esterase)[2]。冠状病毒进入宿主细胞后，首先以病毒基因组RNA为模板翻译出病毒RNA聚

合酶，然后利用该酶完成负链亚基因组RNA的转录和各结构蛋白mRNA合成以及病毒基因组RNA复制，SARS-CoV 

RNA聚合酶在SARS- CoV复制过程中起着重要作用，该基因具有高度保守性[3]，因此，本研究以SARS-CoV 

RNA聚合酶基因为对象检测了SARS-CoV的存在。 

    本研究在SARS尸检标本全身多系统发现SARS-CoV的存在，其分布部位包括肺泡上皮细胞、气管/支气管

浆液腺上皮细胞和肺内单核/巨噬细胞，淋巴结、脾脏和骨髓的单核/巨噬细胞、脑垂体嗜酸性细胞、甲状旁

腺嗜酸性细胞、肾上腺皮质细胞；汗腺细胞和胰腺腺泡细胞、胃肠道粘膜表面柱状上皮细胞和肾远曲小管上皮

细胞，以及大脑神经元细胞。这一检测结果表明SARS-CoV分布与CoV受体CD13分布具有明显的相似性[4]，提

示CD13可能是SARS- CoV的受体之一。其中，肺泡上皮细胞、支气管浆液腺上皮细胞和肺内单核/巨噬细胞，

淋巴结和脾脏的单核/巨噬细胞均有较强的SARS-CoV RNA阳性表达，也说明呼吸系统和免疫系统是SARS- CoV

作用的主要靶点[5]。 

    皮肤汗腺细胞、肾远曲小管上皮细胞和胃肠道柱状上皮细胞的SARS-CoV RNA阳性说明这些器官受侵犯的

同时，也提示SARS-CoV可能会通过汗液、尿液和粪便排泄物进行传播。因此SARS-CoV的传播途径可能有多

种，除呼吸道传播外，SARS-CoV可能还会通过以上三种途径进行传播。 

    另外，脑垂体嗜酸性细胞、甲状旁腺嗜酸性细胞、肾上腺皮质细胞、支气管浆液腺上皮细胞和胃肠道壁

细胞等细胞SARS-CoV RNA阳性提示内外分泌腺是SARS-CoV的又一作用靶点。SARS-CoV对内分泌系统的广泛侵

犯可能会造成该系统功能紊乱，引起激素分泌异常，导致神经-体液调节系统功能紊乱，对机体造成相应的不

良后果；而且，由于内分泌系统对全身多系统的调节作用，也从一个侧面体现了SARS是一种全身性疾病[5]。

但值得注意的是，SARS尸检标本的内分泌器官除了具有强的SARS-CoV RNA表达外，并没有发现明显的病理形

态学改变[6]，因此，SARS-CoV对内分泌系统的作用方式和影响程度还有待进一步研究，并且加强SARS患者的

内分泌系统监测可能有一定意义。 

    对于SARS尸检标本的中枢神经系统研究显示出一个有意思的现象：大脑神经元细胞SARS-CoV阳性，而小

脑神经细胞则均为阴性。提示大脑神经元细胞是SARS-CoV的攻击对象，而小脑神经细胞则不受侵犯。对循环

系统的SARS-CoV检测，我们发现包括肺、肾、肾上腺、淋巴结、肝脏、四肢肌肉间和脑在内的小静脉血管内

皮细胞均呈SARS-CoV强阳性表达，研究结果印证了SARS-CoV可引起全身微循环障碍的事实[5]。 

    本研究从分子生物学水平对SARS尸检组织SARS-CoV进行了全面系统的检测。检测结果显示SARS死亡患者

全身多系统内存在SARS-CoV RNA聚合酶基因，从分子水平证明SARS-CoV可侵犯全身多部位，进一步证实了我

们先前的研究结果[6]：SARS是一种以呼吸系统、免疫系统侵犯为主的全身性疾病；SARS-CoV的分布特点与冠

状病毒受体(CD13)分布具有相似性，提示CD13可能是SARS- CoV的受体之一；肾远曲小管、消化道上皮细

胞、皮肤汗腺的SARS-CoV RNA聚合酶基因阳性结果将为SARS传播途径研究提供线索。 
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