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摘要院目的 观察 SARS 死者的尸检组织中 SARS 冠状病毒渊SARS-CoV冤的存在与分布情况遥方法 应用免疫组化技术

检测 4 例尸检标本肺尧脾脏尧淋巴结尧脑尧垂体尧心尧肝尧肾尧胰腺尧气管尧食道尧胃肠道和骨髓等组织的 SARS-CoV N 蛋白遥
结果 肺泡上皮尧肺尧脾尧淋巴结内浸润的单核细胞 / 巨噬细胞尧脑神经元尧肝细胞尧肾远曲小管上皮细胞尧胰腺腺泡细胞尧
垂体嗜酸细胞尧甲状旁腺嗜酸性细胞尧肾上腺皮质细胞尧气管及支气管浆液腺上皮细胞尧食道粘膜鳞状上皮尧胃肠道柱状

上皮细胞及胃壁细胞尧骨髓早幼粒细胞及小静脉内皮细胞等细胞质内 SARS-CoV N 蛋白单克隆抗体均为阳性遥结论

SARS-CoV 可侵犯全身多种器官和组织遥SARS-CoV N 蛋白单克隆抗体在胃肠道尧肾远曲小管及汗腺细胞内的阳性表

达袁对研究 SARS-CoV 传播途径具有重要意义遥
关键词院急性重症呼吸综合征渊SARS冤曰SARS 冠状病毒曰免疫组化
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Expression of the monoclonal antibody against nucleocapsid antigen of SARS-associated coro鄄
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Abstract: Objective To investigate the presence and distribution of severe acute respiratory syndrome (SARS)-associated
coronavirus (SARS-CoV) in autopsy tissues obtained from patients died of SARS. Methods Immunohistochemical technique
was applied in 4 fatal SARS cases to examine the autopsy tissues including the lungs, spleen, lymph nodes, brain, pituitary,
heart, liver, kidney, pancreas, trachea, esophagus, gastrointestinal tract, adrenal glands, parathyroids, skin and bone marrow.
Results Immunohistochemistry identified positive monoclonal antibody against SARS-CoV nuceeocapsid (N) protein in the
alveolar epithelium and the infiltrating monocytes or macrophages in the lung, spleen and lymph nodes; the presence of the an-
tibody was also detected in the serous gland epithelium of the trachea/bronchus, squamous epithelium of the esophagus, the
gastric parietal cells, the epithelium of the intestinal tract, acidophilic cells in the parathyroids and pituitary, acinus cells in the
pancreas, adrenal cortical cells, sweat gland cells, small vessel endothelium, bone marrow promyelocytes, epithelial cells of
the distal convoluted tubule of the kidney, brain neurons, and the hepatocytes near the central vein. Conclusion A variety of
organs and tissues can be infected by SARS-CoV, and the positive expression of SARS-CoV N protein in the epithelial cells
of the gastrointestinal tract, the distal convoluted tubule of the kidney and the sweat gland cells is significant for studying the
transmission routes of SARS.
Key words: severe acute respiratory syndrome; SARS coronavirus; immunohistochemistry

急性重症呼吸综合征 渊severe acute respiratory
syndrome袁SARS冤是一种传染性很强的感染性疾病遥
2003 年 4 月世界卫生组织宣布该病是由新型冠状病
毒所致袁并命名该病毒为 SARS 冠状病毒渊SARS-as-
sociated coronavirus袁SARS-CoV冤遥本研究利用 SARS-
CoV N 蛋白单克隆抗体检测尸检组织中的 SARS-
CoV 的存在及分布袁为 SARS 传播途径及发病机制
研究提供依据遥
1 材料与方法
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图 1 SARS-CoV N 蛋白特异性单克隆抗体的免疫组化检测结果

Fig.1 Immunohistochemical detection of SARS-associated coronavirus (DAB staining)
A: Pneumocytes (伊400); B: Monocytes in the lung tissue (伊400); C: Sweat gland cells (伊200); D: Eepithelial cells of the distal

convoluted tubule of the kidney (伊200); E: Acidophilic cells in the pituitary (伊200); F: Acidophilic cells in the parathyroid (伊200)
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1.1 材料
4 例 SARS 组织标本均为本教研室收集的已确

诊为 SARS 死亡患者的尸检标本遥分别取肺尧淋巴结尧
脾尧心尧肝尧肾尧食道尧胃肠道尧脑尧肾上腺尧甲状旁腺尧垂
体尧骨髓尧皮肤尧四肢横纹肌组织袁4%中性甲醛固定袁
石蜡包埋袁4 滋m 切片备用遥
1.2 SARS-CoV 抗体制备

抗 SARS -CoV N 蛋白单克隆抗体由珠江医院制
备咱1暂袁SARS 冠状病毒核壳渊N冤抗原用谷胱甘肽 S- 转
移酶渊GST冤融合蛋白纯化试剂盒提取和纯化 SARS
冠状病毒核壳 渊N冤抗原经 SDS-PAGE 鉴定纯度达
95%以上袁用此抗原免疫小鼠袁同时采用间接 ELISA
检测血清效价袁用免疫小鼠制备杂交瘤和筛选袁采用
辛酸 - 硫酸铵方法纯化抗体袁用间接 ELISA 法行免
疫球蛋白 Ig 亚类鉴定遥抗体特异性鉴定采用院渊1冤间
接 ELISA 法院将纯化流感病毒尧副流感病毒尧肺炎衣
原体尧肺炎支原体全抗原包被的微孔板与杂交瘤细胞
培养上清反应遥渊2冤间接免疫荧光法院用 SARS 冠状病
毒感染 VeroE6 细胞尧5 型腺病毒感染 293 细胞尧A 组
轮状病毒感染 MA104 细胞袁然后用杂交瘤细胞培养
上清对病毒感染细胞分别进行免疫荧光检测抗体表
达情况遥渊3冤免疫印迹院用 10%SDS-PAGE 分离 GST-N袁
转印到硝酸纤维膜袁转印膜在 10%脱脂牛奶 4 益封闭
过夜袁分别与杂交瘤细胞培养上清和 HRP 标记羊抗
小鼠 IgG 孵育袁洗涤膜后袁AEC 显色遥
1.3 免疫组织化学染色及结果评价

试剂盒采用 DAKO 公司产品袁切片依次脱蜡至
水袁PBS 漂洗 10 min袁微波修复袁室温冷却袁过氧化物
酶阻断袁一抗为 SARS-CoV N 蛋白单克隆抗体渊1颐20冤
4 益过夜袁以心原性猝死相应组织作正常对照袁PBS
和健康羊血清替代一抗做阴性对照袁滴加二抗室温孵
育 30 min袁DAB 显色袁苏木素复染袁封片遥染色评价标
准院无着色者为渊-冤袁阳性细胞数＜25%为渊+冤袁阳性细
胞数逸25%为阳性渊++冤袁阳性细胞数逸50%为渊+++冤遥

2 结果
SARS-CoV N 蛋白特异性单克隆抗体检测显示院

4 例尸检肺组织增生和脱落的肺上皮细胞(图 1A)袁局
部浸润的单核细胞(图 1B)尧气管和支气管浆液腺上
皮细胞尧脾脏和淋巴结单核细胞尧皮肤汗腺上皮细胞
(图 1C)尧肾远曲小管上皮细胞(图 1D)尧脑垂体嗜酸性
细胞(图 1E)尧大脑神经元尧甲状旁腺嗜酸性细胞(图
1F)尧食道黏膜鳞状上皮尧胃肠道柱状上皮细胞及胃壁
细胞尧胰腺腺泡上皮细胞尧肾上腺皮质细胞和近中央
静脉处肝细胞尧小静脉血管内皮细胞渊肺尧淋巴结尧脾尧
肾尧脑尧肾上腺等部位冤尧骨髓早幼粒细胞均有不同程
度的阳性表达遥阳性部位定位于细胞质袁呈棕黄色遥其
中肺泡上皮细胞尧淋巴结尧脾脏浸润的单核巨噬细胞尧
汗腺上皮细胞尧肾远曲小管上皮细胞胞质内均呈强阳
性表达遥

3 讨论
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SARS 是一种以呼吸道传播为主的急性传染病袁
由冠状病毒感染所致遥冠状病毒通常寄宿于动物体
内袁冠状病毒因属类的不同而病变发生部位不同袁其
原因为这些部位有冠状病毒独特的受体袁主要受体为
人 氨 基 肽 酶 N 渊human aminopeptidase N冤袁 又 称
CD13袁常存在于呼吸道纤毛上皮表面尧胃肠道上皮尧
域型肺泡上皮尧血管内皮尧粒细胞尧巨噬细胞和纤维细
胞咱2袁3暂遥冠状病毒感染人体后在不同的部位引起不同
的病变及临床症状袁在中枢神经系统引起广泛的脱髓
鞘袁出现脑炎症状曰在胃肠道引起腹泻曰在呼吸道引起
类似上呼吸道感染的症状遥

SARS-CoV 是一种新型冠状病毒咱4暂袁为正义单链
RNA 病毒袁其基因组结构与其它冠状病毒相似袁研究
表明其编码蛋白质主要为 S尧M尧E尧N 蛋白等袁其中 N
蛋白是包含有 422 个氨基酸的强碱性蛋白袁相对分子
质量为 460 000袁可以与基因组 RNA 结合形成核衣
壳袁有提供核信号尧干扰核进程尧病毒复制和 RNA 整
合等作用咱5袁6暂遥本项研究以 N 蛋白为靶点袁应用免疫组
化技术检测尸检组织中 SARS-CoV 抗原的存在及分
布状况袁研究结果显示院SARS-CoV 可侵及全身多种
器官袁病毒抗原主要存在于肺泡上皮细胞尧肾远曲小
管尧胃肠道上皮尧皮肤汗腺尧大脑神经元细胞尧血管内
皮细胞和脾脏及淋巴结的单核 / 巨噬细胞袁胰腺腺泡
上皮等部位袁并定位于细胞质遥其中肺泡上皮细胞及
单核巨噬细胞均呈强阳性表达袁说明肺泡上皮细胞是
SARS-CoV 的易感细胞袁随着 SARS- CoV 进入肺泡
细胞内产生病毒蛋白袁病毒基因组进行复制袁新子代
病毒颗粒装配尧释出袁感染邻近细胞和组织袁导致肺泡
上皮及小血管内皮细胞增生脱落尧凋亡产生袁严重肺
水肿袁大量透明膜形成袁肺广泛性实变袁这可能是造成
呼吸系统功能障碍的机制之一咱7暂遥尸检组织中大量增
生和浸润的单核 / 巨噬细胞内 SARS-CoV N 蛋白呈
强阳性表达袁这一点可能说明了在 SARS-CoV 入侵
时袁病毒与单核巨噬细胞表面受体结合袁诱导单核巨
噬细胞趋化袁促使其对 SARS-CoV 进行有效清除遥此
结果也证实了在机体免疫系统遭到严重破坏情况下袁

单核巨噬细胞在抵御 SARS-CoV 入侵作用中起了重

要作用袁提示单核巨噬细胞有可能与 SARS 的发病机

制相关咱8暂遥值得一提的是发现胃肠道上皮细胞尧皮肤

汗腺腺细胞袁 肾远曲小管上皮细胞均可观察到

SARS-CoV 抗原存在袁这为研究 SARS 的传播途径提

供了新的线索遥研究中还发现部分内分泌器官和组织

如院胃壁细胞尧肾上腺皮质细胞尧甲状旁腺和垂体嗜酸

性细胞不同程度的表达 SARS-CoV N 抗原袁这是否

与 SARS-CoV 存在新的受体有关袁还有待进一步研

究遥
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