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本文研究应用免疫电镜技术观察DHV 形态
,

并对 D ll V接种鸡胚引起的病理变化进行观察
。

D H V颖粒为球形
,

无囊膜
,

直径约为托~ 20 毫微米
.

将 D H V接种 10 天龄鸡胚
,

接种后于一定的时间间隙
,

直至鸡胚死亡
,

取 鸡 胚的肝和脑分

别制样
,

用光学显微镜和电子显微镜观察其病理变化
.

在光镜下
,

可见肝窦淋巴细胞浸润
,

肝

细胞变性和坏死
,

肝脏充血出血
,

大脑脑软膜淋巴细胞浸润和大脑毛细血管充血
.

肝脏的电镜

检查
,

可见肝细胞间隙有很多泡囊
,

肝细胞胞浆出现电子密度很高的顺粒状物和空 泡
,

核 固

缩
,

最后
,

核膜皱曲和破裂
,

细胞膜裂开
,
细胞器减少或消失

。

脑的电镜观察
,

可见脑神经细

胞的内质网扩张形成小团泡
,

核膜皱曲和破裂
.

细胞膜也破裂
,
细胞器溢出

。

在肝组织的狄斯隙中可见病毒样颗粒
,

在靠近细胞膜的胞浆中发现病毒样顺粒被包在由膜

围成的饱囊中
。

关抽润 鸭肝炎病毒
:

形态学
,

鸡胚
,

病理组织学变化

日 1
.

自J . 七二

关于 D H v 形态的观察
,
R eu ss

,
U

. 〔” 用D H 、 ,感染的鸡胚传代的鸡胚尿囊液
,

经离心沉

锭后作电镜观察
,

看到 D H v 颖粒呈球形
,

直径为 20 ~ 40 毫微米
。

吴城等〔 : ’
用相似的方 法

,

在电镜下看到 D H v 顺粒呈球形
,

直径为 30 ~ 35 毫微米
。

H an so n 等 [ “ 〕曾用免疫电镜技术观

察 D H v形态
,

但未发现 D H v 顺粒
。

有关D H v 接种鸡胚所引起的病理组织学变化前人已做了一些研究工作
.

例如
,

R ao 等【, 》

发现
,

接毒后 48 小时鸡胚的主要组织学变化是肝窦充血
、

单 核 细胞 ( m o n on uc l e ar 二 u )

授润及肝细胞变性
。

接毒后 72 小时
,

血管周围组织成 淋巴细胞 ( ly m hP ob las )t 浸润
,

肝实

质坏死
,

偶有淋 巴细胞 ( ly m p h oc yt e ) 灶性浸润
。

接毒后 96 ~ 1 20 小时
,

肝 灶 性 凝固性坏

死
,

脂肪样变 ( 里
a t t y e h a n犷 ) 和异嗜性粒细胞 ( n

e u t r o p皿 ) 浸润
。

lF tz ge ar ld 等 [ 心 ’
将 D H v 尿囊腔接种 10 天龄鸡胚

,

接毒后每 隔 12 小 时
,

取鸡胚的肝
、

赞
、

脾
、

心
、

肺和脑做组织学检查
,

到第 10 天止
,

发现各种器官都有粒性白 细胞 ( g r an u 一
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o tc y tic e lu k oc y te

) 浸润
,

肝实质灶性变性和坏死
,

胆管增生
。

其中
,

接毒后 96 小时首先

看到肝细胞变性和坏死
,

在多数鸡胚中
,

这种变化是局灶性的
,

并呈不规则分布
。

肝细胞

胞浆出现顺粒或固缩
,

对伊红的亲合力下降
。

常可看到核固缩
,

核或整个细胞溶解
,

坏死

区域常有粒性白细胞友润
,

肝窦常充血
。

接毒后 5 十天可见不同程度 的胆管增生
,

并伴有

周围结缔组织增生
。

但是
,

用光学显微镜和电子显微镜同时观察人工感染 D H v 鸡胚肝和 脑 的病理变化方

面尚未有报道
。

本试验的目的是探讨应用免疫电镜技术观察D H v 形态的可能性
。

并用 光 镜 和电镜对

人工感染 D H vl o天龄鸡胚肝和脑的病理变化进行观察
。

材料和方法

1
.

鸭肝炎病毒
:

该毒株从法国进 口
,

简称 E o D H v ,

深圳动植物检疫所提供
。

2
.

D H v 抗原的制备
:

将 E 。 : D H v尿囊腔接种 10 天龄来航鸡胚 ( 华南农业大学 实验禽

场提供 ) 60 只
,

每只口
.

1毫升
。

继续放 37 ℃温箱中孵化
,

连续照蛋观察 6 天
,

接种后 24 小

时内死亡的鸡胚弃去
,

第 2 ~ 6 天死亡的鸡胚放 4 ℃冰箱中过夜后
,

收取鸡胚尿囊液
。

并

取样接种肉汤琼脂斜面
,

检查无菌后
,

将感染 D H v 的鸡胚尿囊液差速离心处理
,

提纯 D H v

抗原
。

具体方法是
,

先将感染 D H v 的鸡胚尿囊液 4 , 0 0 0 9 低 速 离 心 30 分 钟
。

然后取上清

液 3 0 , 0 0 0 9
,

4 ℃
,

高速离心 e o分钟
,

上清液即为经高速离心处理的 D H v抗原
。

该 D H V 抗

原毒力为 10一
’

“ “ C E L D
6 。

/ 0
.

1毫升
。

另外
,

将经高速离心处理 的 D H V 抗 原 1 5 0
,

0 0 0 9 ,

4 ℃
,

超速离心 4 小时
,

吸去上层液体
,

酌情留少 量 液体
,

用吸管将管底沉淀充分打散

后
,

制成经超速离心处理的 D H v 抗原
。

3
.

兔抗 D H v 免疫球蛋白G ( 玩 G ) 的制备
:
本地建康白兔二只

,

体重为 1
.

8公斤 / 只
,

按王 世冲 【` ’
介 绍 的方法制备加弗氏完全佐剂的D H v 抗原 ( 油 脂 混 合液 1

.

73 毫 升
,

活卡介苗 0
.

23 毫升
,

经超 速离 心 处 理 的 D H v 抗原 1
.

5毫升 )
,

然后用此抗原 免 疫 兔
。

.

免疫步骤如下
:
第一次于两后足掌和腹股沟皮下多点注射加弗氏完全 佐 剂 的 D H v 抗原

,

’

总量 1毫升 / 只
。

第二次 ( 在第一次注射后的第 21 天 )
,

腹部
、

腹股沟和颈部皮 下多点注

射不加佐剂的经高速离心处理 的D H v抗原
,

总量为 5 毫升 / 只
。

第三次 ( 在第二 次注射

后的第 7 天 )
,

耳静脉注射不加佐剂的经高速离心处理的 D H v 抗原
,

2 毫 升 / 只
。

末次

注射后第 7 天于耳静脉处采少量血
,

分离血清后按 M ur yt 等 〔。 j
介绍的方法做凉脂双扩

.

散试

验
,

测知抗血清效价为 l :

16
。

4 天后用切开耳缘静脉滴血的方法采血
,

分 离血清
。

用硫

酸钱盐析法粗提兔抗 D H Vl g G
。

再经葡聚塘 ( se p lla ds x ) G 2 00 凝胶过滤 进 一步提纯兔抗

D H v l g G
。

用 日本岛津 ( s h i m
a d z u

) u v 一 1 2 0 一 0 2分光光度计测知提纯物中 I g G 含量为 2 0毫

克 / 毫升
。

用醋酸纤维素薄膜电泳法鉴定 I g G 的纯度
,

结果只出现一条区带
,

表 明 gI G 的

纯度较高
。

4
.

免疫 电镜样品的制备
:

将感染 E。 : D H v 的 鸣胚尿囊液 4 , 。 0 0 9
,

30 分钟处理
,

取 上

清液再作 30
, 。 0 0 9 , 1小时高速离心

,

取上清液0
.

5毫升与 1
.

5毫升经 1 :

16 稀释的兔抗 E 。 :
·

D H vl g G ( 20 毫克 / 毫升 ) 混合
,

室温感作 2 小时后
,

移入 4 ℃ 冰 箱 过 夜
,

第 二天 以
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20
,

。。。g ,

30 分钟离心
,

沉淀加 2 滴生理盐水 ( 双蒸水配制 ) 将沉淀悬浮起来
,

然 后 滴于

敷有OF
r m v ar 膜的载网上

,
2 肠磷钨酸染色 1分钟

,

自然干燥后
,

立即进行电镜观察
。

5
.

石蜡切片样品的制备
:

感染 E 。 : D H v 的鸡胚尿囊液加入青
、

链霉素 (各 1
,

0 00 单位 /

毫升 )
,

作用 2 小时后
,

尿囊腔接种 10 天龄来航鸡胚
,

每只 0
.

1毫升
,

共 30 只
,

继续放 37 ℃

温箱中解化
,

分别于接毒后第 4
、

8
、

1 6
、

1 9
、

2 3
、

2 7
、

3一和 4 1小时
,

各 取鸡胚 s只
,

分

别取鸡胚的肝和脑
,

放入 10 肠福尔马林溶液中固定 1周
。

石蜡包埋
,

切成厚度 为 4 一 6 协

的切片
,

行苏木素一伊红 ( H
.

E ) 染色
。

6
.

超薄切片样品的制备
:

与制备石蜡切片样品同样的材料和方法
,

将 E 。 , D H v 毒株

接种鸡胚
,

并于相同的各时段分别取 3只鸡胚 的肝和脑
,

放入 4 呱戍二醛 ( 4 ℃ ) 固定 2生

小时
,

再用 1肠俄酸双固定
,

经酒精系列脱水
, E oP n 8 1 2包埋

.

L K B v 型超薄 叨片机 切片
,

醋酸双载铀与柠檬酸铅双重染色
,

7
.

对照石蜡切片和超薄切片样品的制备
:

将正常鸡胚尿囊液加入 青
、

链 霉素 ( 各

1 ,

00 。单位 / 班升 )
,

作用 2 小时后
,

尿囊腔接种 10 天龄来航鸡胚
,

每只 0
.

1毫升
,

共 20 只
。

分别于接种后第 8
、

1 6
、

31 和4 1小时
,

各取 2 只鸡胚的肝和脑
,

与制备 D H v 感 染 的石蜡

切片和超薄切片同样的材料和方法制成对照样品
。

石蜡切片样品于光学显微镜下观察和拍照
.

负染样品和超薄切片样 品于 P hi h sP E M一

4 0 0电子显微镜下观察和拍照
。

试 验 结
·

果

1
.

免疫电镜样品观察
:

可见样品中散布着较均一 的球形 1D 王v 颗粒
,

无囊膜
。

中间电

子密度较高
,

为核芯
。

外包围一层衣壳
,

清晰可见
。

D H v 颗粒直径约 15 ~ 20 毫 微 米 ( 图

版 1 )
。

2
.

感染 D H v 鸡托的肉眼病理变化
:
可见胚胎发育不 良

,

胚体较小
,

体 麦允血 出血
,

腹部及股部水肿
。

肝脏有出血斑点和细小坏死灶
。

3
.

石蜡切片样品观察
:

接毒后 16小时
,

可见肝局部毛细血管扩张充血
、

局 部 肝窦出

现淋巴细胞浸润
。

接毒后 1 9小时
,

局部肝窦充血出血
,

并有淋 巴细胞浸润 ( 图版 2 )
。

川:

被膜下淋巴细胞浸润特别明显
。

接毒后 2 3小时
,

肝组织局 部出现渐进性坏 死灶
,

表现为斤

细胞索结构模糊
,

细胞着色变淡
,

有些肝细胞核溶解或整个细胞溶解消失
。

坏死灶周围 l’J’

淋巴细胞浸润 ( 图版 3 )
。

接毒后 31 小时
,

肝窦充血 出血
,

肝细胞颗粒变性
。

大 脑 脑软膜

淋 巴细胞浸润和红细胞渗出 ( 图版 4 )
。

接毒后 4 1小时
,

肝脏充血和大片 出血
。

肝细胞肿

胀
,

顺粒变性
,

有些脂肪变性
,

并可见肝细胞坏死
。

淋巴 细胞灶性浸润
。

大脑毛细血管充

血
。

4
.

超薄切片样品观察
:

接毒后 4 小时
,

可见肝细胞质膜向胞浆内陷入
,

吞饮细胞间

旅中的小题粒
。

接毒后 8 小时
,

肝细胞吞饮活动更为活跃
,

形成很多吞饮泡
。

肝细胞间隙

有很多泡囊样物
。

接毒后 1 6小时
,

狄斯隙中可见多量的病毒样颗粒
,

病 毒 样 颖粒成堆存

在
,

呈刚从小管中释放样 ( 图版 5 )
。

肝细胞胞浆中可见电子密度很高的颗拉状物
,

可能

是正在装配或已装配的子代病毒顺粒
。

此外
,

肝细胞胞浆中见包围有中空病毒衣壳和个钊
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正在脱壳的病毒样城粒的泡囊
,

附近有溶酶体
。

接毒后 2 3小时
,

肝细胞胞浆中内质网扩张
形成空泡

。

接毒后 27 小时
,

肝细胞膜附近见有多个病毒样城粒包在由膜围成的泡囊中
,

拍(

囊中病毒样顺粒呈向外释放样 ( 图版 6 )
。

接毒后 3 1小时
,

`

肝细胞核固缩
,

与胞质分离
,

形成空隙
,

胞浆结构模期
,

呈均质一片
。

脑神经细胞淡染
,

核膜 皱 曲
,

有些部位形成凸

泡
,

细胞核中出现泡囊
,

胞浆 中内质网扩张
,

形成小圆泡
。

接毒后 41 小时
,

肝细胞核膜皱
`

曲
、

破裂
。

部分肝细胞的细胞膜裂开
,

相邻肝细胞的胞浆互相融合
,

胞浆中细胞器减少成 ;

消失 ( 图版 7 )
。

脑神经细胞核膜 也皱曲
、

破裂
。

细胞膜裂开
,

细胞器溢出
,

胞浆中细胜
器 消失 ( 图版 8 )

。

讨 论

用免疫电镜技术制作的负染样品在电镜下看到的球形病毒顺粒
,

与 R eu ss
,
U

. 〔 . ’
和吴

城
【名 ’的报道相似

。

但是所见到病毒样顺粒较小
,

直径均 15 ~ 20 奄微米
。

接毒后 1 6小时
,

石蜡切片样品在光镜下观察
,

开始看到肝组织局部毛细血管充血
,

开
窦出现淋巴细胞浸润

。

而超薄切片样品在电镜下观察
,

也开始看到有病毒样顺粒出现
。

忿
可能是病毒在肝细胞中增殖 ( 复制 )

,

病毒颖粒释出细胞外
,

产生炎症反应
,

导致淋巴细胞在

肝窦的出现
,

说明光镜下发现淋巴细胞出现与电镜下看到病毒样顺粒两种情况之间是有耽

系的
。

石蜡切片样品光镜下观察
,

从接毒后 1 6小时起直至鸡胚死亡
,

可 以看到肝组织发生一
系列的病理变化

,

而脑组织只是在接毒 3 1小时后
,

才出现大脑脑软膜淋巴细胞浸润
,

大底
毛细血管充血的病理变化

。

超薄切片样品电镜下观察
,

同样从接毒后至鸡胚死亡
,

肝组级
明显地出现一系列病理变化

,

并可看到病毒在肝细胞中繁殖 ( 复制 )
。

而脑组织也只是在
.

接毒 3 1小时后
,

才开始出现病理变化
。

说明肝脏是 D H v 侵害的靶器官
,

病 毒在 肝细胞巾

繁殖 ( 复制 )
。

而脑组织只是在感染后期才受到一定程度的病理损伤
。

石蜡切片样品光镜下的观察结果与R a 。 ` ’ )和 iF t gz
o r ia d ` 心 )等人所报道的相似

。

但是
,

由于不同D H v 毒株对鸡胚的毒力有所不同
,

各种病变开始出现的时间有 所 差 异
。

本试脸
中没有发现异嗜性细胞浸润

,

也没有发现胆管增生现象
。

但发现大脑脑软膜淋巴细胞浸润

和红细胞渗出
。

大脑毛细血管扩张充血
。

说明在感染后期脑膜发生炎症变化
。

而电镜下昨
观察结果也显示感染后期脑神经细胞发生了病理损害

。

根据超薄切片样品观察结果提示病毒的脱壳可能是在泡囊样结构中进行的
。

在病毒份
染循环的早期

,

病毒顺粒可能积累在泡囊中
,

其中有一些通过小管与细胞外界相连
,

病毒
.

可能通过这些小管释出
,

因此
, D H v 可能通过两种机制从侵染细胞中释放出来

,

一种是上
面假设 的在一长段时间内通过小管的释放

,

另一种是从死亡细胞最终破裂释放出来
。

脊徒
灰白质炎病毒可能也是通过这两种机制释出绍胞外的

〔吕 ’ 。

结 论

应用免疫电镜技术可以观察到 O H 的形态
,

病毒顺粒呈球形
,

直径 约 为 15 ~ 20 毫微
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米
。

’
D H’.

,

接种鸡屁引起的肩理变化的观察结果表明
,

肝和脑在接毒后 的 不 同时间分别 出

现各种病理变化
。

石蜡切片样品可见肝窦充血出血
,

淋巴细胞浸润
。

肝细胞变性和坏死
。

大脑脑软膜淋巴细胞浸润和红细胞渗出
,

大脑毛细血管充血
.

超薄切片样品可见肝细胞间隙

出现多 t 泡囊样物
。

肝细胞胞浆中出现电子密度很高的顺粒状物和空泡
。

核固缩
,

核膜皱

曲
,

破裂
。

细胞膜裂开
。

在感染后期
,

脑神经细胞的核膜和细胞膜也破裂
。

肝脏是D H v 侵害的靶器官
。

在肝组织的狄斯隙和肝细胞胞浆中的泡囊内可见病毒样顺粒
。
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图版

1
.

D H v 顺粒的电镜照片
。

x 3 0 0
,

0 0 0

2
.

局部肝窦充血出血 ( 叫 )
,

并有淋巴细胞浸润
、

( 司 )
。

x 50

3
.

肝局部形成渐进性坏死灶 ( 司 )
。

其中肝细胞索结构模糊
,

细胞着色变淡
,

有些细

胞核或整个细胞溶解
。

病灶周围淋巴细胞浸润 ( 叫 )
。

x 50

4
.

大脑脑软膜淋巴细胞浸润和红细胞渗出
。 x 100
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