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重组人干扰素仪一2b鼻腔喷雾剂预防治疗
恒河猴感染SARS—CoV的试验研究

高虹张丽兰魏强段招军 涂新明 喻志爱 邓巍张利萍鲍琳琳

张滨佟巍侯云德张兵林黄澜秦川

【摘要】 目的 评价重组人干扰素仪一2b鼻腔喷雾剂对恒河猴感染sARs-coV的预防治疗作用。

方法采用鼻腔喷雾法(剂量为60万单位／鼻孔)研究了重组人干扰素仅-2b鼻腔喷雾剂对感染

SARs-CoV的恒河猴预防治疗效果。结果试验组(5只)和对照组(5只)相同时间检测的咽拭子等

标本中，Real．time PCR检测和病毒分离均未检出病毒。攻毒后病毒导致机体产生的中和抗体和IgG

抗体的反应也较对照组弱。血液学指标检测结果表明试验组动物攻毒后各项指标较试验前比较没有

显著性改变；病理结果显示试验组2只恒河猴肺组织形态基本正常，其余3只猴有肺问质性炎，表现

肺间隔增厚、单核样细胞为主的炎细胞浸润，其中1只增厚的肺间隔有局灶相互融合，这3只猴肺部

病变与对照组的病变表现相似，且病变累及范围较对照组小；其他各受检脏器均未见明显异常。结论

重组人干扰素0【．2b鼻腔喷雾剂可以有效阻断或减弱sARS—CoV对恒河猴的感染。

【主题词】 干扰素0【；严重急性呼吸综合征；冠状病毒科；预防卫生服务；治疗结果
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【Abstract】 objective To study the preventive and therapeutic effects of recombinant IFN一仪2b for

naLsal spmv on SARS．CoV infection in肘hcoc8 m“ZⅡ船(rhesus monkev)．M．ethods Ten rhesus monkeys

were divided into two groups，5 in inteIfemn group，and 5 in control gmup． Before and after SARS—CoV

attack，the virus was detected in s踟ples such as pharyngeal swab in aU the two gmups by Real一time PCR

(RT—PCR)and vims isolation was pe血瑚ed．Reslllts 蛳er vims attack，the level of SARS-CoV—specific

IgG and neutralizing antibody were induced by SARS—CoV in the inted’emn group was weaker than in control

gmup． Hematology items showed no apparent changes after vims attack in tI℃ated group． ThI_ough

path0109ical examination， the mo叩hology of the lung tissues of two Macaques in the treated gmup was

nomal。while the other three displayed the interstitiaI pneumonia with the thickened septum and infiltIation

with mononuclear cell s． Among which，one monkey showed part of thickened septum fhsed with each other．

These lesions in the inted'eron treated animals were similar to those seen in the animals in contml舯up，but
with smaller sc叩e of patholo西cal changes． No signmcant abnonIlity was detected in other organs．

ConcluSion Recombinant IFN。仪，h could e艉ctively interdict or weaken SARS．CoV iniury in monkeys．

【Key words】 Inted’eron alfa； severe acute respiratory syndmme； comnaviridae； Preventive

health senrices：Treatment outcome
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．论著．

SARS是由冠状病毒亚型变种(sARS-CoV)引

起的呼吸系统疾病，以肺部感染病变为主要特征。

SARS病死者尸检病理主要特征表现在肺部出血，

问质性肺炎，肺泡增厚等¨引。SARs主要感染成年

人，且感染sARs老年人的病死率高。由于这种新

生疾病具有快速传播、死亡率高、宿主动物不清，且
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缺乏有效治疗方法，所以仍然对全球人类健康构成

很大威胁。世界各国仍在积极筛选、研制防治sARs

的药物或疫苗。恒河猴是目前普遍使用的SARS动

物模型Ho，重组人干扰素o【一2b鼻腔喷雾剂对恒河猴

感染SARS．CoV有很好的预防治疗作用，现将研究

结果报道如下。

1材料和方法

1．1动物SPF级恒河猴，中国医学科学院医学生

物学研究所提供(滇实动证第2003006)，体重2．4～

4．2 kg，3周龄，5只／组，雌雄兼用。猴饲养在BSL一

Ⅲ实验室[许可证号：sYx(京)2003川)04]内，负压

隔离器，压差一20 Pa，温度(20±1)℃，换气次数为

14～17次／h，水料自取。试验前动物适应1周，选

择正常、健康、雌性无孕的猴作为受试动物。

1．2病毒株PuMCol株，中国医学科学院实验动

物研究所提供，病毒滴度为5．08LgTCID卯／ml，

一80℃保存。

1．3 仪器 Roche Real一time PCR(RT—PCR)仪

(Li曲tCycler)。

1．4实验方法10只猴随机分为2组，5只／组，分

为试验组(重组人干扰素d-2b鼻腔喷雾剂)和对照

组(空白干扰素)。共给予10次受试物，分别为攻

毒前19和l h，攻毒后7、23、31、47、55、71、95和119

h。经鼻吸人重组人干扰素仪-2b，O．4 mL／只(60万

单位／鼻孔)。攻毒后2～8天每天取咽拭子做Real．

time PCR检测；攻毒后2、5、7天取咽拭子和血浆作

病毒分离；3、7、11、15、19、23和27天取血测血常

规、血生化和血凝指标；攻毒后11、19和27天取血

测IgG；19、27天取血测中和抗体。攻毒后27天动

物安乐死，大体解剖，主要脏器进行病理学检查。

1．5病毒分离方法

1．5．1 血浆：取．抗凝血l ml，3000 r／min离心20

min，分离血浆，接种于长成单层Vreo细胞的24孔

培养板上。标本接种培养板2孔／份，血浆100斗l

加于每孔并补充400斗l的维持液后放37℃CO：孵

箱培养；吸附1 h后，取出24孔板，吸出标本液，用

PBS(加2％双抗)洗两遍，后加DMEM维持液补至2

ml，置37℃C0：培养箱培养，连续观察7～10 d。将

标本盲传3代，观察结果。

1．5．2组织：取组织标本O．5 cm3剪成细小的碎块，

加DMEM液(含2％双抗)于1 ml研磨器中，研磨后

吸出匀浆液加于1．5 IIll离心管。6000 r／min，离心

10 min，取上清。将上清分别接种于生长单层Vero

细胞的24孔板内，2孔／份；100一／孔，并加400斗l

维持液。37℃C0：孵箱吸附1 h。吸出液体后用

PBS(加2％双抗)洗两遍后加DMEM液补至2 IIll，

37℃孵箱培养5—7 d，观察细胞病变。将第一代上

清接种于Vero细胞传代，盲传3代，进行病毒鉴定。

1．6组织病理学方法取安乐死猴肺、心、肝、脾、

肾等组织做病理学检查，10％中性甲醛固定；组织经

修块，常规梯度乙醇脱水，石蜡包埋，切片厚度8～

10斗m，苏木素伊红(HE)染色，光镜下检查。

1．7 RT-PCR方法 用RT—PCR检测SARS-C“

核酸(RNA)，在SARS—CoV接种恒河猴后1～8天每

天收集咽拭子，以核酸自动分离纯化系统MagNA

Pure LC TotaLl Nueleic Acid Isolation 硒t

(C at．No．3264793)从200山样本中提取总核酸，在

BSL一Ⅲ实验室内操作。用Li曲tCycler SARS—CoV

Quanti矗cation Kit(Cat．No．03604438)进行RT—

PCR。具体方法：核酸自动分离纯化系统从200斗l

样本中提取总核酸，取5一核酸液加入LightCycler

SARS—CoV Reaction Mix 7．5斗l，Mn(0Ac)21．1¨l，

LightCycler SARS—CoV Detection Mix 2 斗l，

Li曲tCycler SARS-CoV Intemal Contral RNA 0．5“l，

H20 3．9¨l。按以下条件进行RT—PCR反应：61℃
20 min，95℃30 s，95℃5 s，55℃15 s，72℃10 s，

45个循环。同时设定阳、阴性对照及5个标准品。

结果判定：阳性对照、阴性对照结果正确则实验成

立，根据标准品得出样本的拷贝数。

2结果

2．1一般状态的观察对照组猴攻毒后1～2天体

温一过性升高，第3天全部猴出现精神欠佳、活动减

少、摄食量减少，3只猴出现呼吸短促等临床症状。

到攻毒第7天有所缓解。干扰素试验组猴未见

异常。

2．2 中和抗体动物攻毒后19天，试验组猴中和

抗体水平很低，为1：5—1：10，几何均数(GMT)为

7．6，与对照组比较差异有统计学意义，P<O．01；对

照组猴中和抗体滴度为1：20～1：80，GMT为

45．9。攻毒组猴中和抗体仍然处于低水平，滴度为

1：5～1：10，GMT为10．0，与对照组比较差异有统

计学意义，P<0．05；对照组中和抗体滴度为1：10

～1：80，GMT为40．0。

2．3 IgG检测试验组猴从攻毒后15～27天，产
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生低水平抗体或未有抗体产生；此期间对照组猴产

生较高抗体，并持续到27天安乐死。

2．4实时定量RT-PCR检测 对照组全部猴咽

拭子均检出了sARs-coV，持续时问为攻毒后2—8

天。试验组猴咽拭子未检出病毒。拷贝数目见

表1。

2．5病毒分离对照组猴咽拭子攻毒后2天3只

(1～3)为阳性，5天1只(1号)为阳性，7天2只

(1、3号)为阳性。试验组猴咽拭子和所有猴血浆均

为阴性。

2．6血液学指标试验组猴血常规、血生化、血凝

指标等检测结果表明，攻毒后各项指标较试验前比

较没有显著性改变；对照组猴攻毒后ALT(丙氨酸

氨基转移酶)、AST(天冬氨酸氨基转移酶)、CK(肌

酸激酶)、UREA(尿素氮)、ALP(碱性磷酸酶)与试

验前比较差异有统计学意义，P<O．05。

2．7脏器系数试验组与对照组比较，未见显著性

改变。

2．8大体解剖对照组解剖的2只猴肺脏为灰白

色，有大面积出血，肺脏与胸壁有粘连；试验组5只

猴肺脏为粉色，4只猴肺脏有少量出血，其中1只猴

肺脏与胸壁有粘连。

2．9组织病理对照组猴1、2号有肺间质性炎，其

中2号病变范围较1号广，表现为以肺间隔增厚、单

核样细胞为主的炎细胞浸润为主要特征的肺部病

变，病变较单一；其他各受检脏器均未见明显异常。

试验组猴7、10号肺组织形态基本正常，6、8、9号有

肺间质性炎，表现为以肺间隔增厚、单核样细胞为主

的炎细胞浸润为主要特征的肺部病变，病变较单一，

9号增厚的肺间隔有局灶相互融合，6、8、9号肺部病

变与对照组的病变表现一致，而病变累及范围较模

型组小；其他各受检脏器均未见明显异常(图1)。

3讨论

重组人干扰素0【．2b具有广谱抗病毒、抗肿瘤、

抑制细胞增殖以及提高免疫功能等作用。干扰素与

细胞表面受体结合，诱导细胞产生多种抗病毒蛋白，

抑制病毒在细胞内繁殖，提高免疫功能包括增强巨

噬细胞的吞噬功能，增强淋巴细胞对靶细胞的细胞

毒性和天然杀伤性细胞的功能。

SARS．CoV的病毒复制部位主要在下呼吸道，

可造成弥漫陛肺泡破坏。试验组猴的咽拭子没有发

现病毒，而对照组猴的咽拭子有病毒存在，并停留最

长达8天，这与0sterhausL51的试验结果一致。这种

现象说明对感染sARs的恒河猴以干扰素仅-2b作

预防性处置可以显著减少病毒的复制和分泌。2004

年3月1日，《自然》杂志发表了一篇短评及学术论

文，得出的结果也与本研究相似，称干扰素-仅可能

有助于防治SARs，缓解被感染猴的症状，使它们的

传染性降低∞J。

中和抗体和IgG结果表明，重组人干扰素d-2b

鼻腔喷雾剂有效抑制了病毒的感染和复制，导致机

体产生的中和抗体和IgG抗体的水平较低，对照组

猴没有干扰素的保护，病毒感染机体后，在体内大量

复制，诱导产生高滴度的中和抗体和IgG抗体，证实

病毒感染。血液学指标检测结果表明，试验组猴攻

毒后各项指标较试验前比较没有显著性改变；临床

观察无不良反应。

SARS患者病理学早期改变可见肺脏较弥漫的

急性渗出性及急性出血性炎症，局部炎症反应细胞

主要为单核细胞积聚，上皮细胞脱落，晚期肺间质性

炎，表现为以肺间隔增厚、单核样细胞为主的炎细胞

浸润为主要特征的肺部病变¨⋯。对照组猴出现以

肺间隔增厚、单核样细胞为主的炎细胞浸润为主要

特征的肺部病变，并出现了拟人病变。试验组部分

猴(3／5)出现了肺问质性炎，病变累及范围较对照

组小，说明重组人干扰素o【-2b鼻腔喷雾剂可以有效

阻断或减弱SARS—CoV对恒河猴的感染，对恒河猴

有保护作用。

表1对照组动物实时定量RT—PCR结果

Tab．1 The result of Real．time PCR for contml animals
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2003年加拿大科学家曾在小范围sARS患者身

上使用干扰素，结果表明患者肺部阴影大大改

善"j。我国的第一个预防SARs的药物干扰素d-2b

也在2004年4月24日通过“绿色通道”进入了临床

实验阶段。这标志着该药物用于治疗sARs的前景

是光明的。

(本文图l～6。见插图3．1页)
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医用三氧治疗慢性乙型肝炎临床报道

焦秀娟彭勋

医用三氧治疗经过一个多世纪的发展和完善后，目前

已经成为某些代谢性、感染性和自身免疫性疾病的首选或是

辅助治疗方法。我们应用医用三氧成功地治疗了许多患者，

现将两例慢性乙型肝炎病例总结如下。

1对象和方法

对象：病例l：患者xxx，男性，49岁，HBsAg阳性16年，

间断乏力、纳差4年，加重20 d后入院。该患者无乙肝家族

史，既往未用过抗病毒药物治疗。人院后化验结果显示：肝

功能ALT 599 U／L，AST 636 u／L，GGT 244 U／L，CHE 4894

U／L，TBfL 90．7 mm彬L，DBjL 42．3瑚m彬L，TP 72 g／L，ALB

40 g／L，A／G 1．3；HBV-M显示HBsAg、抗一Hbe、抗-HBc阳性，

HBV DNA(PCR)2．96×105copies／ml，入院后予以常规护肝、

降酶、退黄治疗，同时予以医用三氧治疗。

病例2：患者xxx，女性，45岁，HBsAg阳性17年，间断

乏力、纳差4年，肝功异常1个月后入院。患者自发病以来，

未进行过抗病毒治疗，仅当肝功能异常时予以一般护肝、降

酶治疗。入院时化验结果示：肝功能ALT 110 u／L，AsT 108

U／L．GGT 35 U／L．CHE 8730 U／L，TBIL 15．5 mmoL／L，DBIL

2．0 mmoL／L，TP 79 g／L，ALB 43昏／L，A／G 1．2；HBV—M显示

HBsAg、抗一HBc阳性，HBV DNA(PCR)1．69×10。copies／ml。

入院后予以甘利欣、阿拓莫兰等治疗，同时予以医用三氧
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治疗。

方法：三氧治疗：每周3次，包括：①基本自血疗法：抽出

患者静脉血50 IIll然后与50 ml一定浓度的三氧混合后，再

回输到患者体内，医用三氧的浓度由20斗∥ml逐次渐增到

40¨g／Inl。②直肠注气法：直肠内直接灌入浓度为20斗g／ml

的医用三氧。HBV标志物检测采用ELIsA法，HBV DNA定

量检测采用荧光PCR法，结果<1×103 copies／ml为阴性。

2结果

2．1生化指标病例1的ALT、AsT、GGT、CHE和TBIL治

疗前是36 U／L、38 U／L、186 U／L、5373 U／L、11．9 mmoL／L。

病例2的ALT和AST治疗前后是36 u／L、38 U／L。

2．2 HBV标志物 病例2治疗前为HBsAg、抗一HBc阳性，

治疗26次后转为HBs舷、抗一Hbe、抗-HBc阳性。

2．3 HBV DNA 病例l治疗前HBV DNA定量为2．96×

105 copies／ml，治疗9次后转阴。病例2治疗前HBVDNA定

量为1．69×106 copies／ml，治疗37次后转阴。

3讨论

医用三氧可以激活人体免疫细胞的活性，增加细胞因子

的释放，从而增强机体的免疫能力。Bocci等的研究表明，三

氧治疗后可以促进机体释放干扰素、白介素、粒细胞集落刺

激因子等。这两例患者的疗效证实了医用三氧对乙肝患者

的护肝、降酶及抗病毒的作用，我们将继续随访所有患者的

转归，并扩大研究以进一步证实医用三氧的疗效。

(收稿日期：2005J05．27)
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