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SARS患者7年随访血清抗体变化规律
及胃肠道免疫组化研究

石玉玲李林海孙朝晖 陈建芸廖扬 曾兰兰张伟 陈晓东 曹诚
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·实验室研究·

【摘要】 目的连续7年随访严重急性呼吸综合征(sARS)患者血清特异性IgM、IgG及N蛋

白抗体滴度变化，应用胃肠镜观察胃肠道的病理改变并进行免疫组织化学研究。方法应用免疫

荧光(IFA)和双抗原夹心ELISA方法，对SARS患者发病1年后采用每隔1年检测一次血清SARS

病毒(SARS．CoV)特异性IgM、IgG及N蛋白抗体滴度；用抗SARS．CoV N蛋白单克隆抗体对

SARS恢复期患者胃肠道组织进行免疫组化研究。结果14例SARS患者特异性IgG抗体1年后

平均滴度为1／71(95％CI：1／58～1／85)，连续追踪7年呈下降趋势，7年后大部分患者IgG抗体滴度

消失，特异性IgM抗体1年后消失，N蛋白抗体1年后平均滴度为1／146(95％c，：1／122—1／171)。与

IgC抗体变化同时呈下降趋势。7年后其中9例患者检测N蛋白抗体全部为阴性，另5例临床症状

较重的患者，N蛋白抗体仍检测阳性，其中3例N蛋白抗体滴度维持在1／156～1／210之间，2例N蛋

白抗体滴度接近正常。该5例患者行胃肠镜检测和细胞免疫组化试验，血中N蛋白抗体检测阳性

的3例患者胃组织黏液腺上皮细胞免疫组化呈阳性表达，大部呈胞浆着色。其中1例患者在肠组

织浆液柱状上皮及间质细胞亦有表达，另2例血清N蛋白抗体检测接近正常的患者，细胞免疫组

化为阴性。5例患者病理活检：1例明确诊断为“胃印戒细胞癌并直肠多发转移”、1例“胃息肉”、1

例“浅表性胃窦炎”，其余2例正常。结论SARS患者血清特异性IgM、IgG、N蛋白抗体在恢复期

呈下降趋势，7年后大部分消失；N蛋白抗体变化规律与病情轻重程度有关。
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【Abstract】0bjective To study the change of special antibodies titer I掣3，IgM and

nucleocaspid to SARS coronavirus(CoV)and observing the expression of stomach and enteric

involvement on SARS．CoV infection by monoclonal antibody against N protein of SARS-CoV in the

7-year recovery period among family clustering cases of severe acute respiratory syndrome．nethods

Special antibody titer to SARS．CoV of 14 patients from 5 different families and their 10 kinfolks

continuously tested by IFA and antigen．capturing ELISA methods．Samples were taken in the l。一70

year periods after SARS patients infected by SARS．CoV．being diluted and measured on it titers of

three kinds of antibodies．Immunochemical staining with monoclonal antibody(mAh)against N

protein of SARS．CoV was used to determine the stomach and enteric tissues among5 SARS patients
wi幽their nucleocaspid antibody titer ascended obviously after V-74 year．Results、枷ell testing the

IgG antibodytiterofthe 14 SARS patientsbyIFAmethod．the averagetiterwas l／71(95％Cl：1／58—1／

85)in the l。year，but began to descend in the following years，and the IgG antibody of the most
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SARS patients disappeared in the严year．Regarding the IgM titer．it disappeared in most oftbe SARS

patients 1 year later．11"average value of nucleocaspid antibody titer was 1／146(95％C／：1／122—1／

171)in the l“year，and it descended as the IgG antibody titer did．In 5 cases，differences appeared．

The nucleocaspid antibodY titer was between 1／156 and 1／210 in 3 cases，and 2 cases were normal。

Immunochemical staining with mAb against N ptotein of SARS．CoV Was identified in the stomach

and enteric tissues of 5 SARS patients with the nucleocaspid antibody titer increased

significantly．1L矿year later．The five patients were detected by gastroscopy detection and cell

inummohistochernistry test．3 cases showed N protein antibody positive in the serum，and positive

immanohistochemical expression in most of the cytoplasm in the gastric tissue mucous gland

epithelial cells．1 case also expressed in the intestinal tissue slurry columnar epithelium and

interstitial cells．111e other two cases showed negative on both serum N protein antibody and

immunohistochemical expression．The biopsy results of the 5 pailents were as foUows：1 case

diagnosed勰“signet-ring cell carcinoma of the stomach and rectulm multiple transfer”．1 case of

gastric polyp，l case of superficiai antral gastritis and 2 cases were normal．Conclusion By testing

the special IgG，IgM，nucleocaspid antibody to SARS—CoV of the 14 family clustering cases，we

found that mey a11 decreased in the 74 year．and most of them disappeared．The nucleocaspid antibody
titer Was related to pathogenetic condition．SARS．CoV was proved to be still present in stomach and

enteric tissues of SARS patients with the nucleocaspid antibody titer increased significantly after the

7“year．

【Key words】SARS—coronavirus；N protein；Monoclonal antibody；Immunochemical staining

严重急性呼吸综合征(SARS)作为一种新出现

的跨地区、跨国界传播的病毒性疾病n矗1，其发病原

理及传染途径仍需深入研究。为进一步了解SARS

感染的流行病学特点及探讨其传染途径和发病机

制，本研究对14例SARS家庭聚集性患者血清特异

性抗体进行连续7年的观察，对随访期间N蛋白抗

体一直处于高水平的5例恢复期患者进行重点追

踪，用胃肠镜检测观察患者胃肠道的病理改变并进

行免疫组化研究。

对象与方法

1．研究对象：2003年2月15日至2009年9月26

日在广州市对出现2例及以上SARS病例家庭，共收

集14例病例(不含死亡4例)，涉及5户家庭，其中发

生2例病例的有3户，发生5例病例的1户，发生7例

病例的1户。潜伏期3～10 d。男性患者8例、女性

患者6例，年龄22—73岁，平均年龄45岁。以上临

床确诊病例均有明确的SAltS病例接触史，其中3例

因其他疾病在医院住院，另ll例是到医院探望和照

顾患者。14例SARS恢复期患者7年后肺部体检均

正常。

2．病历资料：

[病例A] 男性47岁，于2003年2月17日发

热、咳嗽，19日症状加重入住广州军区广州总医院，

20日出现腹泻，人院诊断为“非典型性肺炎”，70 d后

治愈出院；该病例又于2009年6月13日以腹泻原因

待查人院，检查有慢性肠炎、肺间质纤维化等病史，

16日在消化内科行电子胃、十二指肠及结肠镜检

查，结合胃肠镜病理活检结果，确诊为“胃印戒细胞

癌(Borrmann’IV型)并腹腔、直肠、乙状结肠多发转

移”；8月16日抗N蛋白抗体检测阳性，抗体滴度为

1／201，SARS．CoV N蛋白免疫组化在胃底黏液腺上

皮细胞、直肠浆液柱状上皮细胞、间质细胞呈阳性表

达，癌细胞未着色。

[病例B]女性58岁，于2003年3月9日因“发

热伴腹泻”入广州市第八医院，诊断为“非典型性肺

炎”，x线片显示“肺部感染”，33 d治愈出院，但出现

左侧股骨头坏死；2009年9月抗N蛋白抗体检测阳

性滴度为1／160，胃镜病理检查“胃体黏膜显慢性炎

症，腺体呈息肉样增生”。SARS—CoVN蛋白免疫组

化在胃黏液腺上皮细胞呈阳性表达。

[病例C]男性36岁，2003年2月20日因“发

热”人广州军区广州总医院治疗，诊断为“非典型性

肺炎”，16 d治愈出院；2009年8月检测抗体滴度1／

110，胃镜病理检查“浅表性胃窦炎”，SARS．CoV N

蛋白免疫组化在胃黏液腺上皮细胞呈阳性表达。

另2例SARS恢复期患者2009年9月检测抗N

蛋白抗体恢复正常为1／20，胃镜病理检查未见异常，

SARS．CoVN蛋白免疫组化试验为阴性。

3．检测方法：

(1)标本采集：14例SARS家庭聚集性感染者血

清来自广州地区5户家庭的长期追踪，1年后恢复期

每年采集血样l～2次，连续监测7年。5例7年后N

蛋白抗体检测阳性的SARS恢复期患者于追踪第7

年行胃肠镜取活检组织做SARS—CoVN蛋白免疫组

化试验。同时设置空白对照(加PBS代替一抗)和阴

性对照(正常人胃、肠组织切片及普通胃癌、肠癌患

者病理切片)。
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(2)sARS特异性IgG、IgM抗体检测：采用间接

免疫荧光法(IFA)，试剂盒由军事医学科学院微生物

流行病研究所提供担1，批号：20030006。将患者血清

56℃30min灭活，分别做1：10、20、40、80、160、320、

640、1280、2560倍比稀释，稀释后取20¨1分别滴在

抗原片不同孔内，每张抗原片同时设阳性和阴性对

照。同时检测10份未发病者血清、20份健康体检者

血清、10份非SARS患者血清作为对照组。将抗原

片置于37℃120 min结合，然后加入抗人免疫球蛋

白IgM或IgG荧光抗体，进行染色并在荧光显微镜

下观察荧光图像及强度，根据染色形态和荧光强度

进行结果判定，抗体强度+～廿什为阳性，抗体强

度一。±计为阴性。以最高抗体滴度的阳性结果值

为计算值。

(3)N蛋白抗体滴度检测：采用双抗原夹心

ELISA方法，试剂盒由华美生物工程公司和军事医

学科学院生物工程研究所共同研制n1。将患者血清

分别按上述倍比稀释，稀释后取50¨l加入包被有

SARS．CoVN蛋白的酶联孔中，37。C孵育30 min，洗

板5次后，加入酶标抗原100 pl，37 oC孵育30 min，

洗板同上。用TMB显色加入终止液后450 nln波长

测定吸光度(A)值，阴性、阳性和被检样品的A值即

为计算值，临界值(cut off值)=0．10+0．5×阴性对

照均值。被检样品的A值大于临界值判为SARS．

CoVN抗体阳性反应，小于临界值判为阴性反应。

每份标本重复测定2次，其结果均一致。同时检测

10份患者亲属血清，并取健康体检者血清20份、非

SARS患者血清10份作为对照组。

(4)SARs．CoV N蛋白单克隆抗体免疫组织化

学染色：抗SARS．CoVN蛋白单克隆抗体由军事医

学科学院生物工程研究所提供¨】，SARS恢复期患

者及对照组病例石蜡切片由广州军区广州总医院病

理科制备；快捷免疫组化MaxVisionTM试剂盒(雕

兔)购自福州迈新生物技术开发有限公司；其他用化

学试剂为国产或进口分析纯。采用二步法免疫组

化检测：枸橼酸盐缓冲液抗原热修复，N蛋白单克

隆抗体(1：100)4 oC过夜，即用型MaxVisionTM试剂

37℃15 min，DAB显色，期间每步均用PBS洗脱

3×3 min，其他步骤按常规操作。加PBS代替一抗

为空白对照，正常胃、肠组织和非SARS病例胃癌、

肠癌组织切片为阴性对照。染色评价标准：无着色

者(一)，阳性细胞数<25％为(+)，阳性细胞数≥

25％为(抖)，阳性细胞数≥50％为(卅)。

4．统计学分析：统计学分析采用SPSS 11．0软

件，抗体滴度的曲线图采用几何均数表示。

结 果

1．SARS特异性抗体IFA检测：14例SARS患

者1年后特异性抗体IgG平均滴度为1／71(95％CI：

1／58—1／85)，IgM基本消失。同时分别检测10例未

发病家属成员、10例非SARS住院患者、20例健康体

检者血清，其特异性IgG、IgM抗体全部为阴性。应

用IFA法连续7年检测14例SARS患者血清特异性

IgM、IgG抗体消失(图1)。
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注：N蛋白1显示9例患者滴度，N蛋白2显示5例患者滴度

图1 14例SARS患者1—7年特异性IgM、IgG、

N蛋白抗体滴度变化

2．SARS．CoV N蛋白抗体检测：14例SARS

患者1年后N蛋白抗体平均滴度为1／146(95％CI：

1／122。1／171)，与IgG抗体变化同时呈下降趋势。

但其中5例临床症状较重的患者，连续追踪7年N蛋

白抗体仍检测阳性，有3例患者N蛋白抗体滴度维

持在1／156。1／210之间，2例患者N蛋白抗体滴度接

近正常。检测10例未发病家属、10例非SAILS住院

患者、20例健康体检者特异性抗N蛋白抗体全部为

阴性(A值0．03～O．07)。SARS—CoVN蛋白抗体变

化规律见图l。

3．胃肠组织病理及免疫组化：

[病例A] 胃组织HE染色镜检可见胃黏液腺

上皮细胞、异型癌细胞、退变坏死细胞；慢性炎细胞

改变；胃组织SARS—CoV N单克隆抗体试验显示：胃

黏液腺上皮细胞呈阳性表达，上皮细胞着色为黄褐

色以胞浆着色为主(图2A)；同一组织中可观察到单

-核细胞、淋巴细胞、巨噬细胞呈强阳性表达，胞浆及

部分胞核均着色呈聚集分布，癌细胞未见着色(图

2B)；肠组织HE染色镜检可见癌细胞、肠黏液腺上

皮细胞；免疫组化试验显示肠黏液腺上皮细胞呈阳

性表达，胞浆明显着色呈棕黄色，癌细胞未见着色

(图2C)。

[病例B] 胃组织HE染色镜检可见胃黏液腺
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图2 3例SARS恢复期患者胃肠组织病理和免疫组化染色(HE，200X)

上皮细胞增生；胃组织SARS．CoV N单克隆抗体试

验湿示：胃黏液腺上皮细胞呈强阳性表达，上皮细胞

着色为黄褐色以胞浆着色为主(图2D)。

[病例c] 胃组织HE染色镜检可见胃黏液腺

上皮细胞及柱状上皮细胞，未见特征性病理学改变；

胃组织SARS．CoV N单克隆抗体试验显示：胃黏液

腺上皮细胞及柱状上皮细胞呈强阳性表达，着色为

黄褐色以胞浆着色为主(图2E)。

另外2例SARS恢复期患者胃组织HE染色镜检

正常，胃组织SARS—CoV N单克隆抗体试验显示均为

阴性。空白对照和非SARS胃癌患者、非SARS肠癌

患者SARS．CoVN单克隆抗体试验显示均为阴性。

讨 论

2003年2月至2009年9月对SARS感染病例进

行追踪调查，聚集性病例是SARS流行的一个共同

特点b’6j。本研究中14例属于家庭聚集性病例，涉及

5户家庭和3所医院。流行病学接触史是SARS诊

断的重要依据，14例有明确病例接触史，其中9例有

腹泻症状。14例患者发病前1—2周有医院暴露史

和家庭接触史，提示医院暴露史及家庭接触史可能

是聚集性病例发生的高危因素。

血清学调查结果显示，IFA和双抗原夹心法检

测14例SARS患者血清中3种特异性抗体，IgM类

抗体120 d左右全部消失，IgG类抗体和N蛋白抗体
360 d仍维持在一定水平，呈缓慢下降趋势。在疾病

发展过程中，IgG类抗体滴度始终高于IgM类抗体

滴度。从特异性抗体产生的时间看，IgM类抗体几

乎与IgG类抗体同时出现，而N蛋白抗体出现时间

最早n]。可能与在SARS感染过程中机体免疫功能

状态及免疫细胞对抗原的免疫反应强度有关伯】。免

疫功能损伤可能是造成IgM特异性抗体产生迟缓的

主要原因。部分SARS重症患者恢复后期血清N蛋

白抗体突然升高，提示重症患者N蛋白抗体高峰延

迟出现。本研究显示，N蛋白抗体在SARS患者体

内可长期存在(7年以上)。

本研究对其恢复后期血清N蛋白抗体突然升高

的5例SARS患者，进行连续7年追踪研究。发现其

中3例患者血清N蛋白抗体持续阳性，另2例患者于

2009年N蛋白抗体转阴。对该5例患者进行胃肠镜

检测，取5例胃组织和l例肠组织进行活检，进行

SARS．CoV N单克隆抗体免疫组化研究。3例恢复

期患者血清N蛋白抗体持续阳性(1／156～1／210)，免

疫组化研究显示胃黏液腺上皮细胞、单核细胞、淋巴

细胞、巨噬细胞对SARS．CoV N单克隆抗体免疫组

化呈阳性表达，胞浆及部分胞核均着色，肠组织中肠

黏液腺上皮细胞、浆液柱状上皮细胞、间质细胞呈阳

性表达，主要为胞浆着色，提示胃肠道上皮细胞可能

是SARS．CoV的定植细胞，而癌细胞未见着色。与

早期报道的SARS病例尸检组织表达结果一致归]。2

例血清中N蛋白抗体转阴的患者，胃组织

SARs．CoVN单克隆抗体检测结果均为阴性。对该
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3例血中N蛋白抗体持续阳性、胃肠组织

SARS．CoV N单克隆抗体检测结果呈阳性的SARS

恢复期患者进行病例分析，发现[病例A]诊断为“胃

印戒细胞癌(Borrmann’IV型)并腹腔、直肠、乙状结

肠多发转移”，[病例B]诊断为“胃体黏膜显慢性炎

症，腺体呈息肉样增生”，[病例C]诊断为“浅表性胃

窦炎”。3例都有不同程度的胃组织损伤，且[病例

A]一直存在腹泻症状，这与Leung等¨们研究的早期

SARS患者约20．3％伴有消化道症状及水样腹泻(大

部分呈自限性)一致。在SARS．CoV感染7年之后

血中N蛋白抗体持续阳性、胃肠道组织黏液腺上皮

细胞胞浆内SARS．CoVN蛋白单克隆抗体均呈阳性

表达，预示胃及肠道组织很可能依然存在

SARS．CoV隐性感染。

SARS—CoV的基因组为单股正链RNA，全长约

30 kb，有s、E、M、N等结构蛋白。其中N蛋白是病

毒的重要结构蛋白，包含有422个氨基酸的强碱性

蛋白，参与病毒的包装过程与病毒RNA结合并与M

蛋白相互作用使病毒RNA和N蛋白复合体被包裹

迸病毒核衣壳中，有提供核信号、参与病毒核心的形

成、病毒基因组的复制、转录、翻译，并干扰细胞的正

常生长过程¨¨。本研究以N蛋白为研究重点，应用

免疫组化技术检测SARS恢复期患者胃肠道组织的

SARS．CoV N蛋白。在血清N蛋白抗体持续阳性7

年患者的胃及肠道组织黏液腺上皮细胞胞浆内，发

现SARS．CoV N蛋白单克隆抗体均为阳性，同时在

胃组织中观察到聚集成片的淋巴、单核巨噬细胞内

SARS．CoVN蛋白呈强阳性表达，提示SARS．CoV

可能与淋巴、单核巨噬细胞表面受体结合，从而诱导

淋巴、单核巨噬细胞趋化，对SARS—CoV进行有效清

除。值得注意的是，在较长的时间内，潜伏的

SARS—CoV没有再次引起SARS感染，也未在人群

中传播，这是否因为SARS—CoV在潜伏期毒力减弱，

或者是因为淋巴、单核巨噬细胞趋化使胃肠道存在

的病毒得以杀灭，还有待进一步研究。
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