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摘要:传染性海绵状脑病是由朊病毒引起的人和多种哺乳动物以神经退行性变化为主要特征的一种慢性致死性传染病。引

起这类疾病的病原因子是一种编码宿主蛋白的 PrPC 转变为异常的 PrPSC沉积在大脑, 导致传染性海绵状脑病的发生。本文从临

床症状识别、组织病理学诊断、致病性朊蛋白检测、生物学测定以及毒株鉴定等几个方面作一回顾和总结, 为揭示朊病毒疾病致

病机理和诊断研究提供借鉴。
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ABSTRACT: The transmissible spongiform encephalopathies ( TSEs) , are a group of chronic fatal neurodegenerative diseases in humans

and in a variety of mammalian animals. These prion diseases are associated with the deposition of PrPSc, a disease- specific isoform of the host

- encoded cellular prion protein ( PrPC) , which accumulates in the brain affected with most forms of TSE. This article reviews and summarizes

recent progress in the areas of the recognition of characteristic clinical signs, the diagnoses of histopathology, the detection of diseases- associated

prion protein and the characteristic in biology, distinguish the strain of TSE, and expected it can use for reference of prion pathogenesis and diag-

nostics.
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1  引言
传染性海绵状脑病( TSE) 又叫做朊病毒病, 是由朊病毒

( Prion)引起的人和多种哺乳动物发生的以神经退行性变化为

主要症状的疾病。包括人的库鲁病( Kuru) , 克- 雅氏病( CJD)、

吉斯特曼综合征( GSS)、致死性家族失眠症( FFI)和变异克- 雅

氏病 ( v - CJD) 以及动物的羊痒病 ( Scrapie )、牛海绵状脑病

( BSE)、鹿的慢性消耗性疾病( CWD)、传染性貂脑病( TME)和猫

科动物海绵状脑病( FSE)等。引起这类疾病的病原因子是一

种编码宿主蛋白的 PrPc的空间结构发生变化后由正常的以 A

螺旋为主的结构( PrPc)转变为异常的具有致病性的以 B折叠

为主的结构( PrPSc) ,二者具有相同的氨基酸序列, 仅在三维结

构上不同。自从 1982 年, 由 Prusiner 首次以 Prion 来描述这种

具有感染性的非典型病原后, 在过去的二十多年里, 人们对

Prion 一直进行着深入地研究和探索。

作为海绵状脑病中的痒病已有270多年的发病历史了, 但

一直未引起人的重视,自从英国 1986年爆发疯牛病之后, 疯牛

病曾引起了世界性的恐慌, 可谓/ 谈牛色变0。当研究证明疯

牛病是因为饲喂了含有羊痒病的肉骨粉而感染的, 并且人的 v

- CJD和疯牛病具有相同病原因子之后,TSE曾再次引起人们

的恐慌, Prion 疾病也因此引起人们的高度重视。虽然目前对

Prion疾病已有了比较深刻的了解, 但对它的致病机理还不十

分清楚,还没有有效的治疗措施,快速、敏感、特异性的诊断方

法还有待于进一步研发和探讨。本文针对目前TSE 诊断的研

究进展和存在的问题作一评述。

2  诊断方法研究进展和存在的问题
2. 1  临床症状识别

人和动物的 Prion 疾病都具有一定的临床症状, 对于人类

的 Prion 疾病来说,根据多年来累计的临床经验已经制定了散

发性、医源性和遗传性 CJD的临床症状诊断标准[ 1] , 但是这些

临床诊断标准不适合 v- CJD。v- CJD 病人的早期临床症状

是具有明显的神经病特征, 随后是共济失调、不愿意运动和认

知障碍等[ 2] ,核磁共振检查时脑部具有特征性的信号[ 4] , 但并

不呈现独特的脑电图特征, 也没有散发性 CJD 那样的脑脊液

内 14- 3- 3 蛋白量的变化[ 3] , 而在进行扁桃体活检时却可以
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检测到 PrpSc[5]。瘙痒是痒病自然感染病例的主要临床表现,

但实验性感染 BSE 的羊多呈现出一过性的共济失调, 缺乏瘙

痒症状[ 6]。对于患疯牛病的牛来说, 具有诊断意义的临床症

状是病牛对外部刺激的过度反应。

2. 2 组织病理学诊断

组织病理学诊断是 TSE 传统的诊断方法。动物和人的

TSE 都具有三个显著的非炎症性病理变化:一是在神经系统特

殊解剖部位出现空泡(即海绵状变性) , 这一点具有重要的诊

断价值;二是星状胶质细胞增生;三是大脑淀粉样病变。虽然

人和不同动物的 TSE 病变不完全一样, 但基本上都具有这三

方面的变化。另外, 不同动物的 TSE 还有各自不同的特点。

例如, CJD病人脑质量显著减少、神经毡内呈海绵状变性、神经

元缺失,部分病例老年斑形成; v- CJD病人大脑和小脑海绵状

变性、广泛性的 PrP蛋白沉积、H. E. 染色有鲜红色斑块; 疯牛

病表现为双边对称性神经元空泡化、星形胶质细胞过度肥大、

脑组织中存在淀粉样变;羊痒病除了脑组织具有海绵状变性、

神经元缺失外,金浸染技术常见星形胶质细胞增多[ 7]。

2. 3 PrpSc的检测

一般的病毒或细菌感染性疾病可以通过检测它们与宿主

不同的特异性的蛋白或核酸来确诊, 也可以通过检测机体针

对细菌或病毒特异性抗体反应来确诊。但是对于 TSE 来说,

既检测不到病原特异性的蛋白也检测不到机体对这种病原的

免疫学反应。因此, 直到今天所有 TSE 的检测方法都是以检

测到特征性的 PrpSc作为疾病发生的标志[ 8, 9] ,目前所有的商业

性检测系统都是建立在此基础之上,大约全世界有 50 多家公

司声称已建立了 Prions 的诊断检测方法[10]。由于健康的动物

或人自身表达大量的 PrPc,因此, 检测 PrpSc的检测方法必须能

够区别疾病性的 PrpSc和 PrP蛋白的各种中间体。这也是 PrpSc

检测方法所固有的缺点。但是到目前为止没有一种商品化抗

体只能识别致病性的 PrpSc而不识别正常的 PrPc, 因此欧盟认

定的所有商业检测试剂盒都依赖于应用蛋白水解的方法以去

除内在的正常的 PrP
c
而检测异常的 Prp

Sc
。如果能够找到能区

别PrPc和 PrpSc这种抗体的话,检测的方法将会得到长足的发

展。目前,对于 PrpSc和 PrP c的区别主要依赖于生物化学方法,

例如处理后的溶解性、蛋白酶敏感性、构象的稳定性或者是利

用抗体进行免疫组化的方法。最近发现了可以特异性识别

PrpSc的抗体[11] , 这对 TSE 诊断具有突破性的进展, 有待成为

TSE 新的诊断方法。动物活体诊断是有效预防和控制 TSE 传

播、发展和流行的关键。扁桃体、咽淋巴结等活组织中的 PrpSc

检测解决了这一难题, Safar 等利用此方法进行痒病检测, 结

果,在病羊表现出明显临床症状前的 18 个月就检测出了 PrpSc

阳性[ 12] , 由于处于 TSE 潜伏期病例的活组织中可以检测出

PrpSc,因此更适合进行痒病的流行病学调查和早期诊断。An-

dreoletti等利用 ELISA、免疫组织化学、免疫印迹等方法可以在

病羊出现临床症状前几个月的肌肉中就可以检测到微量的

PrpSc沉积[ 8]。研究发现, v- CJD 病人的淋巴组织内有可以检

测到的 PrpSc,而散发性和遗传性 CJD病人的淋巴组织内检测

不到 PrpSc[ 5] , 因此, 淋巴组织活检是进行 v- CJD确诊的有效

的方法之一,还不适合散发性和遗传性 CJD病人 PrpSc的检测。

Wadsworth 和同事用磷钨酸钠沉淀异常朊蛋白, 用增强化学发

光法检测 v- CJD病人组织中沉积的异常朊蛋白, 结果在扁桃

体、脾和淋巴结中等周围组织中都检测到了异常朊蛋白的沉

积,比脑组织中含量低 104~ 105, 大大提高了敏感度[ 13]。

2. 4  生物学测定

利用特异性的标识物进行 TSE 的诊断时, 只有在 TSE 潜

伏期达到临界点后, 这种标识物才会发生相应的变化,因此这

种借助于外来标识物的方法不适合进行定量的检测, 并且有

时也会出现假阳性。例如,虽然 Prp
Sc
是TSE 感染的良好标识,

但并不是所有具有蛋白酶 K抗性的 PrP 都具有感染性, PrpSc的

各种中间体在传染性上具有很大的差异[ 14- 16]。因此,利用生

物学鉴定的方法检测 Prion 的感染性才是诊断 Prion 疾病真正

的黄金标准。

2. 5  毒株鉴定

我们除了要知道动物和人是否感染了 TSE, 最好还要知道

究竟感染了什么毒株, 这对于追踪疫源、控制和扑灭疫情以及

研究 Prion 不同毒株的生物学特性具有重要意义。TSE 不同毒

株所产生的 PrpSc在生物化学和生物物理学特性上存在明显的

差别;TSE不同毒株所产生的 PrpSc在分子量、糖基化位点以及

糖基化的程度上有所不同; 由于蛋白酶 K的酶切位点的不同,

酶切后的片断在分子量上也有所差异。目前毒株的鉴别是在

特定品系的鼠上进行 TSE 传染性的检测[ 17] , 虽然该方法实施

起来费时、费力 ,但这种方法仍然是目前进行毒株鉴定的最重

要的方法。例如毒株的这些特性首先被用来鉴别与 BSE 有关

的 v- CJD和普通的 CJD。v- CJD 以及其他的与 BSE 相关的

TSE 都表现出 BSE 病原的特征, 并且可以传播给老鼠,在多个

物种中可以传播实验动物的多个世代[ 18]。来自于不同实验动

物的不同 BSE 毒株在晶体结构上表现出相同的特性, 因此可

以证明 BSE只有一个毒株[ 19]。尽管对于TSE 毒株的精确分类

仍然有所争论, 但PrpSc的晶体结构、基因型信息以及与散发性

CJD毒株的比较信息是进行毒株鉴别的重要条件
[ 20,21]

。

3  综合性评价和展望
临床症状识别、组织病理学检查是 TSE 传统的诊断方法,

但是由于不同的动物以及不同的个体表现出来的临床症状和

组织学变化并不一致,并且某些非 Prion 疾病也具有类似的临

床症状和病理组织学变化, 因此要注意和这些疾病相区别。

虽然 PrpSc检测是目前诊断 Prion 疾病的可靠方法, 但是对于某

些 Prion 疾病来说 Prp
Sc
并不是总能检测到的

[22- 24]
, 因此往往

造成假阴性结果。生物学测定应该是 TSE 诊断的金标准, 但

是由于TSE 具有种间屏障, 老鼠对于 TSE 感染的敏感性差异

很大,而且费时费力。目前生前诊断已经取得了一定的突破,

例如,扁桃体活组织的 PrpSc检测, 容易取材的淋巴组织/ 第三

眼睑0的Prp
Sc
检测

[ 25,26]
, 散发性 CJD病人的淋巴组织和肌肉内

痕量 PrpSc的沉积等。Markus 和他的同事利用磷钨酸钠沉淀异

常朊蛋白,通过增强化学发光法检测散发性 CJD病人的周围

组织, 结果三分之一的病人的肌肉和脾脏中有异常朊蛋白

( PrpSc)沉积[27]。毛细电泳的方法已用于血液或尿液中的 PrpSc

的检测[ 28- 33] ,样本采集方便, 更适合活体检查, 因此这些方法

对于诊断和有效的控制人和动物的 TSE 具有更重要的意义。

Shiga等人用Western Blot的方法检测了 15 例CJD病人,结果其

中 11 例尿中 PrpSc呈现阳性[ 34]。N2A成神经瘤细胞系对痒病
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鼠适应株 RML 株的感染性鉴定已经得到了证实[ 35] ,它建立了

采用已知的细胞进行生物学鉴定的基础, 该技术省时, 费用

低,并易于自动化, 提高了效率, 是今后生物学研究和发展的

方向。核磁共振技术 ( MRI)已应由于人的 prion 疾病的诊断,

有望成为评估人类临床 Prion 疾病的有效方法, 甚至可以区分

散发性 CJD和 v- CJD [ 35]。诊断试剂如 S- 100、神经元特异性烯

醇化酶( NSE)、14- 3- 3蛋白等作为生物性标识物具有很大的

发展潜力,已被建议用于 Prion 疾病体液诊断[ 37, 38]。值得注意

的是,用这些诊断试剂作神经退行性疾病诊断的时候, 有时候

会出现假阳性[39]。OCD4、V5B2等是一种 DNA结合蛋白, 能特

异性地与异常朊蛋白相结合, 只与 PrpSc反应, 而不与正常的

PrP c结合, 敏感性是普通诊断用的单克隆抗体的 10 倍以上, 并

且不需要经过蛋白酶K 消化处理,避免了假阴性, 有望成为新

的诊断试剂[40, 41]。

总之,寻找快速、方便、灵敏度高、特异性强的诊断方法特

别是生前诊断和诊断试剂将是今后 TSE 诊断研究的方向和热

点。
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白脱离囊泡, 囊泡上的 v- SNARE( VAMP2/ 3)和细胞膜上的 t

- SNARE ( syntaxin4, SNAP- 23)结合形成复合物。SNAP和NSF

与复合物结合, NSF 起到ATP 酶的作用,促进囊泡膜与细胞膜

的融合[ 6]。现概述一下部分调节蛋白的在这一过程中可能的

作用: VAMP2 钝抑后, 对 GLUT4 的转运无明显影响, 而导入毒

素破坏VAMP2大部分实验又表现为减少 GLUT4 的转位, 这似

有矛盾之处, 这可能是 VAMP2 钝抑有其它蛋白代偿的原因。

Syntaxin4 无论是敲除还是将抗体导入细胞, 都表现为使 GLUT4

转位减少,而过表达则增加 GLUT4 转位,这在转基因鼠中也得

到了证实。SNAP23 是 SNAP25 的异构体, 促进 Syntax in4 和

VAMP2 的相互作用, SNAP23的特定序列突变后丧失了这种促

进能力, 而且过表达这种突变体会抑制 GLUT4 的转位。NSF

和SNAP使 SNARE复合物解离和再循环。VAP- 33 和 Panto-

physin 调节 VAMP2功能。Synip 通过从复合物上解离下来来促

进 syntaxin4与 VAMP2 的结合。Munc18c本身结构改变后调节

syntaxin4 与 SNARE 复合物间的作用。总之, GLUT4 转位的远

端过程是 t- SNARE 和 v- SNARE 相互作用, 多种蛋白次序参

与的一个可调节的复杂的过程。

总之, GLUT4转位的信号途径是个复杂的过程, 关于它的

研究也不是一日能就的。但毫无疑问, 信号系统和 GLUT4 的

膜转运系统的结合已越来越成为研究的兴奋点, 也将是未来

理解GLUT4调控的关键点。
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