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脊髓灰质炎疫苗脑内法猴体神经毒力试验
病理学评价方法的探讨

徐艳峰袁邓摇 巍袁于摇 品袁朱摇 华袁黄摇 澜袁徐玉环袁韩云林袁乔红伟袁秦摇 川

渊中国医学科学院医学实验动物研究所袁卫生部人类疾病比较医学重点实验室袁国家中医药管理局

人类疾病动物模型三级实验室袁新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室袁北京摇 员园园园圆员冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨脊髓灰质炎疫苗脑内法猴体神经毒力试验病理评价方法遥 方法摇 采用恒河猴双侧丘
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后在光镜下观察袁对神经组织病变进行评分袁根据分值对病变严重程度进行判定遥 本研究涉及 员圆 批实验中的

圆源园 动物遥 结果摇 本方法对左右大脑包括针迹在内的不同部位尧中脑尧小脑尧脑桥尧延髓尧颈膨大尧腰膨大进行取

材袁参照脊髓法神经毒力试验病理学评价的半切面评分方法袁对双侧脑干尧颈髓和腰髓的病变进行评价并计分袁
根据平均分值并结合具体病变情况分别判定此 猿 个部位的病变程度遥 本研究中特异性的神经系统病变的发生

率 员缘豫 遥 各型疫苗病变发生率相似袁轻微病变出现的比例最高遥 较严重的病变主要见于芋型疫苗遥 结论 摇 在

脑内法神经毒力试验中袁用半切面评分方法对病变进行评分袁较客观地反映了神经系统病变的情况袁方法简

便易行袁实用性较强袁利于判断标准的统一袁可作为脊髓灰质炎疫苗脑内法神经毒力试验病理学评价方法的
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摇 摇 脊髓灰质炎是一种急性传染病袁传播广泛袁病
原为脊髓灰质炎病毒遥 此病毒常侵犯中枢神经系

统袁损害脊髓前角运动神经细胞袁导致肢体松弛性

麻痹袁多见于儿童袁故又名小儿麻痹症遥 多数人感

染后为轻症袁少数重症患者可发生瘫痪袁甚至因呼

吸尧循环衰竭而死亡遥 目前随着疫苗的广泛接种袁
人类在根除脊髓灰质炎方面已经取得很大进展袁大
多数国家已消除这种疾病遥 但最近报道此疾病在

叙利亚尧乌克兰尧以色列等国家重新流行咱员暂 袁在我国

也有死灰复燃的现象遥 目前包括我国在内的 员源园 多

个国家仍以口服脊髓灰质炎减毒活疫苗作为主要

预防措施袁因疫苗可能会在某些情况下恢复神经毒

性而引起脊髓灰质炎病变袁对其安全性进行恰当评

价是非常重要的工作遥
根据叶中华人民共和国药典渊 三部冤曳 渊圆园员园

年版冤 及 宰匀韵 的相关规定袁目前脊髓灰质炎疫苗

的神经毒性评价需通过猴体神经毒力试验进行袁
主要有两种方法院 脊髓法和脑内法遥 脊髓法需要

将供试品组的病变与同型参考品的病变进行比

较曰脑内法不需与参考品的病变进行比较袁但对手

术操作要求较高袁结果判定中单只猴病变的影响

较大遥 两种方法对于疫苗安全性评价的敏感性基

本是一致的咱圆暂 袁也有报道认为脑内法比脊髓法更

敏感咱猿暂 遥 目前根据药典规定的方法袁脑内法只需

要总体判定每只动物的病变程度袁而未详细规定

具体的判定标准袁因此在不同的机构和人员之间

易造成偏差遥 此试验借鉴脊髓法中的半切面计分

法袁对脑内法的脑干尧颈髓及腰髓等部位的病变进

行评分袁并根据此三个部位的各自的平均分值对

单只动物的病变程度进行判定袁旨在提高病变判

断的准确性和一致性遥

员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物

普通级健康恒河猴袁购自中国医学科学院医学

实验动物研究所北方资源中心揖杂悦载运渊京冤圆园员源 原
园园员员铱遥 年龄 员 耀 猿 周岁袁体重 员郾 苑 噪早 耀 源郾 缘 噪早遥 猴

血清经 员颐 源稀释后证明不含同型别病毒中和抗体袁
猴血清用间接免疫荧光渊阅陨粤冤抗体检查法检查排除

潜在的猴 月 病毒渊月灾冤和无泡沫病毒病渊杂云灾冤遥 猴

结核菌素试验为阴性遥 动物实验在中国医学科学

院医学实验动物新药安全研究评价中心进行

揖杂再载运 渊 京 冤 圆园员园 原 园园猿园铱遥 本文所涉及的动物数

量为 员圆 批实验中的 圆源园 只动物遥
员郾 圆摇 实验仪器及试剂

杂贼燥藻造贼蚤灶早 缘员远园园 型脑立体定位仪渊美国 杂贼燥藻造贼蚤灶早
公司冤袁蕴藻蚤糟葬 粤杂孕猿园园 全自动组织脱水机袁陨灾杂鄄源员园 推

拉式切片机渊日本樱花冤袁杂栽缘园员园 自动染色机渊德国

徕卡冤袁耘郧员员缘园匀 垣 悦 石蜡包埋机渊德国徕卡冤袁月载缘员
光学显微镜渊日本奥林巴斯公司冤遥 苏木素及伊红

染色液购自北京利精细化学品有限公司袁没食子蓝

染料购自上海源叶生物科技有限公司遥
员郾 猿摇 动物实验

使用脑立体定位仪将微量注射器针头插入丘

脑袁在两侧丘脑分别注入 园郾 缘 皂蕴 脊髓灰质炎疫苗样

品袁原倍浓度及 员园 原员浓度各 员园 只遥 注射后 源愿 澡 内

死亡或出现非特异性麻痹症状者剔除不计袁中途死

亡及到期处死动物袁做中枢神经系统病理组织学

检查遥
员郾 源摇 动物解剖及取材

动物在给药 圆员 凿 后袁进行安乐死并解剖遥 完整

取出脑组织及脊髓袁员园豫甲醛溶液充分固定后袁进行

取材遥 取材时首先寻找脑顶叶区注射点袁在注射点
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前后各取一个切面袁以确保取材部位包含针迹遥 取

材部位包括院 额叶尧顶叶尧注射点尧颞叶尧枕叶尧海马尧
基底节尧丘脑渊以上部位左右大脑双侧取材冤尧中脑尧
小脑尧脑桥尧延髓尧颈膨大尧腰膨大遥
员郾 缘摇 切片制作及观察

组织块经梯度酒精脱水袁石蜡包埋袁切片厚度 愿
滋皂 耀员缘 滋皂袁进行 匀耘 染色及没食子蓝染色袁光镜下

检查遥
圆摇 结果

圆郾 员摇 病变发生情况及评价

注院 粤援 轻微病变曰月援 轻度病变曰悦援 中度病变曰阅援 重度病变

图 员摇 脊髓病变袁匀耘 染色

云蚤早援 员摇 匀蚤泽贼燥责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 造藻泽蚤燥灶泽 燥枣 贼澡藻 泽责蚤灶葬造 糟燥则凿援
粤援 酝蚤灶蚤皂葬造 造藻泽蚤燥灶曰月援 酝蚤造凿 造藻泽蚤燥灶曰悦援 酝燥凿藻则葬贼藻造赠

泽藻增藻则藻 造藻泽蚤燥灶曰阅援 杂藻增藻则藻 造藻泽蚤燥灶援 匀耘 泽贼葬蚤灶蚤灶早援

在 员圆 批实验 圆源园 只动物中袁猿远 只动物出现特

异性的神经系统病变袁发生率 员缘豫 遥 大部分动物病

变轻微袁仅表现为胶质细胞增生尧炎细胞浸润袁未见

神经元损伤袁且病变多局限于脑干遥 小部分表现为

不同程度运动神经元的损伤袁病变部位主要位于脑

干渊中脑尧脑桥尧延髓冤尧颈膨大尧腰膨大遥 出现神经

元变性尧坏死尧噬神经细胞现象和卫星现象袁伴有轻

重不一的炎性反应如散在的炎细胞浸润尧血管周围

炎细胞袖套状浸润尧胶质细胞增生遥 脑干及脊髓左

右两侧的病变可有较大差别遥 病变严重的病例在

大脑顶叶尧丘脑注射针迹周围也出现血管袖套及少

数神经元变性坏死袁但病变程度较脑干尧颈髓及腰

髓等部位为轻袁海马尧基底节区域因距丘脑针迹较

近袁亦偶有累及袁病变均较轻遥 额叶尧枕叶尧颞叶未

见特异性病变遥 参照叶中华人民共和国药典渊 三

部冤曳渊圆园员园 年版冤中脊髓病变的半切面计分法袁对
病变进行分级和评分遥 评分标准如下院 园 分袁未见

病变曰员 分袁轻微病变袁仅有炎细胞浸润袁未见神经元

损害曰圆 分袁轻度病变袁炎细胞浸润伴有少量的神经

元损害曰猿 分袁中度病变袁炎细胞浸润伴有广泛的神

经元损害曰源 分袁重度病变袁大量的神经元损害袁伴或

不伴有炎细胞浸润渊图 员袁圆冤遥 对脑组织的针迹附近

病变进行评价时袁只对高倍镜下渊源园 伊 冤距离针迹反

应两个视野范围以外的病变进行评分袁距针迹反应

两个高倍视野范围内的病变计为野园冶分遥 分值计算

方法院 脑干渊中脑尧脑桥尧延髓冤尧颈膨大和腰膨大各

个切面左右两侧分别计分曰脑干尧颈膨大和腰膨大

三个部位分别取各切面双侧的病变平均值作为这

三个部位的病变分值遥
部分动物出现脑膜及脊髓膜血管周围少量炎

细胞浸润袁此类病变均较轻袁且局限于脑膜和脊髓

膜的部分血管周围袁未累及实质区袁其是否出现及

出现的范围尧严重程度与脑和脊髓出现脊髓灰质炎

病变的情况无关袁未对此种病变计分遥 部分动物出

现注射部位附近脑膜出血袁亦未计分遥

注院 粤援 轻微病变曰月援 轻度病变曰悦援 中度病变曰阅援 重度病变

图 圆摇 脊髓病变袁没食子蓝染色

云蚤早援 圆摇 匀蚤泽贼燥责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 造藻泽蚤燥灶泽 燥枣 贼澡藻 泽责蚤灶葬造 糟燥则凿援
粤援 酝蚤灶蚤皂葬造 造藻泽蚤燥灶曰月援 酝蚤造凿 造藻泽蚤燥灶曰悦援 酝燥凿藻则葬贼藻造赠

泽藻增藻则藻 造藻泽蚤燥灶曰阅援 杂藻增藻则藻 造藻泽蚤燥灶援 郧葬造造燥糟赠葬灶蚤灶 泽贼葬蚤灶蚤灶早援

圆郾 圆摇 动物病变程度的判断

每只动物总的病变程度判断主要依据脑干尧颈
髓及腰髓各自的平均分值袁以其中较高的分值袁结
合每个切面较重病变的出现情况袁作为病变严重程

度的指标咱源暂 遥 本研究发现各型疫苗病变发生率相

似袁轻微病变出现的比例最高遥 较严重的病变主要

见于芋型疫苗遥 病变发生率和严重程度与给予病

毒的滴度无关袁有些病毒株在以 员园 原员倍浓度注射时

出现病变袁而以原倍浓度注射时则未见病变袁此结

果与文献报道一致咱缘暂 遥
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猿摇 讨论

目前世界卫生组织虽制定计划用灭活脊髓灰

质炎疫苗取代口服脊髓灰质炎疫苗袁但因受到多种

因素的限制只能逐步进行实施咱远暂 遥 口服脊髓灰质

炎疫苗为减毒活疫苗袁病毒可在特定环境下发生突

变袁恢复神经毒性袁引起脊髓灰质炎疫苗相关病例

渊增葬糟糟蚤灶藻鄄葬泽泽燥糟蚤葬贼藻凿 责葬则葬造赠贼蚤糟 责燥造蚤燥皂赠藻造蚤贼蚤泽袁灾粤孕孕冤袁并
可能在人群中扩散袁成为脊髓灰质炎传播的重要危

险因素袁世界范围内每年有超过 圆园园 例 灾粤孕孕袁因此

对于脊髓灰质炎减毒活疫苗需进行猴体神经毒力

试验检测其神经毒性遥 目前脊髓灰质炎疫苗猴体

神经毒力实验可采用脊髓法和脑内法两种方法遥
脊髓法是把待检疫苗和参考品直接注射于脊髓袁比
较待检疫苗和参考品神经系统损伤的差异而判断

疫苗减毒的情况袁而脑内法将疫苗注射于丘脑袁通
过观察神经系统的病变袁特别脑干及脊髓的运动神

经元损伤情况袁判断疫苗的神经毒性遥
药典中对于脊髓法病理评价方法的规定较为

明确袁对于脑内法只规定了神经毒力试验中疫苗是

否合格的判断标准袁但对于取材的部位和具体的病

变程度的判定并未做详细规定袁因此不同人员在操

作中可能出现诊断标准的差异遥 本文探讨了将脊

髓法中的半切面评分法用于脑内法病理改变的评

价方法袁分别对脑组织尧脊髓颈膨大和腰膨大的半

切面病变进行评分袁并对这三个部位的平均病变分

值进行计算袁根据分值并参考具体情况进行病变程

度的判定遥 在本试验中袁发现脑内法出现较明显中

枢神经系统病变的动物其病变部位主要位于脑干尧
颈膨大和腰膨大袁而其他部位如丘脑虽可出现病

变袁但病变程度与脑干及脊髓相比较轻微袁可能是

由于缺乏对脊髓灰质炎病毒敏感的运动神经核团

所致咱缘暂 遥 因此袁在判定动物病变程度的时候袁建议

脑部的病变程度主要考虑中脑尧脑桥和延髓的平均

病变遥 颈髓和胸髓出现病变时袁提示病毒已远途扩

散至此部位袁因此建议将脑干尧颈髓和腰髓的三个

部位病变中的最大值作为判断动物病变严重程度

的标准遥
在对脑干尧颈膨大及腰膨大三个部位的多个半

切面进行平均值计算时袁因不同切面病变程度差异

较大袁可能会掩盖个别较重的病变区袁而此区出现

的病变因有神经元的损伤已可能引起脊髓灰质炎

的症状遥 因此对于这三个部位的病变程度的判断袁
除主要参考平均分值外袁需慎重考虑个别切面较大

的值遥
本研究发现各型疫苗出现病变的总比例相似遥

轻微病变出现比例最高袁病变位置多在脑干袁很少

向脊髓扩散遥 中度及以上病变主要见于芋型疫苗袁
病变在脑干尧颈髓和腰髓均较明显袁与此前报道的

结果一致咱苑暂 遥 少数动物出现注射部位附近脑膜出

血袁考虑与手术操作引起的损伤有关遥 部分动物出

现脑膜及脊髓膜血管周围少量炎细胞浸润等病变袁
考虑为疫苗引起的固有反应袁并非疫苗的神经毒性

所致咱愿暂 遥
本文探讨了脑内法脊髓灰质炎疫苗的猴体神

经毒力试验中袁对神经系统病变进行评分并判定病

变程度的方法袁操作简便易行袁实用性较强袁有利于

统一病理学评价标准袁提高诊断的一致性袁可作为

脊髓灰质炎疫苗脑内法神经毒力试验病理学评价

方法的参考遥
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