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人巨细胞病毒在包皮细胞培养中的潜伏性感染

曾凡济

武汉大学 病青系
,

武 汉

摘 要

用 具有特异性抑制蛋 白质糖基化作用 的合氨基葡糖 的衣 霉 素 。 。 。。 。扭

处理人胚 包 皮细胞 建立起 人 巨 细 胞 病 毒 的潜伏性感染模 型
。

观察了

对 细胞及于化 的毒性作用
,

当 浓度大于 加 时对单层细胞生长有影

响 在 浓度为 时
,

细胞生长 虽受一定程度的影响
,

但仍然逐 步生长扩增 不

同 浓度的 对 有不同程度的影 响
,

但不能将全部 在短期 内完全抑制
,

在

含量 娜 , 的维持 液中处理 日的 感染细胞培养物中未检出 感染性病毒
。

感染

的 单层 细胞保待在含 的维持液中于 ℃培养 日
,

然 后换加不含

的维持液并改 置
‘

中培养
,

可保持 以非感染性的病毒状态潜伏于 细

胞 内长达 日 在此潜伏期 间如将细胞培养物 由 ℃再移置 ℃中培养
,

能被

激活为可检测到高滴度的感染性病毒
。

定期取在 ℃中培养 的 潜伏感染 细胞培

养物进 行感 染中心 测定 、 ,

感染 中心滴度

为 。 。。 肠 。 肠
,

只有很低的病毒重激活率
。

对潜伏性感染及 弓起

疽疹病毒 的潜 伏性机理结合 文 献作 了简要讨论
。

人巨细胞病毒 “ 主 ‘、 ,

简称 感染宿主细胞
,

可 导致 诸如杀细

胞感染
、

潜伏性感染或细月洲专化等一些病毒一细胞的相互 关系 〔‘ 〕。

关于 的潜

伏性感染及其在肿瘤疾病中的潜伏作用
,

是近几年来颇受重视 的研究领域之一 〔“一 〕。

研

究这些 一细胞相互关系需要抑制病毒的复制
。

有几种方法如用非允许细胞‘ ”“ ’、

缺损病毒颗粒 〔川
、

药物或加热处理等‘ ’‘ ’‘“ 曾用来抑制病毒复制和 防止从感染细胞中

释放病毒
。

已建立起用人 白细胞干扰素
一

和无环鸟普 久 。 合并限制感染细胞

中的病毒基因组表达的体外实验模型 〔‘心 〕。

衣霉素 简称 具有抑制动物细胞糖蛋 白生成所需的
一

乙酞葡糖胺

酸脂
一 “

一

扫百体合成的作用
,

为研究有囊膜 病毒和有囊膜

病毒形成过程 中糖蛋 白的作用提供有效的和特异的手段 〔’生 ’ 。飞。

在建立起用 加

干扰素处理 引起 在人胚肺细胞中潜伏性感染的实验模型的基础上 〔 ‘ 〕,
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一

单独应用 这种病毒复制晚期抑制剂可 引起 基因组在包皮细胞上长期维持潜

伏状态
,

并可使病毒再度激活的研究结果
。

材料和方法

细胞和病毒 取胎儿包皮组织按 方法制备成单层细胞培养 简称
,

培

养和维持实验细胞的方法按文献 〔“ 。

用 株
,

取细胞感染病毒 后出现最大

细胞病变的培养物经 次反复冻融后收集
,

病毒滴度用空斑滴定法检定
。

对 细胞的抑制 每个 直径培养瓶中加 义 ‘
’

细胞悬液及

两倍标示浓度的 即试验浓度为 时
,

则加 部 」
’ ,

使每

瓶细胞最终含量为 又 弓 ,

置 培养
,

每 日取两瓶细胞培养物按常法用胰酶

消化并作细胞计数 用 台酚兰染色作活细胞计数
。

对 复制的抑制试验 致密单层 细胞按 。 】 空 斑形 成单

位 细胞 的感染量按
,

在 ℃吸附 小时 后加入含不 同浓度 的维 持液 中置

℃培养
。

感染后定期取细胞培养物用空斑滴定检查感染病毒量
。

潜伏性感染试验 潜伏性感染实验主要步骤参照文献 “‘’ “ 。

致密单

层细胞预先用含 的维持液在 。扫处理 小时
,

然后用 “ 液洗涤

次 细胞培养 物按 感 染量 接种
,

在
“

中吸 ‘付 小时后
,

加入含

的维持液
。

置 中培养
。

每 日用上述维持液更换一次 在感染后第

日用 液洗涤细胞两次
,

然后加入不 含 的维 持液
,

并改置于 中培养
,

每 日观察细胞状况
,

每隔 一 日更换维持液
。

感染中心滴定 参照文献 〔 , ’“日 , ,

简化步骤

为 潜伏性感染细胞用磷酸盐缓冲盐水洗涤两次后按常法用 胰酶消化
,

加生长液

培养基加 胎牛血清
、

谷 氨酞胺及 青霉素
、

声 链霉

素
、 邢 卡那霉素 使成 义 感染细胞 的细胞悬液 另取没有感染的正常

单层细胞培养按同法消化并稀释成 义 “ 细胞 ,

作为指示细 胞 记 悬

液 取此指示细胞悬液 及潜伏性感染细胞悬液 于 直径的平皿 内
,

在
“

中

培养过夜 吸出培养液
,

加 甲基纤维素营养液 复盖于单层细胞上
,

置
“

中培养

一 天
,

然后吸出甲基纤维素营养液
,

用 福尔马林溶液固定及以 结晶紫溶液染

色
,

镜检计数空斑
,

并按公式公
一

算感染中心滴度 豆 “ 。 , ,

感染中心滴度 感染中心数 。 。。 。 。 。

滴定细胞总数

为 产品
,

含下列异 构 体 成 份
, ,

及
。

结 果

不同浓度 对 细胞的抑制

单层细胞培养经不同浓度 处理
,

每 日检查致细胞病变
,

如细 胞变
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, ‘

。

园
、

裂解
、

脱落等
,

在 处理后第 天记 录结果
,

当 浓度大于 川 时对细胞

有抑制作用 表
。

表 对 单层细胞培养的病变情况

人

。

土 十 小 十

一 务
, ,

。 一

取定量 细胞径不同浓度 处理后置 中培养
,

每 日计算其活细胞数及观察

细胞生长状况
,

图 结果表明不 同浓度 对 细胞有不同程度的抑制作用
,

当 浓

度低于 时
,

细胞生长虽受一定程度的影响
,

但仍能逐步生长扩增
。

︹一日,。︺。
。。

图 」 不 同浓度 对 细 胞

的 抑制作用

一

⋯⋯
一

⋯
生生

立少少了了叮 一
、、

加即别片‘

山阁国。

对感染 细胞的 的抑制

用不同浓度 处理感染 细胞的 的结果见图
。

在头两天 的滴度很

低
,

不同浓度 对感染病毒量可 引起不同程度减少
,

但不能将全部 完全抑制
。

感 染后第 天在含 处理的细胞培养物中未检出感染性的
。

「孟而石石司

了甘
应

一

可 ‘ 飞
一

一

‘ 一一

一
舀

图 对 细胞中 复制的 抑 制作用
一

引起 在 细胞上的潜伏

性感染

感染 的 单层细胞培养保 持

在含 的维持液中
,

于 ℃培养

日
,

未检查出感染性病毒 在感染后

第 日将细胞培养物洗涤两次
,

换 加 不

含 的维持液
,

改置 ℃ 中培 养
,

观

察长达 日
,

亦未检出 在此期

间
,

若将细胞培养物 例如在感染后第
、

日或 日取出正在 ℃中培养的

右月叮‘心︵一日。︶助
。闷昌。

间
,

即出现典型的病毒性细胞病变
,

明这种对病毒复制晚期有抑制作用 的

细胞 重新移置于 ℃中培养 一段 时

并检查出高滴度的感染性 见 图
。

结果 表
,

可 以引起 在 细胞中的潜伏性感
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染 这种潜伏状态可保持长达 日或更久些
。

一,、

’
七 一 。 而百盯丽丽国陈 注 ‘ , 。 ,

图 经 处理 引起 在 细 胞上的潜 伏性感染

川
, 二 。

感 染 的 单层 细胞保持 在含 维 持液 中于
’

培 养了 天
,

然 后 洗 去 换 加

不含 的维 持液 并改置
’

中培养
,

观察至 天
,

均未 检出感染性
,

细 胞正 常 在此潜 伏期 间

随 时将 细胞 培 养物
,

例如在感染后第 天 或第 曰 大 将 细 胞重 又 置于
’

中培 养一段 时 间后
,

即 出现

细 胞病变并可 检出感染性

感染中心测定

定期抽取在
。 ” 中培养的处于潜伏感染状态的

一

细胞 培养物 进行 感染 中心测

定
,

结果见表
。

潜伏感染的细胞培养物的感染中心滴度为 一
,

只有很低的病毒重激 活率
、 。 。

本试验在感染后第 日 抽查的 瓶 细 胞

培养物中
,

有一瓶细胞的感染中心测定为阴性
。

这些结果提示在本实验系统中
,

感染中

心测定对检测细胞培养物内处于潜伏感染状态的 可能不是十分敏感的
。

表 在
‘

中潜伏性感染细胞内的 感染中心测定结果
, ‘

, 一

吧

,

,

马

奋

肠

〕

飞

日

讨 论

所有人类疙疹病毒
,

如人类单纯疤疹病毒
、 、

水痘一带状疙疹病毒及 病

毒等都能引起持续性 感染
。

可引起唾液腺和 肾脏

上皮细胞或引起泌尿生殖系统的潜伏性感染
,

亦可持续存在于外周血的 淋巴细胞及嗜中

性粒细胞中
。

等感染的复发或激发感染对免疫抑制的病人具有严重的甚至是对生
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命的威胁
。

各种人类疤疹病毒都各以不同方式 引起人类的持续感染
。

等 〔““ 〕将

续持性感染分为三个主要类型
‘

漫病毒感染 引 。 “ ” 、

潜伏性感染

及慢性感染 宜 。

引起持续性感染的机理虽然 已知主要

与病毒的整合作用或稳定状态感染
、

病毒致病力减低
、

或受感染个 体免疫功 能 存 在缺

陷
、

或是与遗传因素有关 , 在机体抗病毒感染方面的一些重要免疫学 因素
,

如 特异性抗

体
、

干扰素
、

细胞介导免疫
、

淋巴细胞及 巨噬细胞等功能降低亦与之有关
,

所以 对潜伏

性感染无论在分子水平
、

细胞水平或整体水平的发生机理及与病毒致癌关系等都还不大

清楚
,

因而成为迫切需要解决和有待研究的重要课题
。

是一种特异性抑制蛋 白质糖基化作用的含氨基葡糖 的 抗菌素
。

具有阻 断尿 营
一 ’一

二磷酸
一 一

乙酞葡糖 胺
’一 一 一 ,

简 称
一

到长菇磷酸醋 〕 的
一

乙酞葡糖胺
一 一

磷 酸 一
一 一 , 合成作用

。 不可引起细胞形态学及细胞膜正常特性改变
,

亦

可导致病毒对成纤维细胞的转化 〔 ”’ “ ”〕。

本试验模型即利用 在病毒复制晚期对糖蛋 白

的抑制作用
,

以适当浓度的 处理 细胞来建立 的潜伏性感染
。

实验结果表

明
,

一定浓度的 对 和 细胞都有不同程度的抑制作用 在含

的维持液中
,

细胞生长不受影响 感染 细胞经 短期处理后洗去
,

然后移置 中培养
,

可使 较长期地在细胞内保持非感染状态
。

在潜伏期的任

何时间内如将细胞培养物再移入
“

中培养
,

又可被激活转为能用常法检测到的

感染性病毒
。

关于 潜伏性感染过程中的分子水平变化尚待研究
。

已知机体经 急性原发性

感染后
,

在一定的条件下
,

病毒呈潜伏状态
,

不易检出 经数月或数年后当周 期

性的激活病毒增殖到一定的临界水平时
,

可再复发急性感染
,

又能检 出感染性病毒
。

潜

伏病毒激活引起复发急性感染给免疫抑制的病人和器官移植的病人造成严重威胁
,

因而

寻找合适的模型来加强研究病毒的潜伏性感染
,

是十分必要的
。

近几年来
,

国外有关潜

伏性感染的研究报道 日见增多
。

已证实许多因素与疤疹病毒的激活有关
,

如 化学的和生

物的药物作用
、

物理的光和热作用
、

细胞免疫功能降低
、

医源性或病理性免疫抑制导致

机体对病毒的易感性增强
、

机体的精神紧张
、

情感失调
、

激素水平改变等等因素有关
。

等曾用 加干扰素处理单纯疙疹病毒 证明其病毒颗粒及病毒 合成

只受此抗菌素的部分影响
,

但病毒糖蛋 白多肤的糖基化作用则全被抑制
,

而病毒颗粒形

态与完整的病毒类似
。

缺乏病毒糖蛋自多肤的碳水化物侧链并不影响病毒粒子的完 整
,

但这些病毒颗粒的感染性却 明显降低 〔“’〕。

对 的作用是否与对 相类似

引起 在 细胞上的潜伏和再激活的作用机制
、

以及在细胞 内长期潜伏的后

果如何 例如对细胞的转化有什么作用等还不清楚
,

尚待进一步研究
。

已有的实验报道都是并用化学药物和干扰素处理来 建立 的潜伏性感 染 〔’ ’

“‘ , “ 〕,

本文报告仅单独用 处理即可建立 的潜伏感染模型
,

其潜伏期可 维 持长

达 日或更久
,

为进一步研究 的潜伏性感染机理和致癌潜能等提供一个简便有用

的实验系统
。
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