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本文证实 了 流行性出血热病毒 在体外培养的长爪沙 鼠
、

金黄地 鼠
、 。

小鼠腹腔 巨噬细胞和人外周血 白细胞及单核 细胞 中的增殖
。

沙 鼠和地 鼠腹腔 巨 噬 细胞对

病毒 的敏感性要高于 。一 细胞
,

而 小鼠腹腔 巨噬细胞的敏感性却低 于其

他三种培养的细胞
。

野 鼠型 病毒 。株 和家鼠型 病毒 株 在三 种鼠腹腔巨噬细胞 中的

繁殖能力未见 明显差异
。

在人外 周血 白细胞 中
,

其单核细胞对 病毒 。侏 的敏感性高于淋巴细胞
。

病

毒感染单核细胞后 天 的病毒滴度可达 一 · ”。

以上结果 说明 病毒在单核 巨噬细胞 中能繁殖和 释放感染性病毒
,

这表 明单核 巨噬

细胞在鼠
、

人体 内 病毒感染的建立及病毒在体 内扩散至各器官过程 中可能起很重要 的

作用
,

即起其靶细胞和扩散媒介的作用
。

单核巨噬细胞和某些病毒之间的关系及在病毒感染发病机制中的作用 已受到广泛的

注意
。

一些学者认为 在某些病毒感染中
,

病毒是否能在巨噬细胞中繁殖以及繁殖能力

如何被证明和它在体内的毒力有关 而巨噬细胞能否 限制病毒的繁殖与宿主对病毒是否

具有抵抗力有关 〔’
,

“
,

了。

流行性出血热是 目前流行严重的急性传染病
,

因此对此病 的发

病机制和病毒在体内扩散机制的研究有其重要的意义
。

探讨流行性出血热病毒和单核巨

噬细胞之间的关系有助于 了解流行性出血热病毒体 内感染的早期建立
,

病毒在体内扩散

过程及单核巨噬细胞在发病机制中的作用
。

一 年国内学者 〔‘一 〕分别在出血热

患者的早期外周血 白细胞及单核细胞 中查出病毒特异荧光
,

并从中分离到流行性出血热

病毒
,

本作者亦发现 病毒能在长爪沙鼠腹腔巨噬细胞培养中繁殖 〔 〕。

但是 病毒

能否在人外周血 白细胞 中
、

特别是 单核细胞中繁硫和释放感染性病毒尚难以肯定
。

因此

进一步 了解我国 病毒在各种鼠类和人的单核巨噬细 内的繁殖动态是很有必要的
。

本稿于 年 月 了日收到
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材料与方法
一

、

毒种

一 株 细胞第 代 。 、 。株大白鼠肺原代细胞第
、

代
、 , 。 、

沟 株大白鼠肺原代细胞第 代
‘

均由本出血热实验室提供
。

,

株 。细胞第 一
、

代 。 、 。 、

株 。细胞第
、

代 。、

由预防

医学科学院病毒研究所宋干教授惠赠
。

一 株乳鼠脑第 代 。 由陕西省卫生防疫站姜克俭大夫惠赠
。

将
。

株
。 ,

和 株 毒株在沙鼠 功上传一代
,

再于 细胞传一代
,

收集毒种在
。细胞上滴定 次后

,

在巨噬细胞中繁殖进行比较
。

二
、

各种细胞的培养

一 。一

细胞的培养 按常规法培养和传代
。

二 长爪沙鼠
、

金黄地鼠
、

小鼠腹腔巨噬细胞的获得和培养

腹腔刺激物的制备和鼠腹腔巨噬细胞的获得和培养参见文献 〔 ’。

刺激物用量 金黄

地鼠 只 小鼠
。

一 只
。

三 人外周血白细胞的分离和培养
一

液的配制 参照文献 〔。〕。

泛影葡胺液 静脉注射液
,

中国信谊药厂产品 和超纯水 混
子

乙
】

取 分子量为
, ,

上海化学试剂厂分装 加于

超纯水中
。

两溶液混合
,

测比重
,

经添加水或 “ 粉剂使比重为
。

配好的溶液高压

消毒 磅
,

分钟
,

避光保存
。

人外周血白细胞 的分离和培养

血源来 自友谊医院健康供血者
,

立即加入肝素
,

使浓度为
。

将抗 凝全 血和

含 的 生理盐水等量混合
,

按 加在
一

液表面
。

离心
、

分钟
,

离心后可见管内界限分明的五层
。

小心吸 出 白 细胞 层
,

与 。 加
的

一

液混合
,

离心
、

去液三次 最后一次用生理盐水
,

用少量 。液

重悬细胞
,

活细胞计数
,

以 又 细胞 的细胞悬液进行试验
。

粘附白细胞和非粘附白细胞的分离

参照文献 〔‘。〕 将人 以 。细胞 种入玻璃平皿 平皿先经小牛血清复盖
、

℃过夜
,

经 ℃ 小时后
,

吸出上清中的非粘附细胞
。

然后用 ℃预热过的 液将

平皿轻洗两遍
,

加入少量含
、

小牛血清的 液
,

置 ℃
、

小时后
,

吹

起粘附白细胞
。

分别将两种细胞悬液洗涤两次后
, 以 义 。”细胞加 的悬液备作实验用

。

三
、

感染细胞方法

将一定感染量病毒感染贴壁的巨噬细胞单层
, ℃ 小时后

,

去残液或不去残液
,
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直接加入培养液
。

在 ℃
、

叭环境下培养
,

不同间隔时间取上清滴定病毒滴度和取

细胞涂片检查细胞中抗原
。

人粘附白细胞和非粘附细胞感染在小管内进行
,

吸附
。

后 ℃ ,

离心
、

洗

涤一次
,

再移种平板培养
,

其余方法同上
。

四
、

检测 方法

细胞内抗原检测

按常规法制作细胞涂片
,

用直接荧光法 〔川 检查 荧光抗原
,

其 标 准 参照

文献 〔‘ 〕

一 写阳性细胞 料 一 一 阳性细胞 十十 一 阳性

细胞 栅 一 阳性细胞
。

病毒滴度检测

℃下
,

倍系列稀释病毒液
,

每个稀释度接种 孔 孔板 或 孔 孔板
,

培养 天后取细胞 涂 片
,

用 法检测 阳性 结 果
,

并按 一 法计算其
。

结 果

一 病毒在体外培养的鼠腹腔巨噬细胞 沪 中的繁殖

病毒在长爪沙鼠 价培养中的繁殖

将不同来源的 病毒株感染体外培养的沙鼠 价见表
,

结果表明 各毒株感染

沪后首代第 天均可查到较强的特异荧光
。

说明沙鼠 价对不同来源的 病毒株具

有普遍的敏感性
。

用相同 细胞感染量的 。株和 株病毒同时感染培养的沙鼠 沪
,

观察其繁殖

曲线见图
。

可见在感染早期
, 。株的繁殖速度要快于 株

,

但在繁殖高峰期
,

两株

病毒的繁殖 滴度未见差异
,

均达
。

个对数
。

说 明沙鼠 功对 。
株和 株的敏感性

表 不同来源出血热病毒体外感染沙鼠腹腔巨噬细胞后首代荧光检测结果

” 扮 夕 二 。

病 毒 株 一 一 , 沟万 一

代 数 。一 一 一 一 一 一 一

直接荧光
拼 拼 科于 料

。 一

细胞 大 白鼠肺原代细胞 乳 鼠脑
·

病毒感染后 第 天细胞涂片的免疫荧光 阳性细胞数
一

一
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。

, 牙

‘

无 明显差异
。

感染后 天其病毒滴度仍有 个对数
,

显示 病毒在沙鼠 价中存

在和繁殖的时间较长
。

病毒在金黄地鼠 功培养中的繁殖

将 个
。

感染量的 株和 株病毒同时感染体外培养的地鼠 价后其

繁殖曲线见图
。

结果表 明两株病毒均可在此细胞 中繁殖 良好
,

其滴度未见其差异
。

高

峰滴度均可达 个对数或更高
。

病毒在 小鼠 价培养中繁殖

当 小鼠 价被
。
株 。 。。 和 株病毒

。 。。

感染后见图
,

丫‘了
图 在沙鼠腹腔 巨噬细胞培养中

,

株和 株的繁殖 比较

” , 三三 ”,

” 夕

·

一
· , 株

,

△一 △ 三株
,

天数

‘妇一 碑 目以州 川

一
了

胜厄,

,

必 、召

勺

召一钊︸白‘

工白。。叭口工口﹄阁如。闷

夭 数 ,

图 出血热病毒 , 株和 株 在金黄地 鼠

腹腔 巨噬细胞培养中的繁殖
,

” ” 尤

五

。

一
, 珠

,

接种量 ‘ ,

△一 △ 株 , 接 种量 。

一
, , 。 , 、

△一 △
, , , , “

天数

图 病毒在 。小 鼠腹腔 巨噬细饱培

养中的繁殖 曲线

五 二 二

五

。 一 。 , , 侏
,

感染量为 。

,

△一 △
,

株
,

感染量为一 ‘

,

·

一
, , , , , 宜 。 ·

功 , ‘

△一 △ , , ·

, 一

第 天的培养上清中未查到感染性病毒
。

第 天为高峰期
、

滴度仅达 一 个对数
。

表明此鼠 价对出血热病毒的敏感性较差
。

两株病毒在此 功上的繁殖能力亦未见差异
。

在以上三种鼠腹腔巨噬细胞的体外感染中均未发现病毒对 沪有致病变作用
。

说明

病毒在鼠 价中繁殖并没有明显损害细胞的结构和代谢过程
。

同时感染的 价能大

量向外界释放感染性病毒和抗原
。

二 各种鼠 价和
。一 。细胞对 病毒的敏感性比较

。一 。细胞是 目前公认为对 病毒最敏感的细胞之一而被广泛运用
。

为了探讨
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各鼠腹腔巨噬细胞对此病毒的敏感性
。

本文将 各鼠 必和 。细胞进行了敏感性比较
。

将

不同感染量的
。
株和 株病毒同时感染沙鼠 价

、

地鼠 价
。
小鼠 功和

一 。细胞

后
,

第 天取细胞涂片作直接荧光检测
,

结果 见图
。

可见其敏感性为 沙鼠 叻和地鼠

价均高于
。

细胞
, 以沙鼠 价为最高

,

而 小鼠 价的敏感性低于 。细胞
。

三 病毒在体外培养的人外周血白细胞 中的繁殖

将 病毒
。

株感染培养的人 后
,

观察其繁殖情况
,

试验共进行了 次
,

其结果

培养液内感染第八天的病毒滴度较感染早期 天前 的病毒滴度高
、 、 、

。 “ 。 ,

其代表曲线见图
。

可见
。
株病毒能在人 中繁殖

。

但繁殖滴度不高
。

尹口、 令 呼
目

,

董褚⋯
思 匕

﹁
·

阁工划暨来椒

入 》 , 卜 卜 ‘ ‘ 卜 二 艺 乞 ‘ 。 丁

一 , 。。

病毒感 染量

图 不 同鼠腹 腔 巨噬细胞和 。细胞对出血热病毒 , 株 口 和 株 感染的敏

感性比较 感染后第 天

主 甲 五

‘ 口 五

沙 鼠腹腔 巨噬细胞 ”夕 。 夕 万 ”

金黄地 鼠腹腔 巨噬细胞 夕 。 夕

小鼠腹腔 巨噬细胞 二

‘ 一 ‘
细胞

一 。

之 心 汤 丁 、

︻日一。。”。工卜。阁如。司

图 病毒
,
株在人外周血 白细胞 培养中的

繁殖 曲线

五 , , 宜

病毒感 染 量为 ‘ 。

一 ,

病毒吸 附后未去残液和洗涤

宜

,

为了明确在人 中
,

单核细胞和淋巴

细胞对 病毒的敏感性
。

将相同感染量病

毒分别感染人外周血粘附白细胞和非粘附细

胞
。

其结果见表
。

结果表明不论是检测粘

附白细胞的培养上清病毒滴度或是感染细胞

荧光强度均高于非粘附白细胞
。

说明前者对

病毒的敏感性要 高于后者
,

即在人 中
,

单

核细胞对病毒的敏感性高于淋巴细胞
。

讨 论

本文报道了我国分离的 病毒在体外

培养的长爪沙鼠
、

金黄地鼠和 。小鼠腹

腔巨噬细胞 句 中的繁殖
。

三种鼠 功对

病毒均敏感
,

但其程度不一
。

在与 “ “
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一 色

一 。细胞的敏感性比较可见 沙鼠 功
、

地鼠 价对病毒的敏感性比 细胞要高
,

而 小

鼠 价的敏感性却 低于 细胞
。

此敏感性差异可能不同鼠种对 病毒的抵抗力有关
。

表 人外周血钻附白细胞和非粘附白细胞对 病毒 。株的敏感性比较

重 五

一 ,

感染后 不 同天数
感 染后 培养上清的 病毒滴度

之 忿

粘 附 白细胞 非粘 附白细胞

一

‘

· 个别阳 性细胞

士

▲

士

士

士

▲ 上 清至 冻融两 次后测定
七 五 之

长爪沙鼠对 不同病毒株体内攻击具有广谱敏感性〔‘“ 〕。

本实 验表明沙 鼠 功对

国内分离的
。
株

、

株
、

沟 。
株

、

株
、

一 株及南朝鲜分离的 一 株体 外感染

均具有高的敏感性
,

不需传代适应便可查到很强的荧光
。

说明沙鼠 功体外感染和沙鼠体

体内感染的敏感性是一致的
。

, 株和 株分别是国内重型疫 区分离的姬鼠型毒株 〔“ ’和轻型疫区分离的家 鼠型毒

株 〔‘ 〕。

在三种鼠 功中
,

此两株病毒的繁殖能力未见 明显差异
。

此结 果 与 此两 株病毒

在大白鼠肺原代细胞培养中〔’ ’和 “ 。一 。细胞培养中〔’‘ 〕〔‘ 〕的繁殖滴度无 明显 差异的结

果相一致
。

本文证实了 病毒
。株能够在体外培养的人外周血白细胞中繁殖

,

其繁殖高峰在

第 天左右
,

滴度可达
。 。。

并且发现人外周血单核细胞对该病毒的敏感性高

于淋巴细胞
。

此结果和 的研究结果 〔’。’相似
,

但
一

株繁殖滴度高峰仅为 左

右 第 天
。

低于本文结果
,

其原因有待进一步研究
。

本文从体外肯定了我国 病毒在鼠腹腔巨噬细胞和人外周血单核 巨噬细胞之间的

关系
。

说明单核巨噬细胞是 病毒感染的敏感细胞
。

这使我们对 病毒在体内感染

的过程有了进一步的了解 在鼠体 内和人体 内
,

单核巨噬细胞系统可能在 病毒感染

的早期建立及病毒扩散至全身各器官的过程中起重要的作用
。

由于病毒在单核 巨噬细胞

中繁殖
、

释放
,

但并不导致 现象和细胞死亡
,

这就为病毒在体内单核 巨噬细胞中较

长时间的繁殖和释放感染性病毒和抗原提供了可能性
。

有关病毒在单核巨噬细胞中繁殖

与 发病机理的关系有待进一步研究
。
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