
蝽6券蝽3期 

1991年 g月 

中 国 ■ ● 学 
VIR0LOGICA SINICA 

Vo1．B N·．j 

Sept．1991 
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提 耍 

本实验用甲基 纤维素复盖层的c·／II单层细胞微量蚀斑法的间接免疫荧光法，初步观 

察了登革热 Ⅱ型病毒与靶细胞的联接反应情况。 同时还制备了凹种细胞的可溶性膜制jl吐． 

并研究了它们对登革热Ⅱ型病毒的抑制j舌性。 结果提示，对登革热 I型病毒敏密的细胞 

表面存在登革热Ⅱ型病毒受体，在触发病毒密染阶段起重要作用。 

关■词：登革热 11"型病毒 联接反应分析 可溶性瑛翩剂 病毒受体 

细胞的、病毒受体是指由病毒联接蛋白识别并介导其特 异地进入细胞，触发感染的细 

胞膜的特殊分子结构 。II]。登革热病毒通过蚊媒而侵入人体，于人体内单核细胞及淋巴 

细胞中增殖，引起登革热、登革出血热、登革休克综台征。为探讨病毒受体触发登革热 

病毒感染靶细胞的作用。 本文选用白纹伊蚊传代细胞 (Ce，a一株 )、人类传代单核细胞 

(U。， 株)，人类传代 T类淋巴细胞 (H。株 )、人类传代 B类淋巴细胞 (Rajl株)小鼠 

纤维母细胞 (L一 株 )、 小鼠骨髓瘤细胞 (SP=／n株 )作为研究对象， 进行了初步的研 

究。 

材 料 与 方 法 

一

、 应用C d， 。簟■擅奠、甲基毒F簟囊皇t量曲t■蚀斑涪蔫定鼙簟热 I量需毒l：' 

DEN一2病毒标准株 (New Guluea Straln)由术教研宣提供。 

谪定登革热Ⅱ型病毒柏方法按本教研富陈佩嘉老师的方法进行 (见文献t 1)。 

= DEN一2需毒与 种传代组■的联接反应分析I ¨l 

cB，a a、H9，L·̈ 、SP2／0四种细胞由本教研室提供I Ug 37、R4ji=种细胞由北京中国璜防 

医学科学院捕毒所提供。 

将所需试验的靶细胞 c日／aI细胞株、Us 3 T细胞株、Hl细胞株、Rail细胞株、SP：，o细胞株、 

L．̈ 细胞株用毛细哑管吹下(L。=9细胞先用 0．25嘶咸蛋白酶诮化，使细胞脱离玻璃壁 )。置于离 

心臂离心2000,／m 5分钟，计算并调整细胞旅豳为5．0x10。～1．0x10’十／ml。按同样浓度将细胞 

离心一次击除上清，然后加入一定剂量的 DEN-2病毒，使细胞重新悬浮于捕毒液中。DEN一2病毒 

璜先用含5嘶小牛血 清的 Eagle’s维持液稀释。 病毒与细胞 的比例是 0．1PFU／eell，置 4"C冰格中 

本文于1990年 7月1D日收到-1991年1月 日修圆 
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使 细胞与 DEN一2病毒吸附不同时阃后取出。取出的病毒一细胞悬液立即加入4"C的 0．s和 水解乳蛋 

白Hanks液，使之稀释到1 t 100，以停止病毒与细胞的联接反应 于各时间收集的样本轻 2000r／m 

离心10分钟击除细胞后，吸取上清，立即按种子C ／ 单层细胞上测定其上清的PFU值，离子上清 

中加入3O和小牛血清后置一28℃冰箱保存，随后作病毒的 PFU铡定用。 

病毒 与细胞 的联接率 (Attsohment rate)按下列公式计 算，即经暖附一段时 间后 ，被细胞哑 ． 

附的病毒与原来投入的病毒浓度的比率¨l。 

联接率一 厦呈至 煎生 蔓型量 
病毒剂量 x100蝣 

此公式中 接种的病毒剂量 是指经吸附一段时间后，在无细胞对照管中的病毒滴度。 

三、c B，3·绷囊、U日8 绷■、sP2，口绷■、L。2。绷囊四种棚■可溶性■爿捌 (SCM)对DEN一2 

■●毫纂蒲性的影响 

1． 可溶性细胞膜制剂的剖备方法 

用MSE型超声波破碎器破碎细胞。接着用低速离心法去除细胞核及残存细胞。取其上清于 SW 

SS转头的BECK KM N̂L8—5SM／E超逮离心机离心 45000r／m，6O分钟4"C1‘ ，。得 到的沉淀膜 碎 

片加入0．2骺去氧胆酸钠 (Sodium Deoxycholate，DOC)，于强旋涡搅拌器作用i5分钟，使膜碎 

片溶解，未溶解部分再用超速离心去除。上清液即为可溶性膜剖剂。用岛津UV3000型紫外分光光 

度计于波长287和260nm中测其OD值，求出其蛋白含M L l。 

2． 可溶性 细胞膜铷剂对 DEN一2病毒插性的影 响 

为了统一对照标准，预先将DEN-2病毒与可溶畦膜制剂的蛋白浓度的比例定于 4．0x105PFU／ 

mS a 

将四种可溶性细胞膜割剂分别于 4"C与DEN-2病毒作用4小时，然后接种 C。，。B细胞单层中 

穗定其PFU值，求出DEN一2病毒感染活性的下降率o 

DEN-2病毒感染擂性下降率一 照组DEN-2VPFU—SCM作用后的DEN一2PFU 
对照组的DEN-2 x100蝣 

式中对照组 DEN-2 V PFU是指 DEN一2 V与0．2惦 DOC于4"C作用 4小时之后的PFU值 以消除 

DOC对 DEN一2病毒活性影 响的因素。 

四、DEN-2 411●与 c·，{B、u。a 7、H日、raji、SP2，·五种蛐囊于4"C 24小时联接后作问接竞 

噍奠蠹 舅 

将各种细胞的浓度调整为10 十／ml，分别加入 3．0 x10 PFU／ml的 DEN一2病毒于 4℃中作 

用24小时。然后取出用 PBS洗 4攻每 扶 S分 钟，去除吸附不稳定的DEN一2痛 毒以及其他非特异性 

吸附的DEN一2病毒。取细胞涂片作用间接荧光捡测 

结 果 

一

， 应用甲基纤维素复盖 单层细胞微量蚀斑法测定 DEN-2病毒结果的重复性 

利用此法测定了多批DEN一2病毒，发现其病毒的稀释度与病毒蚀斑数呈很好的直线 

关系。图 1标示其中两批DEN-2病毒的稀释度与病毒蚀斑数均呈较好的直线关系。且在 

不同时间重复测定同一批 DI~N-2病毒滴度，其 PFU较接近。表 l所示的是应用本法每 

隔四天连续重复测定不同时间制备的三批 DEN-2病毒滴度的结果。 说明本法具有较好 

的重复性。 

二、DEN-2病毒对 6种传代细胞联接反应的比较 
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用一定剂量的 DEN。2病毒接种 各种细胞，于 4X3作用不同时间， 然后测定在细胞 

培养上清液中的残余病毒基，以计算 DEN一2病毒与靶细胞的联接率
。 结果表明 C。／。。、 

U,IT和 H·三种细胞子 4℃ 与 DEN一2病毒的联接率均高于 Lm
、 SP ／．和 Raji三种细胞 

与 DEN-2病毒的联接率，其差异有非常显著性意义，P<0
．001(见表2—3)。 

三、Ce／H、U．m SP z／o、L．1-四种细胞的可溶性膜制剂对 DEN一2病毒感染活性的 

影响 ． 

本实验制备了四种细胞的可溶性膜制剂 (SCM )，将之分别加入 DEN一2病毒于4℃ 

作用 4小时，然后检浏病毒的感染性。 结果表明t c日，|。、U- 细胞的 SCM 均能明显抑 

制DEN一2病毒的感染性。il~SPz／．、L。 两种细胞的 SCM只呈微弱的抑制作用
。 表 4是 

其中一次实验的结果。 

四、应用间接免疫荧光法检测DEN一2病毒对 C。m、UI H-、Raji、SP 2，0五种细 

胞的联接作用 

利用间接免疫荧光法观察 DEN。2病毒在 4X3与细胞相互作用 24小时后，病毒抗原 

在细胞的分布，结果发现 0O％一lOO％的 ，|日细胞于胞质内或质膜上均有 DEN．2病毒 

抗原。同样径 DEN。2病毒作用 UIa 细胞中DEN一2病毒阳性细胞也达2O 。但 H．细胞 
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围 1 病辜稀释度与宿毒蚀斑形成数量的关系 

Fig·1 The carrelatlon between i ral dilut；ons and Tiral yleId自 

寰1 应用甲暮钎堆童皇-c·／“单量纽■t量蚀童洼舅定兰缸DEN一 ■● 的滴度t量性 

T l 1- R。produ~ibiliI，。f D ZV titr~tiou by mieroplaque fo rmatloa 0n c,／1． 

monolaye r celI8 uⅡder methylcellulose ove rlay 
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的表面比胞质内似出现更多的黄绿色荧光。说明 DEN一2病毒在 4℃与 C,／”细胞作用24 

小时后，一部分病毒巳进入细胞。但在同样条件下，H。细胞中虽然有小部分病毒进入 

胞质，但大部分病毒仍附于细胞质膜上。而 DEN一2病毒在 4℃ 与 Rajl和 SPt／·细胞作 

用24小时，无论细胞表面或质膜内，检查 DEN一2病毒抗原的结果均阴性 (见图版 I i一 

8)。 

囊2 c·，3I、ul|B、H·、SPl／o，L·2·五种曩囊与DEN一2●毒千4"C作用 30分计时的鞋羹事比较 

Table{． Comparisou of attachm ent r eB of DEN一2 vi ru日e日with c6／拍，U937．H0，sP~／O 

-nd L929 cel1日 at 4℃ for 30 minuIe$ 

寰3 五种翻囊与DEN一2囊毒千 4"C作用00分*曲鞋羹事比较 

Table 3． C~mparison 。f attach⋯ t r‘I f DEN一2 ’i ⋯ ith c~,／3e Ug37， 

H0．SP2／o and L929 eell e t̂ 4"C for 90 minutes 

囊‘ 口种不同坦囊韩曲可瘩性曩囊一一■对DlV毫寨话性曲抑一作用 
Table 4． Inhibition of soluhHtzed eellalar membrane preparations of 

difre rent cell Iin n DEN-2 virⅡ0 infectivit， 

，Table 4 showed of the experiment s result that SCM p xeparatiou with DEN一2 viruses st‘℃ 

f。f 4 hoⅡf·) 

囊 4表 示的是DEN-2病毒与可溶性细晦膜制剂 (SCM )于4℃作用 4小时后柏实验结果 
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讨 论 

采用蚀斑法测定一 定剂量的 DEN一2病毒在 CC与细胞作用一段时间后， 在上清禳 

中残留的病毒感染性，作为分析病毒与细胞受体联接反应的指标。实验结果表明：c。， 

、 Um 三种细胞对 DEN一2病毒 的联接率 较高，而 se2／o、 LⅢ、 Raji三种 细胞 与 

DEN-P．病毒的联接率则明显较低， 统计学上组间差异有非常显著性意义。(Rail细胞与 

DEN一2病毒的联接反应的实验次数相对较少，只作三次，故来作显著性分析 )。此外本 

实验还通过测定DEN一2病毒在上述 6种细胞培养中的生长曲线以及用间接免疫荧光法测 

其 DEN-2病毒于各种细胞中的 抗原表达情况(详细结果未列入)，发现上述 六种细胞与 

DEN-2病毒在 4℃ 的联接率高低基本 上与细胞对 DEN一2病毒敏感程度呈平行关系。即 

c。，。。 U．。 对DEN一2病毒敏感性较高，细胞对DEN一2病毒的联接率亦高。sP21o、L 、 

Haji三种细胞对 DEN一2病毒不敏盛，细胞对DI~．NL2病毒的联接率亦低。H。对DEN一2病 

毒的敏感性虽然较低，但细胞对DEN一2病毒亦有较高的联接率。同时本实验还测定了四种 

细胞的可溶性膜制剂 (SCM)对DEN一2病毒感染活性的影响。结果表明。c。， Uo 两 

种细胞的 SCM 均能抑制 DEN一2病毒的感染活性。而 LⅢ、sP ，。两种细 胞的 SCM对 

DEN-2病毒的抑制活性则很微弱 (见表 4)。因此。我们推测 c m 细胞的质膜可能存 

在有 DEN-P．病毒的特异性受体。DEN一2病毒的吸附蛋白 (VAP)与病毒受体相互作用 

而触发感染。据文献报道，人类单核细胞表面的 Fc受体与 ct受体与DEN一2病毒感染的 

抗体依赖增强作用或补体依赖增强作用有十分密切的关系” 。但抗体不存在时。DEN一 

2病毒是否通过与质膜上的真正病毒受体结台而以某种方式进入宿主细胞，则尚未弄清 

楚。本研究提示 U-，7细胞表面亦可能有 DEN一2病毒受体。其存在对 DEN一2病毒进入该 

细胞可能有密切关系。另一方面，Um 细胞是来源于人组织细胞瘸的传代单核细胞，仍 

有低度的吞噬作用 。因此，DEN一2病毒对 U．a 细胞较高 的联接率， 是否 也和 该 细 

胞对病毒的吞噬作用有关，有待进一步研究。而可溶性膜制荆对DEN一2病毒抑制活性的 

结果则进一步提示，c一Ⅲ 、Uoa 的 SCM可能含有能够和 DI~．V-2病毒结台因而降低病毒 

盛染活性的特殊分子结构，与 DEN一2病毒受体可能有密切关系。H。细胞是一株来源于 

人血癌细胞的传代 T|淋巴细胞””，其较高的病毒与细胞的联接 率与细胞对病毒较低的 

敏盛性似乎并不相平行，其原因有待逃一步研究。 

本实验还利用了阃接免疫荧光法，分析了DEN-2病毒与靶细胞联接反应情况。其结 

果亦支持上述结论。 

综观上述。本研究提示对 DEN一2病毒敏感的细胞表面存在 DEN一2病毒受体，在触 

发病毒惑染阶段起重要作用。但尚需进一步确定其特异性受体的性质特征以及它们在登 

革热病毒盛染中的作用。 
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Preliminary Studies on Cellula r Receptor for Dengue-2 Virus 

W ang Ding—-yan Guo Hui—-yu 

(Department of Microbiology—Sun Yotsen University of 

Medical Sciences， Guangshou，510089) 

To investigate the role of viral receptor in the initiation of dengue virus 

infection，viral attachment rates(AR)on Aedes albopictus cell(c6，36)， 

human monocyte—like cell(U937)，buman T4(H0)，B lympboblastoid cell(Raid。 

~ouse myelomn cell(SP2／0)and mouse fihroblast cell(L929)weTe calculated 

by measuring the residual virus concentration after inocu]atlng a knowⅡ dose 

of Den一2 virus upon the above 6 cell lines and then keeping the cells at 4℃ 

for 15，30 and 90 min．The results showed that the A Rs of Den一2 on c6／3e， 

H 9 and U937 w ere much higher than the ARs of Den一2 o／1 L929。SP2／0 and 

Raji cells，the difference being highly significant(P<O．001)．Solubilized 

cellular membrane preparations(SCM)were prepared by ultrasonic disintegra— 

tion followed by ultracentrif g tion and sodium deoxy eholate treatment of c6／3e． 

U937，L929 and Raji cells．Definite inhibitory actions upon Den一2 infectivity 

were shown in the SCM from C6／36 and U937 cells after their interaction with 

Den一2 at 4℃ for 4 hour。 suggesting the SCM contained specific molecular 

complex closely related with Den一2 receptor and capable of blocking the infe— 

ctivity of Den一2 virus． Only very weak inhibition of Den一2 infectivity sould 

he found in the SCMs from L929 and sP2／0 cells． The—above findings sug一 · 
gest the existence off the surface of susceptible eells Den一2 vlru$ receptors 

which might play a crucial role in the initial step of virus infection
．  

K ey w ordsl Dengue一2 viru s Attaehment assay Solubillzed 

eellular membrane(SCM ) V rlls receptor 
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