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细胞分离戊型肝炎病毒的初步研究 

、，／田 辛 

鲍作义 蒋豫图 张习坦 

(军事医学科学院微生物流行扁研究所．北京1000 7 1) 

提 要 

R弓1 f 

本文报告用 2BS细胞分 离戊型肝炎房毒 (HEV)感染成功的猴肝脏标本中的HEv的 

初步结果．将 2Bs细胞长成致密单属，接神已知含有 HEV的肝悬液，盲传至第 4代．发 

现在第27天细胞 出现了轻喙的细胞病变 【CPE)，随着 进一步的传代 ．细胞病变时间逐渐 

提 前。至第 7代时 ．在第 17天就可见到 CPE，CPE的主要 特征是 细胞间隙变宽 ． 透 明度 

降低和轻度细胞破坏，无大片细胞溶解和脱落现象。 免疫 电镜 拴查在第 s代 和第 6代 细 

胞培养液中见到很少的27--34-m的病毒颗粒。将第 4代至第 7代的细胞悬液20ml接神了 

3只恒河猴，有 2只猴在24天和26天 出现了典型的ALT升高 ．待 这 3只猴 恢复正 常后一 

年．再次接种 以上细胞悬液2Oml， 3只猴全部发生 了 ALT升高 并在胆汁中检查勤27— 

34rim的病毒颗粒 我们初步推测2BS适应的这株房毒很可能是戊型肝炎房毒。 

美麓词 要娄卷蠢一童业 蕾拳 。细胞烈日{ i；荡 1 

到目前为止，许 多国家‘””和我 们实 验室‘。 均 利用 动 物分离 出戊 型忤 炎 病毒 

(HEV)。但细胞分离 HEV尚未成功。本文报告用 2BS细胞分离 HEV感 染 成功的猴 

肝脏标本中的 HEV的初步研究结果。 

材 料 和 方 法 

一
、 盛 染材料 新疆 ～例经流行病学和血清学确诊的非 甲非 乙肝炎 【成型 肝炎 )病 人潜 伏 

期粪便感染恒 河猴 ．猴 发生 了典型的 AI T升高和肝组织的 肝炎 特征改变。用猴 肝组织制备成肝细 

胞悬液后再感染恒河猴也发生 了典型的肝炎 ，并从粪便中分离到较多 的 HEV。 用这种肝细胞悬液 

同时接种2BS细胞进行细胞分 离HEV的研究。 

=、细臆 胎儿肺经诮化处理 后，用含 10晡小 牛血清的 Eagle。B浪在25c皿 的细 胞培 养瓶 

中进行单层细胞培养，当细胞传至第 5代后，细胞已报稳定地维持在 4周以上。 

三、培养方法 长成致密单属的 2BS细胞分 4组，叩糖种肝悬汽1．Om1，2．Oral，3．Oral和 

空白对照 每组接种 2瓶维持 2周 ．每 组保 留一瓶继续培 养 冻融其余细 胞 ， 离心．取上清 液。 

每组再分为 4组即撬种细胞上请液i．Ora1．2．Oral，3．Oral和空白对照组 细胞维持 2周，每组保 
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留一瓶继续培养 ，按此程序盲传 ， 细胞维 持温度为 33℃， 

养基 

细胞维持液含 l哺小牛血清 Eagle。B培 

四、蛔囊落养液接种恒河鬟 

1． 接种物：上述接 种猴 肝细胞悬液 的第 4代至第 7代混台2BS细胞 上清 液 

2． 动物 ：实验室繁殖 的 3只恒河猴 ．年龄 l一 1．S岁，并在实验室观察 2周以上 

3． 接种途径和剂量 ：静脉注射20ml。 

4． 采用赖氏法测定猴ALT， 用 SPRIA和ELISA捡测猴 抗 -HAV-IgM、抗—HAV、HBsAg和 

抗一HBc—IgM 

s． 免疫电镜方法 (1EM)检测细胞培养液，猴粪便和胆汁中的病毒颗粒 

细胞培养物 冻融 3次 ．超声波粉碎， 离心除去细胞碎片 ， 3．0ml上 清加含l0畴HE病人急性期 

血清的 PB?0．5ml 37 0C l小时， 4℃过夜，40000g离心 2小时 ，弃 去上清 ，沉淀物 用40～50 1 

PBS悬浮 ，覆盖铜阚，磷钨酸染色，电铙观察 

粪便租胆汁中的病毒颗粒的电镜检查参照文献I"4】 

结 果 

一

、 细胞形态观察 

致密单层 2BS细胞接种 HEV感染成 功的 猴肝细胞悬液后，在3．0ml肝悬液接种瓶 

盲传至第4代，在接种后第27天出现了轻微的变化。在1．0ml和 2．0ml肝悬液接种瓶在 

第 6代时细胞也出现了同样的变化。随着进一 步的传代，细胞病变时间逐渐提前，至第 

7代时，17天就可以见到细胞病变 (CPE)，CPE的主要特征是细胞间隙变宽，透明度 

降低，轻度细胞破坏，无大片细胞脱落现象。 

二、细胞培养物中病毒颗粒免疫电镜检查 

在接种肝细胞悬液后的第 5代以及后续的细胞培养物中 观察到27—34rim的病毒样 

圈 I． IEM(×200 0 0) 第 6代缅胞培葬物 

I}J的病毒样颗粒 
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颗粒，病毒颗粒的形态特征与猴粪便中分离的 HEV相似 (图 1)。 

三、细胞培养物接种恒河猴 

第 4代至第 7代的细胞培养物混合， 100O0rlm离心，上清液注射 3只恒河猴后， 

有 2只在第24天和26天开始出现 ALT异常升高，持 续时间约一周，肝组织出现肝炎的 

特征表现 (图 2)。 

在这两只猴 ALT恢复正常 后一年， 再次攻 击上述细胞培养物， 3只猴均 发生了 

ALT升高，ALT的峰值较第一次为高 (图 3)。在这 3只猴 ALT升高期间的粪便中用 

IEM观察到集聚的典型的27--34nm的病毒颗粒，井在其中一只尸捡的猴胆汁中也观察 

到同样的病毒颗粒 (图 4)。 

图 3 

r ．3 

目 4． IEM(×300，000)．接种HEV细胞培养物 

的猴 (R a 3)胆计中的病毒 样颢粒 

Fig4． IEM(×3000_000)．Vira s-1 。 p‘rli 

el⋯ b5e r ed in bilc fh1id f舢 ● 

kay(R 31) D c．]ated with ca]1 

cⅡ1I⋯ 目 Df HEV 

讨 论 

1987年 Pillot等⋯ 报告 PLC／PRF一5，HEP—G一2或 MRC一5细胞培养散发非甲非乙 

肝炎病人急性期粪便中的病毒，在 PLC／PRF一5细胞中检测到相关的抗原，并认为这种 

抗原牢固地结合于细胞上。 1989年Soe等 报告用食蟹猴肝细胞培养 HEV， 细胞中观 

察到病毒样颗粒，未观察到细胞超微结构的变化。我们实验室用经证明有感染性的恒河 

猴肝组织悬液接种 2BS细胞，在 3周左右的时 间里出 现轻微的细胞病变，并在细胞培 

养物中观察到病毒样颗粒，感染恒河猴后出现肝炎症状。由于病人和猴感染戊型肝炎病 

毒后产生的抗体水平低”’，我们相隔一年，用细胞培养物再次攻击恒河猴，猴都发生了 

肝炎的症状。虽然我们 还不能用 特异的血 清学方法捡洲 其中的 抗原 (现正 在研究之 

中 )，井由于病毒量少尚不能用生化方法鉴定该病毒。但从上述结果ilT以初步推测细胞 
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培养物中含有致动物肝炎病毒，并且很可能是戊型肝炎病毒。细胞培养物中未检测到甲 

型肝炎和乙型肝炎病毒抗原。 
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Preliminary Report of Cell Culture of Hepatitis E Virus 

Yin Shu—rong Liu Yu—tang Tign Xin 

Bao Zuo—yi Jtang Yu—tu Zhang Xi-tan 

(Institute of M icrob~otogy nnd Epdemio Jo$y，Academy of Mititary Medica! 

Sciences，Beiiin$100071) 

Hepatitis E virus(HEV) was isolated in human embryomie lung cell ino- 

culated with liver tissue suspension from an HEV-infected rhesus monksY． 

Slight eytopathie effect (CPE) appeared at the 27th day after 4 Mind 

passages cf viruses in cell culturs to at 17th day after 7 passages．Low amounts 

of 27— 34nm virus-like particJe8(VLPs) in cell cultures were visualized by 

immunoelectronmicroscopy(IEM)． 2 of 3 rhesus monkeys inoculated with 

20ml of pool of cell cultures from 4 to 7 passages developed significant 

elevation of ALT levels and all of those m onkeys inoculated with tile same 

cell cultu res one year after their recovery developed typical hepatitis
． 27—  

34nm VLPs in their hile juice were found hy IEM． It is cone Iuded that 

those cell culture—adapted viru ses may he hepatitis E virus
． 

Key w ordsI Hepatitis E virus Cell culture Human embryomic 

lung cell 
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