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据 要 

轮状病毒 (RV)的细胞培 养问题尚未完全解 ，其原因之 一可 能与敏感细胞较少有 

兰。为此，我们进行了RV新敏癌细胞的筛选，发现恒河猴胚肾传代细胞Frhk一4感染不同 

血清 型 的人和动物RV标 准株wa、 DS-l、Y0、ST-3、SA-1l和UK后，37℃旋转戚 静止 

培养均能产生明显CPE。培养物经ELISA铡定含RV抗原，用PAGE检测有 特征性RV核酸 

图型， 电镜 超薄切片检 查感 染细胞可 见 RV颗 粒，证实Frhk-4是RV韵 敏感细 胞 ，这在国 

内外 尚未见报 道。 同时 与MA104和CV—i细胞 的比较研究表 明， 三种细胞对 w_和DS—l的 

敏感性及增殖 滴度 ，班CV—I最高，Frhk-4汰之 ，MA—l04最低 。 

关麓词： Frhk一4细胞 蟹罄纽纪 
轮状病毒 (RV)有A、B、C、D、E、F六个组， 现仅有A组和C组的某些毒株可以进 

行细胞培养。虽采用胰 蛋白酶处理病毒，旋转培养和在维持 液中加入胰蛋白酶等手段， 

将人RV的细胞培养分离率提高到50％左右 ，但病毒增殖滴度不高，有的毒株尚无致细 

胞 病变作用 (CPE)。因此，RV的细胞 培养问题仍未完全解决。不少学者从研究RV敏感 

细胞入手，发现原代细胞如原代非州绿猴 肾细胞 (AGMK)、原代弥猴肾细胞 (CMK) 、 

比传代细胞对RV更敏感” 。 然而，原代细胞因来源、成本、 制备等方面的问题，难 

以普及，人们仍乐意应用传代细胞。但 目前对RV敏感 的传代 细胞种类甚少，常用的仅 

MA1 04和CV一1两种。为此，我们开展了RV新敏感细胞的筛选，发现恒河猴胚 肾传代细胞 

F rhk一4对RV敏感 。本文报告Frhk一4用于RV标准株培养及与MA104、CV一1比较的结果。 

材 料 和 方 法 

1． 细胞和病毒 MA104(引自江苏省农业科学院)、CV一1(引自安教省 医学科学院)、Frhk一4 

‘引自南京军区军事医 学研究所 )、Hep一2(引自 南京市儿童 医院 病毒室 )和人胚肺传 代细胞 

(HEL， 引自湖北 医学院病毒所 )按常 规均阻含 10嘶小牛血清 的 Eagle MEM营养液传 代培养 ，长 

成单层后使用。人RV标准株w自(1型，引自浙江医科大学微生物学教研室 )、DS—I(2型，引 

本文~1992年 3月 1O日收到 ．6月13日修回。 
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自中国预防医学科学院病毒学研究所 )、YO(3型，引自安徽省医学科学院 )和ST一3(4型，来 

源同DS一1)， 动物RV标 准株SA一11和UK(3型 和 6型， 来源同Wa)，在CV一1上 增殖 后，贮 于 

一 70℃备用 。 

2． 胰蛋 白砖耐 受试 验 将Frhk一4、Hep一2和HEL等筛 选细胞 与MA104，CV一1分别传 八24孔 

培养 板内， 置CO 2培 养箱37℃孵育， 长成 单层后用 Hanks液洗涤 2次， 加 ^含不 同浓度胰 蛋白酶 

(Dif CO，比活性 1：250)的Eagle MEM维 持液 lml／孔， 继续孵 育并于不 同时 间现 察细胞 对 胰蛋 

白酶 的耐受 情况。 

5． RV细胞培 养 病毒 以终浓度为 10gg／ml胰蛋 白酶37℃处 理 l小时， 细胞 在24孔培 养板 内 

或3．5×1．5 cm／J＼方瓶 内长成 单层后 ， 以Hanks液洗涤 2次，接种 病毒悬液0．1ml／孔 (瓶 )，并设 

正常对 照，37℃吸附 1小时后 ，弃击 接种液，Hanks蔽 洗 2次 ， 再 加 含 l~g／ml胰蛋 白酶的 Eagle 

MEM维持液 lml／孔 (瓶 )，24孔培 养板置CO 2培养箱 37℃静止培 养，小 方瓶 于37℃旋 转 培 养 (位 

置需要调节好以 免细胞脱落 )，定时 观察CPE。 

4． 电镜超薄切片检蠢 将感染RV后的 细胞刮下，离心后，沉淀用 4嘶戊二醛固定， 1嘶琼 

脂糖 预包埋， 1骺四氧化锇圃定 2小 时；经 丙酮梯 度脱水后，Epon 812环氧 树脂包埋 ，LKB-~超 

薄切 片机切片 ；醋酸双氧铀及 柠檬 酸铅染色 ，H-600型 电镜 观察照 相。 

5． RV—PAGE 按 文 献 t d1进行 。 

6． RV—ELISA 采 用卫生部兰州生物制 品 研究所 生产的RV—EL1SA试 剂盒 ， 按使 用说 明操 

作。以华 东 电子管厂生 产 的DG一3022A ELISA铡定仪 判 定结果。 

7
．  RV空斑祷定 参照 文献 l j I进行 ，凝 胶复盖物内胰蛋 白酶浓度 改为 lVg／ml。 

结 

1． 胰 蛋 白酶耐受 试 验 

试验所用胰蛋白酶最终浓度分 别为 0(对照 )、0．5、1、2、3、5、1 0和20ag／TMI， 

于37~C孵育 1、 2 24、48或72小时，按时取出观察F rhk一4、Hep一2和HEL等筛选细胞 

以及 MA104、CV一1细胞 列胰蛋白酶 的耐受情况。 如不能耐受胰蛋白酶的作用，则细胞 

形杰发生改变，表现为细胞变长、变圆、拉网 堆聚或脱落，结果如表 1。可见细胞对 

胰蛋白酶的耐受性依次为MA1 04、CV一1、 F rhk-4、 Hep-2和HEL， 但均随胰蛋白酶浓 

度的增高和作用时间的延长而降低。20#g／mI胰蛋白酶作用 2小时， 1“g／m1作用72小 

时，Frhk一4形态无变化，故可作为筛选RV敏感 细胞的候选细胞。 

2． RV在Frhk一4上的CPE 

分别将RV标准株Wa、DS-i、YO、ST-3、SA-i1和uK接种到Frhk一4后，无论旋转 

或静止培养均能出现职显cPE，表现为细 胞变圆 脱落 、有轻度拉网现象，见 图 l。如 

感染倍数为0．1～l，一般感染后10小时左右CPE开始出现，48小时左右CPE可达 ，但 

动物RV比人RV CPE进展较快。 

3． 电镜超薄切片检查 

分别将RV标准株Wa、DS一1、YO、ST一3、SA—ll~J]UK接种到F rhk一4后，37℃静止 

培养，待CPE达 +～上+时，将感 染细胞作电镜超薄切片 检查，结 果均能查出RV颗 粒， 

或散在、堆聚在胞浆中，或存在于内质网和溶酶体中，且可为单层壳、双层壳或带包膜 
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篇 1 盂 0 筻 礴 。轰 枣 赴 褊 墨 

的RV 粒 ，如 『 2。 

．
RV—PAGE 

将 RV标 准 株Wa、D5 1、YO、ST一3、SA 11歧UK分 别 接种 至 F1hk 4、 MA104和 

CV一-上，37℃静 【f：培养后，各取培 养物1 OO J，提取桉酸，进行RV—PAGE。结果均为阳 

r『 。同份标准株枉三种 、n_d细胞土培养 ，其核酸罔型均相M，观合【U泳也来见差异。 

5． RV—ELISA 

将RV标准株Wa、DS—l、YO、ST一3、SA—ll歧uK以相同感染倍数分别接种至F rhk 
一 4、MA104~1}cV—l上， 37℃静 f『二培养后，k'j,ELISAN定RV培 养物抗原， 结果 均为阳 

性，1』 间仿毒橡相： d细胞 培 养后， I Lii'~液的抗原oofR,~低不一 见表 2。 

6． Frhk— 1、MA10,15[]cV一1刘RV敏堪 r『：的比较 

jfi-?JiCV一1 增 殖 的 RV标准株Wa~1]DS一1分别在 F rhk一4、MA10i JcV一1三种细 

胞上同时进行 斑滴定，结果如表 3。可见三种细胞刈 Wa和 DS一1的敏感性依次为CV 
— l Frhk一4和 MA104。 

7． 不同RV在F rhk一4、MA104和CV一1上增殖后滴度的比较 

将RV标准株Wa~I]DS—l以相同感染 倍数分 *l接种 =~．Frhk一4、 MAlD4和CV一1上。 

37℃静止培养后，在MA1O4细胞 上进行空斑滴定， 结果如表 4。 ]见Wa和Ds一1在CV— 

l上增殖滴度最高，Frhk一4次之，MA104上滴度最低。 

岫 

h 

卵 

k 喽 c 
嘻 

E n 

们 ． 1_ B B _一 

毗 

吐 " 

图 胞  ̈．三 

一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


国 癌 毒 学 第 8卷 

臣2． RV感染F rhk一4细胞 后翦电镜超 荤坷片捡查 
F【g． Elecl⋯ m i c rog raph~ 0f ult ra—fbfⅡ gect【0㈨ f F r1j k

- 4 

c 1】s iⅡf⋯ t d witb rotay I⋯ 日 

^
． 感 染sA—ll后 

A． I nf ected with SA一11 8traiⅡ 

B
． 感 染 Yo 

B
． 

Infected wIth YD t T LⅡ 
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‘
一  表示细胞耐受胰蛋 白酶 的作用 形态无变化。 

。+～++++ 表示细胞不耐受胰蛋白酶 的作用和不耐受的程度 ，形态改变。 
一  Indicated that ee LI。 e rt tolerant to the effect s of ~Typ sin aⅡd had Do motphologi~ê - I。● 

+ ～ + + + + indie ated Ihat ceil s wtfe sen sitive Io Ih。 elfcot e of I 7P。in Ⅱd produced 

mor~hoIogle chang es． The mo re 。+ ．th。mDre s en silive deg ree． 
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’裘 中数字为 一次宴验的平均值，怛另外实验的结果与此相似。 

The figu rc s r̂e．⋯  g ia tbe One test aⅡd 1rail r to tbe ⋯ the r test 

表 5． 不同细胞对ItV敏 睦性的比较 

Tab】e 3． Comp rlson Of Bu scept；h 

t0 RV8 0f d|ffe" ㈣t l1 s 

病毒株 空斑滴度 (PFu／m】)’ 

P】 qUe tite r(PFU／m!) 

表 4． 不同RV在不同细矗上增殖后滴度的比较 

T a b】e 4
．

Comp B rlsoⅡ of titers 0f RV Produted 

0n dif re口t ceI1s 

病毒株 空斑滴度(PFU／m1)‘ 

Pl。q e titer(PFU／m】) 

Frhk一4 MA1 04 CV一1 F rhk一 M A1O4 CV 

注同表 2 

H te i$ tbe s丑me aheve 

注同表 2 

NOte i自 the 8 me ttb⋯  

讨 论 

RV细胞培养时，常规用1 0#g／m!的胰蛋白酶处理病毒后 接种至敏感细胞上， 吸附 

1小时后再加 含1#g／m!胰蛋白酶的维持液进行培 养。因此所筛选 的细胞能否耐 受上述 

浓度胰蛋白酶 的作用和一定长的作用时间至关重要。通过胰蛋白酶耐受试验，我们首先 

从 Frhk一4、 Hop一2和 HEL三种细胞中得到了能 “耐受胰蛋白酶” 的 Frhk一4作为筛选 

RV敏感细胞的候选细胞，而Hep一2和HEL由于不能耐受胰蛋白酶作用而筛去。 

将不同血清型的人和动物RV标准株 Wa、DS一1、YO、ST一3、 SA-11和 UK接 种至 

Frhk一4后，旋转或静止培养均能产生 明显CPE。培 养物经 ELISA测定均含RV抗原。用 

PAGE检测均有特征性RV核酸图型。电镜超 薄切片检查，在感染细胞内可见RV颗 粒。 

所有这些均证实RV能在Frhk一4内增殖，表 明Frhk一4是RV的敏感细胞。对此，国内外尚 

未见报道。 

F rhk一4是 恒河猴胚肾传代细胞，可用于 甲型肝炎病毒的培养 。 MA104虽也是恒 

河猴胚肾传代细胞，但 两者形态有所差别。在相同培养条件下， 前者 细胞稍大 稍长， 

而后者多边形明显，立体感稍弱。与CV一1(非州绿 猴 肾传代细胞 )相 比，三 种细胞的 

生长特性又有较大不同z cV 1生长快，但维持时间短}MA104则相反， 生长馒， 维持 
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时 间长，而Frhk一4则介于两者之间， 生长I~MA104快，维持时间比cV—i长，在实际应 

用中有一定的优越性。此外，从三种细胞对RV标准株的敏感性和增殖滴度来看， 唧 

和DS-I试验的结果表明，CV-I最高，MA104最低，Frhk一4也 介于两者之间。 Birch 

等 曾比较过MA10,1~CV—l对RV的敏惑性 ，用CV—l进行RV分离培养，其分离 率比MA 

104高， 我们 的结果 与此 类似。 

在动物RV细胞培养研究中，Estes等 曾比较过多种原 代细 胞如AGMK、原代恒河 

猴肾细胞 (RhMK)、原代人胚 肾细 胞 (HEK)、人胚肺细胞 (M )和 多种 传代细胞 

如 厘河猴肾细胞 (MA104~flLLC—MK 2)、绿猴 肾细胞 (Vero、CV一1、BSC一1)、Buf— 

falo绿猴肾细胞 (BGM)，鼠成纤维细胞 (L929)和兔肾细胞 (RK13)对SA一11的敏感 

性 ，发现只有在MA104、cV一1、BSC一1和BGM上 能获得高滴度增殖 。最近Supe rtl等 报 

道人结肠癌细胞系HT一29比MA104对人RV有更高的敏感性， 可用于人RV的分离培养。 

我们筛选到的RV敏感细~Frhk-4能否直接从腹泻粪便标本中分离RV，尚在进一步研究 

中。此外，我们 曾报道将刀豆素A加入营 养液在细胞生长过程 中预处~MA104和C V一1 

细胞，能显著增加人RV的空斑数 目和增殖 滴度， 加速 CPE的发展 ，但Frhk一4有无此 

特 性尚待研究。 
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Screening a New Cell Line Susceptible to Rotavirus 

Meng Jihong Zhang Jianqiong Lin Ling 

(Department of Microbiology·NⅡ" f g Rai?way M edical Coliege, NaItjï g 210009) 

The diffieulties of rotavi rus(RV) propagation in eelI cultu re were not 

ore rcome com pletely， because not all groups of RV or not aI1 strains of the 

sam e group of RV could replicate in vit ro as yet
．

One of the reasons of the 

difficulties might be that there war e onl y a few kind s of c lls suseeptible 

to RV
．

In order to screen a flew eeII line for RV p ropagatiqn， th ree conti— 

nuous cell lines(Frhk一4， Hep一2， HEL) were used as sc reened cell and six 

st rains of RV(W a， DS一1， Yo， St， Thomas一3， SA一11， UK)we re used as mo— 

de1
．

Since t r ypsin was routinely used in RV P ropagation， the tolerance to 

trypsin of the se reened cells was examined at first． OnI y Frhk一4 cell was 

tolerant to 20 pg／ml t rypsin fo r 2 hours and 1#g／ml for 72 hour s at 37℃ 

at least
．

Afte r the six strains of RV we re inoculated into the cu]tures of 

F rhk一4 ceI1 respectively and the cultu res we re incubated at 3722 with or 

without rotation， distinct CPE developed
．
RV antigens and nucleic acids 

we re detected in the infected cultu res by ELISA and PAGE， respectively
．
RV 

particles we re observed in the uIt ra—thin seetion of infected Frhk一4 cell 

by EM
．
In addition， the suseeptibilitie s to RV of F rhk一4， CV—l and M A104 

eells and viral titers on these eeIls were eompared
．

Frhk一4 eel1 was more 

sensitive to RV than M A104 celI． although CV一1 cell was the highest
．

All 

these resu1ts indieated that Frhk一4 eel1 is a n ew cell line suseeptible to 

RV and may be a useful m odel for the studY of RV infection． 

K ey w ordsl Viral propagation Rot avirus Frhk-4 cell 
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