
f 『)7 、‘ 搏／ 

第 8卷第 2期 

1993年 6月 

中 国 病 毒 学 
VFROLOGICA SINICA 

V0】．8 No．2 

Ju口．1993 

HEPES诱导增~$HFRS病毒对Vero—E6 

细胞的致细胞病变作用 

聂子林 俞永新 
J———— —一 - —————一  

(中国药品生物制品捡定所，北京 100050) 

提 要 

R3 、弓 

本文报道 了HEPES诱导增 强HFRS病 毒对Ve ro—EI细胞 的致细胞病变 作用。病毒悬 浮 

接种E 6细 胞，置37℃培养 2— 8天后在培 养澈中加适量HEPES，24小时 内即见明显 的细胞 

病变 出现。 细胞病变的特点 是感染细胞相互 融台形成多桉巨细胞或网状 结构，有时则 出现 

泡林样的空泡结构。HEPE$诱导增强的细胞病变能敌特异抗HFRS病毒免疫血清和单克隆 

抗体等 中和抑制 。HEPES的这一特性对 建立筒便的HFR$病毒 实验方 法等具有较大 的意义。 

关曩 髑：HEPES HFRS病毒 致细胞病变作用 Ve ro—E 6细胞 

除个别报道外 】，一般认为肾综合征出血热 (HFRS)病毒在 V e ro—E。细胞 上 繁 

殖时不引起细胞病变 (CPE) ‘ 我们曾报道⋯ HFRS病毒感染 EB细胞后 37℃培养 5 

天，然后在细胞培养上清中加适量N一2一羟乙基哌嗪一N 2 乙烷磺 酸 (HEPES)即可诱 

导感染细胞产生典型、规律的 cPE。这种 cPE的特 点是感染细胞相互融台形成多核巨 

细胞或形成网状结构和泡沫样的空泡结构等。作者 对 HEPES的这 一特性又作了进 一步 

的研究，现报告如下。 

材 料 与 方 法 

一

、 细胞 Vero—EI细胞克隆008株 由美国 泛里特 军事医学研究所 Eekels博士惠蹭，实验时用 

含 10 的灭 活小牛血 清的MEM培 养基传代培养，使 用代数在30—50代之间a 
．  

二、毒株 血清和单克隆抗体 HFRS~ 76—118株 (血清 I型，病毒滴度 1．0×10 PFU／o．1 ‘ 

m1)和UR株 (血清 Ⅱ型 ，病毒滴度2．0×10 PFU／O．1m1)由国外引进；HB s‘椿 ( 血清 I型 ，病 

毒滴度为 2，0×10 PFU／O．1m1)由安教省医科所提 供； L g·株 (血清 2型 ， 病毒 漓度为 2．5× 

10 ePFU／o．1m1)由长春生物制品研究所提供。兔抗 HFR$病毒B 5株免疫血清为安教省医学科学研 

究所提供；兔抗HFRS~ sR一1l免疫血清为本实验室 自行割各。HFRS病毒单克隆抗体 3D 8株为 

第 四军医大学微生物教研室汪美先教授赠送。 

三 、HEPES 全名为 2一(4一(2一Hydroxyethy1)-1-pipe ra ziny1]一ethansulfon sau re，分 子 量 

为238．3道尔顿。 用超 纯水配制 ，过滤 除菌后蔷用。 

本文干l目91年l1月25日嚷到，1992~9月19日修回 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

黄 2期 聂 子林等 HEPE s诱导增强HFR s病毒对Veto—E6细胞蚵致细胞病变作用 

四、CPE诱导增 强方法 病毒 直接 种八细胞悬液 (1— 5×10 细胞／m1)后， 

条件下培 养 2— 8天 (换液一次 )，无 菌条件下加IO--lOf}mmol／L浓度 的 HEPES 

24小时即可倒置显撇镜下观察CPE的产生情 况和病毒感染滴度。 

五，CPE特异性中和试验 按参考 文献 1 】进行，CPE脚诱导产生方 法周上述。 

六 、HFRs靖毒半做 量空斑 方法 见文献 【川。 

结 果 

133 

37℃ 、 5和 COl 

37℃继续培 养 

一

、 HEPES对 HFRS病毒致E。细胞病变作用的诱导增强效应 

HFRS病毒76 118株和 L。。株的1 0倍连续稀释液接种入 E6细胞的悬液中，37℃培养 

5天后在培养澉中)JH／~f0mmol／L HEPES。结果加 HEPES处理的感染细胞在24小时内 

均见cPE产生，而未加 HEPES处理的感染细胞及加 HEPES处理的未感染细胞均无明 

显的CPE出现 (见表 1)。加 HEPEs处理后对感染细胞进行不同时间的动态观 察，结 

果见处理后 2小时感染细胞开始出现形态上的改变，24小时内 CPE发展 到 高峰 (见表 

2)。CPE的特征是感染细胞相互融合形成多核巨细胞或台胞 体，或出现网状结构和泡 

沫样的空泡结构等 (见图版 I l一 8)。 

表 1 IlFRS靖毒癌染的 Vero-E 6细密产生 CPE曲情况 

T●b
．  
1 CPE 。f VeTO—E e ll Ialeered ith HFRS Ti r ●e 

l 
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3 
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1． HEPES处理的感染细胞组 

1． Infect ed c lI t⋯ at d with HEPES 

2． 束用 HEPES处理的感染细胞组 

2． 1 Dfecttd ceI1 8 w ithOut t reaIⅢ t 0f H EPES 

3． HEPES处理的未感染蛔胞组 

3． U口iⅡfc cI d c ell s t⋯ at d with HEPES 

捷：细胞扁变范围与 + 的芋Ⅱ定标准： 7j一100 # ； 5 —75 ：+十 i 一5 0 ，什 ； 1—25 

+ i可凝 ： ± 

二、不同感染天数用 HEPES处理后cPE的产生情况 

用 L。。株的1O倍连续稀释病毒液感染 E。细胞， 分 别于感染后 2、 3、4、5、6天 

加 HEPES处理，结果处理后24小时内均见明显的 CPE出现。根 据 不同天数出现的 

CPE计 算 病毒感染滴度 (CC1D )，结果有 一定的差异 (如图 9所示 )。从图上还可 

看出，感染后 6天 用 HEPES处理 CCID5。达到高峰 

三、不同浓度HEPES对CPE的诱导增强作用 
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圈 9 L¨株感染的细胞感染后不同时间用 HEPES 

处理后的 cPE~．U动奄 

Fig． 9 The kiaeties of CPE in LI 9 straia infeet ed cell s t rear ed by 

HEPES at diffe⋯ t d p。st i⋯ u14tion 

Loo株感染细胞后37℃培养 6天 ，然后加10—10OmmoJ／L浓度的HEPEs进行cPE诱 

导试验，结 果 各浓度 HEPES均能诱导 CPE的产生 (见表 3)。各浓度组对CPE的诱 

导能力和产生的 CPE特征等基本一致。 

裹 2 L·9抹麝染的 E 细瞳用 HEPES处理后的 CPE发展动意 

Tab． 2 The kinetic s of CPE 0n E 6 cell B i nfect ed with L 9● straia 

aDd t rc4ted ith HEPES 

}对照·未感染细胞 

} C0日tto1 UⅡiDfe ct ed cell 8 

裹 j 不同滚虞的 HEPES讨 CpE的僻导增强作用 

Tab 3 Elf ec c 0Ⅱ CPE indacti⋯ 日d enhm  nt ith differe日l Ⅲ m t rati0D of HEPES 

} 未感染细胞 

Uni rifected eelI{ 

～ 

一 
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四、CPE的特异性鉴定——细胞中和试验 

结果如表 4所示。76—1J8株和 L。。株在 HEPES诱导下产生的 CPE能被兔抗 HFRS 

病毒B。株或 SR一11株免疫血清和 HFRS病毒型特异单克隆抗体等中和抑制。 

表4 HFRS镐毒竞瘦血清和单克难抗佯对 CPE的特异鉴定 

T＆h． 4 Id entifi ca{io口 of spe eifi c CP￡ h r HFRS j rn日 i ⋯ ⋯ d onOct⋯ 1 

an̈ bod y(M cAh) 

对照 正常兔血清 

CoⅡt ro1 1 NOrm r＆hblt 8e 

五、HEPES诱导增强 CPE作用在滴定病毒感染滴度中的应用 

HFRS病毒76一l18栋、L。。株 UR株和HB 株等在E。细胞中测得的CCID s 0结果见表 

5 结果表明此cPE方法与空斑方法具有相近的敏感性。 

表 5 用 CPE 法和空斑{去涮定镉毒感染；肓廑的髂 果比较 

Tab． 5 Cempari so口 of i口f ectire t it e r of HFRS Ti ru e8 m~a Ru rcd by CPE iⅡd 

pf_qn 日 r iⅡ V⋯ 一El cell 

讨 沦 

HFRS病毒的某些毒 株能引起 V OFO—EB细胞产生 CPE已见个别报道 。 但这些 

毒株对 E。细胞的致病变能力较弱，表现 其引起 CPE的条件不稳定和 CPE的 特征性 

不很明显等 

我 们在国内外首次报道了用 HEPES处理可诱导 HFRS病毒感染的 V ero—E。细胞产 

生细胞病变，即病毒感染细胞后常规条件下培养，然后在培养上清中加八适量 HEPES， 

继续堵养24／b时即 见典型、规律、特异、高滴度的 CPE产生。HEPES诱导 HFRS病毒 

在V ero—E。细胞上产生的 CPE的特征与 HFRS病毒在 Vero细 胞 上 产 生 的 CPE相 

似 ，主要是感染细胞相互融合形成多核巨细胞，或形成网状结构和泡}末样的空泡结构 

等。 
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病毒感染细胞后可 引起感染细胞融合已有很多报道。这种融合现象可发生 在 生 理 

pH值范围 (如副粘病毒和疱疹病毒 )或低 pH值条件下 (如披 膜 病 毒 和 HFRS病毒 

等 )(a,ml。这种融合现象与病毒膜上的融合蛋白 (F蛋白 )有关 ，有些病毒的 F蛋白在 

生理 pH值条件下即能呈现胞膜融合活性，而有些病毒则只有在特定条件下 (如pH的改 

变 )其 F蛋白的结构和构象发生改变时才能发挥胞膜融合作用⋯“ “ ]HFRS病 毒在 

低 pH值条件下 “““ 和正常液体培养条件下 (pH值7．0左右 )⋯“ 均可引起感染细胞 

相互融合。但通过调节 pH值在4．9—6．3之间时 HFRS病毒 引起感染细胞融合的能力较 

低，融合灶内的细胞界限依然可辨，有时需通过酶染或姬姆萨染色才能在显微镜下观察 

到。而 HEPES诱导感染细胞相互融合的现象则与此不同，HEPES诱 导 的细胞融合为 

感染细胞大片 (或灶 )融合，细胞界限完全消失，有时还形成泡沫样的空泡结构等，因 

此勿需复杂的染 色过程即可判定 CPE的结果。HEPES诱导感染细胞融合的 pH值范围 

较大 (6．O一7．4之间 )，因此，其引起感染细胞相互融合除与 pH值有关外可能还存在 

其它机制，有关其详细机制值得深入广泛研究。 
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Induction and Enhancement of CPE in HFRS Vi ruses 

Infected Vero—E6 Cells by HEPES 

i e Zilin Yu Yongxin 

(National lnstitute for the Control of Pharmaceutica aMd 

Biotogical producf s Beiiing 100050) 

W e hav e f0und that HEPES COuld illdUCe alld ellhallce the CPE caus ed 

by HFRS virUS es in cultured Vero—E． cells．Th e infe cted eells were treated 

with 10—100ramol／L HEPES at 2—8 days post inoculation．several hours Tater， 

polyka y。 yt0s e。， n etworks and vacuol es appeared in the cell cultures． It 

could be se ell und er micros cope without Sta．illing．On th e colltrast，no CPE 

WaS found in the untreated infective Vero—E。 。ontro] cells Or treat ed 

Ullinfect ed COIltrol cells． The Vero—E。 cells infect ed With 76— 118, L·●， 

HB a5，UR strains d eveloped CPE aft er tr eated witd HEPES． 

The CPE enhanced by HEPES COuld be r educed by rabbit anti—HFRS 

virus B5 or SR一 11 immuu．e sera and HFRS virus type—specific monoclollal 

antibody． The infective titers measured by the CPE WaS consistent with that 

by plaque assay． The mechanisIn of HEPES enhancing CPE in inletted ce11 

cultures and it S application in the fields of vi rology need to be further 

8tudied． 

Key w ords f HEPES HFRS viruses Cytopathic effect Vero—Et 

ceIl5 
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