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肿瘤坏死因子一c~(TNF— )对常见 

呼吸道病毒的抑制作用 

姚 茔 吴筱玲 ／周 峰 周瑶玺 
一  — — — — 一  

／ 

(南京匪科大学微牛物学教研室．南京210029) 7 7- ． 
提要 用人重组肿瘤坏死 T ⋯  。。 T 帅  天 

t ：IFN )在人且五胎肺纤维母细胞(HEL)和 Hep一2细胞系上对常见呼吸道病毒所致细胞病变抑制 

进行比较观察 病毒包括不同型剥的腺病毒5株，单癌病毒I型(HSV一1)1株．鼻病毒 l株，仙台病 

毒 l株，VSV1株。结果提示 TNF吨和 IFN- 均具有广谱抗病毒活性。TNF— 的抑毒作用能被 

rNF一 抗和1FN一 单抗完全去除，被IFN—n单抗部分去除rNF一“的抗病毒效应。TNF-{x中和试 

验的结果提示：TNF抗病毒 活性仍 _为1FN一日诱生所介导。 

关键词 塑堡 因子：望! 效应，． 堕 显． 

I 975年 Carswell 等人用BCG和 LPS先后给小鼠注射 ，在血清中产生一种物质能使移植 

的I 瘤发生出血坏死。1985年 Beuder口 等人对这一物质作了进一步鉴定，定名为肿瘤坏死因 

子 ，也称坏死素 (Cachectin)。TNF系由多种细胞产生，主要由单核巨噬细胞产生的称 TNF一Ⅱ， 

i4--4L的 T细胞产生的称 TNF B。TNF具肯， ‘泛的生物学活性 ，它不仅在体内外具有抗肿瘤的 

活性 、免疫调节活性 ，而且有广泛的抗病毒活性 TNF预先处理细胞能保护细胞不感染 不同 

剂量的 TNF预先处理的细胞和病毒产量降低呈相关性。本研究用 TNF“和 IFN一“对常见呼 ’ 

吸道病毒 9棒所致细胞病变的抑制进行比较观察 由于 IFN— 抗病毒活性是 30年来确认的， 

因此 TNF “和 IFN u对 比观察更 肯利于了解 TNF“抗病毒范围和其敏感性。结果 发现 

TNF|“和IFNI“育相似的广谱抗病毒作用，并能被相应的单抗所阻断。 

材料和方法 

】 制剂 

I I rHurNF一“ 活性 1xl 0 单位／毫克蛋白，Sigma公司产 品。 

I 2 天然的HuIFN一“ 纯度 1×10 单位／毫克蛋白．日奉JCR产品 

I Actinomycin sisn3a公司产品。 

2 病毒 

腺病毒 5株：3型、7型、5型、2型、Il型和鼻病毒(Ns 株)均为l奉室 l972一I 978年分离鉴定株 HSV一1 

tsM株)湖北医学皖病毒所提供 仙台病毒，VSV由中国预防医学科学院捕毒学研究所提供 病毒感染几胚肾 

奉文于 1995年 】月 3日收到，6月5日修回 
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细胞传代物，超低温保存。攻击试验病毒用 100 TCIDs。 

3 细胞 

3．1 凡旺肺纤维母细胞传代株 4—8代 接常规传代培养制备，奉室自建株。 

3 2 HeP-2 细胞本室从国外引进 ．在本室传代，液氮保存，用时复苏 

4 细胞病变抑制试验 

TNF哪对L 细胞有根强的细胞毒性，而对率研究所用的 HEL和Hep一2细胞均无毒性作用，预备试验中 

TNF 浓度到 8000 ng／rnl对上述细胞均无毒性作用 选用的浓度为 l0一1 0000 ng／ml 

取长满的细胞单层．将TNF—n用含 2 g／m1放线菌素 D维持液处理，稀释啦各种不同裱度加入细胞单层 

于 g6孔板置含 5 CO 培养箱 37"C培养 24小时，弃 匕清换新鲜维持液加入 1 00 TCID 病毒液，37"C继续培 

养，每口观察细胞病变一次，记录结果。当病毒对照组出现。卅”细胞病变时．判读结果 仙台病毒以测血球吸 

附试验为观察结果指标 。 

S TNF一和[FN—fat活性的中和试验 、 

鼠抗 j＼TNF—n单抗 ，s ma公司产品 鼠抗 几]FN—u，IFN—B的 阜抗 ，美国纽约大学 Vficek教授赠予 

’1『和试验 中TNF一 000 ngfml；IFN-~lOO0 ／ml TNF—n单抗 1：80~IFN—q和 IFN—B单抗 1{200 分别 

将 FNF一 和抗TNF—n啦抗等体积混台．TNF—n和抗 TNF．a单抗等体积湿台：TNF-n和 [FN．B单抗等体积混 

旨，放 37℃水沿 90分钟．将混台液分别处理 HEL细胞单层 ．21小时后以HSV—I和 Ad。为攻击病毒(MoI一 

0 5)一攻击病毒加入细胞单层后 3小时．用RPMII640洗三次。然后加细胞培养维持液，37℃5 CO z培养箱 

tf 培养-病毒中和试验接常规宜观察 7天 而细胞因子中和试验按常规一般观察 4 5天．待病毒对照出 

现“卅”，即可判定结粜 

结 果 

rTNF一“和 IFN一Ⅱ在 HEL和 Hep一2细胞上对腺龠毒感染所致病变的保护效应 结果见表 

和表 2。 

表 1 rTNF a和 IFN—n在 HEL 

Tab l Prm em effect f rTN F．n and IFN-a on HEL cells against adJenoviruses 

睬尊毒型 ／l舰察n f问(日)／细胞处理 Ad， A d- A Ad； A d11 
⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

l伽 (d Ⅱ ⋯  1 2 3 4 
l 2 3 4 l 2 3 4 】 2 3 4 1 2 3 4 

细胞对 CcU control ⋯ 一 ⋯ 一 一 ⋯ 一 ⋯ 一  

病毒对删 Viruses control ++ }H}}H}++H十}H}}H}一 + 卅 卅 一 一 ++ 一 +十．}}}H} 

1 000rig／m r 一 + * 1{ 一 + +十 一 一 一 一 一 一 士 ± 一 一 一 一 

500ng／ml + 斗 * 1{ 一 H 卅 一 一 一 一 一 一 ± + 一 一 一 一 

25 s／ml 什 * 11 + 什 一 ⋯ 一 一 + 抖 ⋯ 一 

】25ng／ml H 抖 * {{ H +十 一 一 一 + 一 一 + +十 一 一 一 一 
1 00ng／ml H 抖 {{ H +十 +卜 一 一 一 + 一 一 + +十 一 一 一 

50ng／mt H 针 H { 卅 抖H．1．1一 一 + 一 一 +_ +十 一 一 一 一 

25ng／nd 抖 H ’’ ++ }．1． 一 一 + H 一 + ++ +十 一 一 + ++ 

12 5ng／ml ’抖 H t} ++ T}rl{rlr Hh一 + +_ H 一 + ++ +十 一 一 + H 

】000u／ml 一 一 + H 一 一 一 H 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 

500u／ml 一 士 +十十}}一 一 + +十 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
1FN一口 250u／ml H 卅 }H}一 一 ++卅 一 一 一 一 士 士 士 一 一 一 一 

125 u／ ml 品 {8}一q-去嚣卅td二二q一-二二 q-去 q-二 ## 

从表 1结果看出 TNF一“对 Ad 3型 A 型无效 ，对 Ad L1型、Ad 2型 25 ng／mI，Ad 5型 J25 
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ng／ml都有抑制病毒作用。IFN—u 500 u／m1使 Ad3型 Ad 型推迟病变出现 ，而对 Ad 型、Ad 5 

型、Ad．．型 62．5 u／m 一250 u／ml都有抑制病毒的效应。 

表 2 rTNF-~和 IFN—n在HEP-2 

Tab 2 protective e 0d of rTNF—n and IFN圳 n HEP 2 cells ag l adcnoxqru．s~  

从表 2结果看出TNFⅡ对 Ad2型在 HEP一2细胞上≥IOng／ml，Ad5型、Ad】】型 】O0 ng／ml 

部肓保护效应 。IFN u对 Ad z型、Ad5型、Ad 型在 Hep一2细胞上 500 u／ml肓完垒保护效应。 

2 rTNF—u和 IFN一“在 HEL和 HEP 2细胞上对鼻病毒、HSV 1、仙台璃毒和 VSV感染所致 

细胞痨变的保护效应 结果见表 3和表 4。 

裹 3 frNF—a和 lF —a在HEL绷囊上对鼻病●、HSV 1、仙台毹 和 VSV 

Tab 3 Prote．eti~ e￡ rTNF-=and IFN on HEL cells鸣 t rhino~ ．HSV一1 Sends'ch-us VSV 

表 3结果可见 TNF—u i000 ng／ml能完垒抑制鼻病毒感染细胞病变 的出现。100--500 

ng／ml可推迟细胞病变 出现。而 IFN一Ⅱ62．5 u／m1对鼻病毒感染就有完垒保护细胞的效果。】00 

ng／ml TNF—u和125 u／m1的IFN一“x~HSV l感染能完垒抑制细胞病变出现。对VSV意染的 
细胞单层 250 ng／ml和 125 u／ml IFN “能完全抑制细胞病变效应。对仙台病毒感 染的细胞单 

层 100 n~／ml TNF—u和 62．5 u／ml IFN—u能完垒抑制病毒增殖，血球吸附试验呈阴性 
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表 4 rTNF-a~IFN a在 HEP一2细皇上对鼻病毒、HsV一】、仙台病毒和VsV 

T曲 4 Pr0tccti~ efiber of rTNF_Ⅱand IVN n HEp 2 c~lls oga~st rtlinovirus，HSV一1一．S~ davirus·VSV 

表 4结果可见：TNF 1 00 ng／inl和 IFN—u 250 u／ml对鼻病毒感染能完全抑制细胞病变 

出现 。对 HSV 1感染的细胞单层 TNF u l000 ng／ml和 IFN—u 250 u／ml能完全抑制细胞病变 

出现。对VSV病毒感染的细胞单层TNF一Ⅱl000 ng／ml和 IFN一Ⅱ500 u／m1能完全抑制细胞病 

变的出现 。对仙台病毒感染细胞单层 TNF—u100 ng／ml和 IFN—u 62．5 u／ml能完全抑制病毒 

增殖 ，血球吸附试验呈阴性。 

3 rTNF一“和 IFN u抗体中和作用 采用 HSV 】和 Ad 5型为攻击病毒，HEL为试验细胞。 

TNF一“单抗能完全中和 除去 TNF—u的抑毒作用(所致的细胞病变)，说 明 TNF一。对 Ad5、 

Ad 、Ad HSV—l、1KI K台病毒、VSV 的抑制细胞病变是特异的。IFN u单抗能完全中和而除去 

IFN 的抑毒作用。IFN一“单抗能部分中和而除去部分 TNF u的抑毒作用，IFN一日单抗能完全 

中和 除去 TNF u的抑毒 作用 。 

讨 论 

本研究证明rTNF一“和 IFN u相似，具有广谱的抗病毒活性。对不同病毒及在不同细胞上 

抗病毒能力也 相同。 

中和试验的结果证实 rTNF u和 IFN—u抗病毒是特异的。都能被对应的单抗所 中和。 

rTNF一能被 IFN 日单抗完全中和丽去除 TNF的抑毒作用。IFN—u单抗也能部分中和而除去 

rTNF 的抑毒作用。Mestarl报道 TNF u肯抗 VSV、EMCV和 HSV—I作用，可预防细胞病变 

的进展和降低病毒的产量。在 HEP一2细胞上预先用 TNF—u处理细胞，它可以干扰病毒早期的 

复制和蛋白质合成 {一。若干文献报道 3IFN—Y和 TNF u二者联合预先处理细胞育很好的协同 

作用，抑制 细胞病变的出现和减少病毒 产量 ，比二者单独使用增强 1000倍以上。Shun—Hua 

Chen 报道用人角膜纤维母细胞预先用 IFN— 和 TNF—a联合处理 ，再感染 HSV病毒可以得 

到很强的抗病毒效应。抗病毒活性能完全被 IFN一6单抗所中和，而不被 IFN 单抗和 IFN一“单 

抗所中和。Leeuwenberg[ l987年报道 TNF一Ⅱ在某些细胞系提示抗病毒 活性 是 由于诱生 

IFN 日，但不是 I1_ 。特别在 HeLa细胞上 TNF一Ⅱ抗病毒活性的建立 ，其中 IFN一13诱生可能起了 
一 ，r决定性的作用。Vflcek[ 报道 IFN一62介导 TNF—u的抗病毒效应，但 TNF—a抗病毒效应不 

是唯一通过 IFN介导的。TNF一“及通过 TNF一“诱生 IFN一日，共同建立抗病毒状态r]]。我们的结 

果干lI Vileek 的报道相一致。Grace_5]报遭 TNF u既肯直接抗病毒作用也能通过诱生 IFN一13而 
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建立抗病毒状态。IFN—n和 IFN—日同属 I型干扰索 ，二者之间有 29 同源性，能否来解释实验 

中出现的 IFN一。单抗也能部分中和 TNF一。效应，有待进一步证实。关于 TNF—u的抗病毒机理 

十分复杂 ，尚需进一步研究。 
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Inhibitory Effect of TNF一“ on H um an Com mon 

Respiratory Tract Viruses in ￡m  

Yao Kun W u Xiaoling Zhou Feng Zhou Yaoxi 

(DepaTDnenl of MWrohiolog ，Nanfin9 U ，Nanji~g 21 0029) 

This paper reports the protective effect of hum an rTNF一“ and H afltan IFN—u on H EL and ’ 

HEP一2 cell cultures infected by viruses 矾 口讧 0，That is，before virus ch~lenge，the treatm ent of 

cell cultures m com parison w ith TN F—n and Ⅲ N 一Ⅱ m ay remul[In the inhibition of virus induced 

cytopathy． The challenge viruses included 5 strains of different type of adenovirus， 】strain of 

HSV一1， l strain of rhinovirus，】strain of Sendai virus，and 1 strain of VSV ．The an tivira1 ac． 

tivity TN F一“andIFN u a” specific·and with wide spectrum ．T he specific antlviral activity of 

both TN F一“and IFN—u iS c~nfirm ed by an tibody neutralization． Role 0f TNF—u inhibition Call be 

neutralized com pletely by monoclonal IFN—B antibody an d partly by monoclonai IFN—u antibody． 

The mechan ism of antiviral effect of TN F—u is discussed． According to the experim ents of 

neutraliza tion test the TNF “antiviral activity m ay be completely neutralized by monoclonal anti— 

body againist IFN一日．It is strongly suggested that the an tiviral effect of TNF—u appear c。be me— 

diated by in duction of IFN 一日． 

Key words Tumor necros~ factor一Ⅱ，antiviral effect，Respiratory tract viruses 
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