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人类疱疹病毒 6型可诱生 TNF—a。 
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 ̂ 一 ： 

一 6)GS株和南京地方株 CN5．8．10盛染的淋E细胞培养上清中的肿瘤坏死因子(TNF)的水平，发 

现培养 24 h即可检出高水平的TNF，48--72h达到峰值，此后逐渐下降，与未感染对照组比较有极 

诱生 TNF也无显著性差异(P>0．O5)。TNF—n单抗可以完全中和培养上清中 TNF的活性．证实 

上清中 

关键词 

对免疫功能的影响．其中 HHV一6感染对细胞因子诱生的影响引起 了人们的广泛兴趣【3-5】。 

1994年我们从南京婴幼儿急疹患儿外周血单个核细胞中分离 出 }mv一6南京地方株 。本 

文通过生物活性法及双抗体桥联酶免疫吸附试验，证实 HHV～6我国南京地方株和国际 A型 

标准株 GS感染淋巴细胞后，受染细胞均可产生高水平 TNF—n。 

材料和方法 

1 HHV一6毒株 

1 1 HHV一6 GS株 由香港大学微生物教研室惠蹭。 

1 2 南京地方株 CN株 我室从 ES患儿外周血单十核细胞中分离培养。 

2 细胞 

2 1 正常新生儿脐带血单十核细胞(CBMCs) 健康产要的脐带血由南京 市妇产医院产 房提供。 用肝 索 

(62．5 u／mL)抗凝 ．淋巴细胞分离藏分离。浓度为 2×lO*细晦[mL。培养条件 ：20％新生牛血 清的 RPM[ 

1640．古 pHA 50 mL，【I 一210 u[mL．青、链霉素分别为 100u／mL。接种病毒量为10 TC[ D／mL，并以同 

一 批 CBMCs同样培养作为未感染细晦对照。收集感染后 24 h、48 h、72 h的培养上清，冻存于 一80"C，待检。 

2 2 成人外周血单个核细胞(ABMCs) 取健康成人外周血．其分离、培养、收集方法同 CBMCs。 

2 3 L 坤细胞，用含 10％新生牛血清的 RPM I 1640传代培养。 

3 试卉| 

3 1 LPS(10 mL)sigma产品。 

3 2 TNF—a双抗体夹心桥联酶免疫吸附检测试剂盒 北京邦定生物工程公司提供。 

3 3 TNF- 单抗 第四军 医大学免疫学教研室盘伯泉教授惠赠。中和试验工作浓度为 1：100。 

本文于 1996年 3月 27日收到，6月 12日惨回 

· 本文为国束和省教委自然科学基金资助课题 
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3 4 TNF-~标准品 为重组^ TNF— 纯品．Sigma产品。 

4 TNF测定 

4．1 生物活性法 按文献【7】．咯有改变．简述如下： 29细胞长成单层后用 0 25％的胰酵消化．用 Hank’s液 

洗去胰酵，调细胞浓度为 5×1o6细胞／mL加入 96孔细胞培养板中．每孔 100 L。37℃ 5％c02孵育 18 h后 

去除上清液．加入倍 比稀释的标本以爰标准 品 100 孔。同时每孔加入 2嵋／mL放线 菌素 D培养液 100 

L／孔。37℃孵育 18h后去上清，甲醇固定 3旷，结晶紫染色 20min．流水洗净细胞外结晶紫，用结晶紫抽提液 

(0．1mot／L磷酸氧二钠与 95％乙醇等量混合)100 孔 溶解 5min后+置酵标仪(DGS0ZZ)甩 570 rtm滤色 片 

测 OD值。TNF活性单位即 50％细胞存活时的最高稀释孔 OD值 在标准曲线上的对应数值．再乘 以稀释倍 

数。 

4．2 免疫学检测 采用双抗体夹心桥联酵免疫吸附试验，按试剂盘说 明书操作。 

5 数据处理 

采用统计学直线回归的方法得出标准曲线。每份标本设双复孔并重复两次取其均值。试验组与对照组 

TNF～a含量比较采用 t检验。 

结 果 

1 HHV一6GS株和 CNs株诱导 CBMCs产生 TNF—a以及同一批 CBMCs对照组产生 TNF 

— a相互比较 结果见表 l。 

衰 1 病毒接种后 24 h阳Ⅳ 6Gs’CNB株诱导 CBMCs产生 TNFa 

TaMe1 TNF．ainduction H}I、，一6GSmdHI-IV一6CN8in CBMCs at 24h a~ter Ⅺ 血 t ∞  

与 CBMC~对照组比较 P<0．00] 

*Comparedwith eontt~ groupofCBMC~ P< 0 001 

△与 GS组比较 P>0 1 

△ (-棚  red with GS strain infection g uP．P>0 1 

将 24份标本所浏得的生物活性法和 ELISA法两组对应值作直线回归分析，结果显示 r= 

0 867(P<0．001)．建立直线回归方程 =69．29+1．1667X。 

2 HHV一6 CN8株诱导 CBMCs产生 TNFa的动力学特征 结果见图 l。 

3 HHV6CN8诱导成人外周血单个核细胞(AJBMcs)产生 TNFa的结果 

HHV6CN8诱导 ABMCs产生 TNFa(183 4-58)，与同一批未感染的 ABMCs产生的 TNFa 
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凰 1 HHV6CN8株诱导 CBMCs产生 TNF—n的动力学特征 

A 生物活性法；B 酶联免疫爱酣法 

F 1 Kiaeti~ ofTNF alphain infected culture蹦聊 伽 -b induces byHHV 一6CN$strain 

A hlok~iod activity目 ay； B ELISA 

(17±6)比较有显著性差异(P<0，01)，但 比 HHV6CN8诱导 CBMCs产生 TNFa量 (634± 

135)少。二者之间有显著性差异(P<O，05) 

4 南京分离株 CN5、CN8、CN1o诱生 TNFa水平比较 

CN5、CN"CNlo 24 h诱生水平(u／mL)分别为 659±131、624±155、587±146，三株问无显 

著性差异(P>0，05)。 

5 TNFa的单抗fMcAb)对待检标本的中和作用 见表 2。 

衰2 TNFa的McAb对上{l中TNF的中和 

T k 2 Neutralization of TNF in er阻t柚b by McAb to TNFa 

．鬈 ～ ．～ _} 
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讨 论 

业已证实 HHV一6为婴儿急疹(Exanthem subitum，Es)的致病因子⋯。但 HHV一6导致 

ES的发病机理目前仍未清楚。本研究主要从 HI-IV一6GS株和 HI-IV一6南京地方株体外诱 

生 TNF-n的角度探讨 HHV一6对人类免疫因素的影响。此前，Gosselin等【|-8 曾研究了人类 

疱疹病毒科的病毒对 TNF的诱生情况，发现 HSV一1感染外周血单个棱细胞，在感染后第 5 

天细胞分泌TNF-a的量显著增多，到第7天时达到峰值；而EBV则抑制TNF-a的产生。以后 

又进一步比较了HHV一6GS株与 HSV一1、EBV诱生 TNF-n的特点，发现 HI-IV一6GS株对 

TNF-a诱生作用最强，明显超过 HSV一1。当用 EBV或 HSV一1合并 HHV一6GS株感染细 

胞时，HHV一6 GS株诱 生 TNF-n的水平明显受抑。这些结果揭示不 同的疱疹病毒在诱生 

TN 上具有不同的特点。本研究证实 HHv一6 GS株与 CN株 皆能在体外诱导 CBMCs、 

ABMCs产生 TNF，两株诱导能力相近，HI-IV一6 cN CN¨CN】0诱生 TNF水平亦无显著性差 。 

异。LPS是强有力的 TNF-a诱生剂，本结果显示 LPS可以提高 TNF-a产量 6倍，但 HI-IV一6 

GS和 cN8株诱生TNF．n水平在一定阶段可显著超过LPS。另一方面，HHV一6诱导 CBM 

产生TNF-a的量比诱导 ABMCs产生的量高，这可能与 CBMCs表达的病毒抗原更多有关。因 

为HI-IV一6在CBMCs中复制量比在ABMCs中多，HI-W 一6感染 CBMCs后，细胞表面病毒抗 

原阳性率比感染 ABMCs高 J。Flamand等【 发现加热灭活 (56℃．3o )后 HI-IV一6不能诱生 

TNF-a，但超声灭活(265 nm，1 h)的 HHV一6仍可以诱生 TNF-n，用磷 乙酸(PAA)100／tg／mL 

抑制 HI-IV一6 DNA复制，对 HI-IV一6诱生 TNF-n无影响。说明 HI-IV一6是否复制与产生 

TNF-a之间无直接相关性，但与其不耐热的结构蛋白或病毒颗粒的完整性有关。进一步提示 

HHV一6对人类的致病性很可能通过完整的结构蛋白或病毒颗粒诱生细胞因子而发挥作用。 

HI-IV一6GS株 CN株诱生 TNF-a，该细胞因子为重要的内源性致热源．体外诱生 48～72 

h达到峰值 ，与 ES患儿临床发热症状出现的时间相一致，患儿的高热很可能与病毒诱生 TNF- 

n 有关。大剂量的 TNF-a引起细胞坏死也可致病。同时．TNF-n又具有抗病毒活性．所以该 

疾病的自限性表现也可能与 TNF-n有关。据此初步推测 HI-IV一6诱生 TNF-a等细胞因子在 

ES的发病与恢复方面既有致病作用，又有免疫防护作用。这方面仍有待进一步深入研究加以 

证实。 

本研究检测 TNF-a采用生物活性法和 ELISA两种方法相对照。两种方法各有特点，互 

为补充。前法结果反映待检样本中的 TNF话性，但影响检测结果的因素较多，对标本的新鲜 

程度要求高，若标本存放较久或者反复冻融，以及检测时靶细胞生长情况都会影响检测值 。后 
一

方法稳定性较好，但反映的是 TNF-a总含量，不能反映其 生物活性状态。将两种方法相结 

合，尽管少数标本结果有所差异．但总体上使实验结果更为可靠。本实验所用两法检测结果比 

较f=0．867，作直线回归，表明两法检测结果相关性很高。在生物活性检测法中．由于 TNF-a 

MeAh可以完全中和所测样本中 TNF的话性，故可确认所测的 TNF为 a型。 
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The Pr~luetion ofTNF-~ I~dueed by HI-IV ——6 in Vitro 

FanPing YaoKun JiXiaohui ZhouYaoxi 

(Department ofMicrobiology。Naming Medical Un tm 趣y，Naming 210029) 

The~e are high levels of TNF-a in the suDeⅡ埔tants of ly~plmcyte cIIlttll'e infected with删 V 

一 6 GS strain and the Naniing local 5trains．TN d W器 deteeted by two methods：biok~gieal ac 

tivitv assay ming L929 cells and ELISA．唧 v一6 can i~luee TNF_d with in 24 h。maximal re— 

lease of TNF-d occurred dm'ing 48 h to 72 h p0st infection and then gradually dea㈣  ．111e level 

of TNF-d in infected culture suprenatants is far higher than that 0f unjnfecter eeUs(P<0．001)． 

In this case．thereis ahI璐 t no difference betweenlocal strain and strainGS(P>0．1)．Three 

eal strains have 5aIne result．SpecificⅡ10】加cbI antibody -mst TNF．d啪 c~npletely neutralize 

the acti~ity TNF in the supematants of t}螂 e eeUs infected with删 V 一6．Tl坨 levels of TNF— 

ninducedbv删 V一6ismuch higherthanthatindueed by【JPS as a~ itive c0Iltm1． 

Key words Human Herpes Virus Type一 6，Tumor Neea~sis Factor Alpha。Induetion 
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