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痘苗病毒诱导 HeLa细胞的凋亡 
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摘 要 痘苗病毒感染 HeLa细胞后形态学上出现了较典型的细胞凋亡特征，电泳分析显示出 

DNA阶梯，用 DNA断裂原位检测技术发现其染色质断裂主要存在于核周，与染色质凝聚位置相 

似 。 
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细胞凋~-(Apoptosis)是由细胞自身基因调控的一种主动的“自杀”过程。这一概念的提出 

和理解的逐渐深入．如同细胞周期的概念一样使人们对细胞的生长分化、个体发育直到死亡的 

全过程，对多种病理、毒理损伤机理的认识都发生了根本性的改变_1]．并成为当今生物学及医 

学研究的热点之一。病毒感染为什么会导致细胞死亡一直是人们不断探索的同题，近几年来 

人们才发现某些病毒可通过诱导细胞凋亡的途径来杀死细胞，并发现一些与这一过程相关的 

病毒基因[2-5 J。那么这一途径是否具有一定的普遍性?我们在深入研究辛德毕斯病毒(Sind— 

bis virus)诱导细胞凋亡_6 的同时．对痘苗病毒(Vaccinia virus)感染的细胞进行了研究．实验结 

果表明痘苗病毒感染 HeLa细胞后无论形态学观察还是生化指标方面均出现了典型的细胞凋 

亡的特征。 

材料与方法 

1 细胞与病毒的墙井 

培养痘苗病毒所用细胞为 HeLa传代细胞系。 

将疽苗病毒接种于长成良好单层的HeLa细胞上，37℃吸附1 h后，加入维持液(含2％犊牛血清．其余成 

分与培养液同)，调 pH至 7．4左右 病毒感染复数(m o．i)为 50 PFU／细胞。 

2 I433258荧光辩色拴测技术 

病毒感染后不同时间的细胞经 Camoy固定液固定 15rain，PBS(pH7．4)清洗后，用0．01％H33258染色 15 

rain．再经 PBS清洗后封片．于 Optmll8型荧光显微镜下观察(激发波长 395 am) 

3 DNA断裂的原位拴涮 

应用 ApopTagT $71 10．KIT试剂盒(On~or公司1994生产)进行 DNA断裂原位检掼f 

具体操作如下：病毒感染后不同时问的细胞经 1％多聚甲醛于冰浴固定 15 rain，pBs(p~-r7 4)清洗后，用 

0．1％Tritc~a Xl00一PBS室温下处理 l5min．pBS清洗后．加入平衡缓冲澈(Equitthrium buffer)10rain，然后加入 

TDT酪(TDT enzyme：Reaction bufter=1：2 4)37℃温育 1 h，再用预热的停止／洗 涤缓冲渣(Stop，Wash 

buffer：Distilledwater=1：34)及PBS清洗后．加入荧光索偶联抗 Digoxigenin抗体(anti—Digoxigenin Fluoresein： 
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Big'king solution=1：1．14)，室温下作用 30min，经 PBS清洗后封片，于 Optonl8型荧光显微镜下观察(擞发波 

长 510—550 nm)。 

4 常规超薄切片技术 

HeI a细晦经痘苗病毒感染后．用2．5％戊二醛与 1％∞ 。双固定点，经梯度丙酮脱水，EponS12包埋．切 

片厚度为 50—70 nm，经醋酸双氧铀与柠檬酸铅双染色后．于 JEM-100CX电镜下观察。 

5 细胞 DNA的提取与电泳分析 

参照 Ishida等人的方法 

结 果 

1 痘苗病毒的形态发生与宿主细胞病理变化 

电镜观察在病毒感染 4 h。细胞形态无明显变化；感染 12 h的细胞胞质中出现丁病毒工厂 

及少量病毒粒子i在感染 24 h和 36 h的细胞中大量病毒粒子存在于病毒工厂中或释放到细胞 

外(图 1)，此时最为明显的细胞病变是染色质趋向核周，并高度凝聚形成电子致密的团块(图 

2)，光镜下多数细胞出现 CPE；感染 48 h后，瘸变细胞大量脱落。 

用H33258染色可更清楚地显示出染色质的变化：在痘苗病毒感染 HeLa细胞 0、24、36、 

48 h后，分别取样作荧光染色(H33258)检测(图 3—5)。正常的 HeLa细胞，除浅染的核仁和 

深染的异染色质外细胞核染色较均匀(图 3)；痘苗病毒感染24h后，染色质明显地在核周凝聚 

(图 2右上)，有些呈新月状；感染 36h后，染色质进一步凝聚戚几块(图4)；感染 48 h后，凝聚 

的染色质分离成数小块(图5)。 

痘苗病毒感染后，HeLa细胞的细胞核及染色质的形态变化呈现出较为典型的细胞凋亡的 

特征，显示痘苗病毒可能诱导HeLa细胞的凋亡。 

2 病毒感染的 HelLa细胞染色质 DNA断裂并出现 DNA阶梯 

根据 H33258染色结果在痘苗病毒感染 48 h后提取其总DNA，同时以正常 HeLa细胞的 

总DNA作为阴性对照，进行电泳分析，结果表明正常细胞DNA条带位于胶板的上缘，而病毒 

感染的细胞中出现丁明显的 DNA阶梯， 约 200 bp、400 bp、600 bp和 800 bp的方式逐渐递 

增，但并非所有的DNA都降解成小分子量的DNA阶梯。DNA阶梯的出现是细胞凋亡的一个 

主要的生化指标。 

3 NDA断裂的原位检测 

痘苗病毒感染后，对断裂的染色质DNA进行末端荧光标记以{盘测它在棱内的降解程度 

和分布，结果表明在病毒感染 24 h即可在多数细胞中看到核内存在特异的黄绿色荧光斑点， 

说明其 DNA发生断裂(图6)，光斑在核内呈明显不均匀分布，在不同的细胞中，其核内呈现的 

荧光光斑的强度与数量各不相同，但断裂的 DNA多靠近核膜与染色质的凝聚块类似。正常 

的HeLa细胞呈阴性反应，观察不到核内特异荧光斑点。 

讨 论 

细胞死亡可分为两种基本类型，细胞凋亡和细胞坏死(Necrosis)。二者在生理特征及生化 

性质上有明显的差异，在细胞渊亡过程中，首先细胞间联系中断，细胞质密度增大，体积减小， 

染色质固缩分离并趋向核膜进而出现有膜包被的程序死亡小体，其生化特征是DNA断裂形 
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图 1 电镜观察显示痘苗病毒感染24 h后，[-leI~细胞的胞质中产生大量病毒粒子(v)，标尺长 1 m 

图 2 电镜观察显示感染痘苗病毒24 h后，HeLa细胞棱fNu)内染色质fChr)高度凝聚．井趋向于核周．标尺长 50~nm；右上 

为F133258染色光镜照片显示染色质的凝集，标尺长 5 m 

图3～5 I-I33258染色的正常细胞(图3)和病毒感染 36 h(囤4)和48 h(图5)的 HeLa中，细胞染色质凝聚状况的比较．标尼 

长 5／am 

图6 病毒感染 24 h后。用 DNA断裂原位检测技术显示 Hel 细胞核内特异的荧光斑点，标尺长 5 m 

ng l Electroamicrograph showsmany vaceinia virus panIcI既 (V)existinginthe cytoplasm 0finfected HeLa cdla't 24 h afterin- 
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／ection bar 1一  

Fig 2 Electron tmcrograph shows highly condensed chromatin(Chr)Rear the nuclear membrane nf HeI a cel1．24 h aher infection 

bar=500 nm _ln H33258 staining of the condensed chrcanotin under light mie~ cope bar=5Fm 

Fig．3～5 K33258 staining ofthe chr~matin of norraa[HeLa cells(F 3)comt~iringwiththose oi 36 h(Fig 4)and 48 h(Fig． 

5) ter ihiection．bar=5m  

F 6 The cloyed ehromodomsl DNA ⋯ the⋯ le盯 memb~ne of HeLa tells 24 h after infection reve~ed by in ￡“ apop- 

toais detection technique bar=5 t皿  

成寡核小体大小的片段，在 DNA电泳上常可见到典型的阶梯形状(Ladder pattern)[ 。我们 

的实际结果表明，痘苗病毒感染的 HeLa细胞，无论从形态学和染色质的变化还是 DNA降解 

等方面，均出现了比较典型的细胞凋亡现象，说明痘苗病毒也可引起 HeLa细胞发生细胞凋 

亡，而且与已发现的流感病毒、杆状病毒、辛德必斯病毒及 HIV等诱导细胞凋亡类似[ 一 。 

图7 痘苗病毒感染后 HeLa细胞DNA在 2％琼脂糖凝腔电 

竦中呈现DNA阶梯 条带 1 3为病毒感染的 Her 细 

胞总DNA．出现 DNA阶梯，最小 DNA片段韵 200 ； 

条带 4为正常 HeLa细咆总 DNA；条带 2为 }五nd田 

DNA分于量标记 。 

Fig 7 The tots[DNA of HeLa ce]I infected with in vies 

(1a~es 1，3)OF unfec)ed(1ane 4) eLectrophoresed 

through 2％ a窑a∞se BeI_lane 2 is the Hind田 DNA 

rnark盯 TheDNA 】adde⋯ id be seeninla 1 ndIan 

3 

然而，在细胞凋亡中只有少量染色质 DNA降解成 DNA阶梯大小的片段，且在某些情况 

下染色质 DNA只发生随机的单链断裂，这时 DNA电泳不能出现“阶梯”图案_l⋯。我们采用 

DNA断裂原位检测技术不仅可更灵敏地检测出DNA的断裂，而且还可显示DNA断裂的程度 

及断裂 DNA在桉内的分布。我们的结果显示在病毒感染 24 h即可清楚的显示核内断裂的 

DNA，其分布呈团块状且靠近核周。此后染色质凝聚和分离更加明显，很可能 DNA的断裂加 

速了染色质的凝聚过程。同时，在细胞群体中虽然病毒同步感染细胞，但每个细胞的染色质的 

凝聚与断裂状况却并非同步，这在很大程度上可能反映了细胞的状态不同。 

此外，对痘苗病毒这样一类 DNA病毒来说，DNA电泳分析难以区分细胞核 DNA降解片 

段和复制中可能存在的病毒 DNA小片段，而原位标记可清楚地显示断裂的DNA存在细胞核 

内。 

病毒感染诱导宿主细胞凋亡现象近几年才被发现和提出，对于其作用机理 、生物学意义等 

诸多方面都尚不清楚，因而，本实验证实痘苗病毒感染可诱导细胞凋亡，无疑为这一领域的研 

究增添丁一些新资料。痘苗病毒是已知的最大的、繁殖过程非常复杂的病毒。因此无论从理 

论上还是从痘苗病毒作为基因工程载体的角度上都值得进一步探索。 
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Studies on Apopt~sis of HeLa Cell Induced by Vaccinia Virus 

Zhang Xiaoqing Lu Yu Ding M ingxiao 

(College ofL Sciences，Peking Uniz~rsity，BeOing 100871) 

Abstract After infecting with Vaccinia virus，HeLa cells manifest typical morphological charac— 

ters of apoptosis，and the electrophoretogram of their chromosomal DNA shows the ladder pat— 

tern．In situ apoptosis detection reveals that the location of the DNA cleavage is ne&r the nuclear 

membrane，where chmmatin Dondensation alto occurs 

Key words Apoptosis，Vaccinia virus，HeLa cell 
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