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摘要：为 了解汉濉病 毒感染后细胞的应激反应及 HSPT0的表达与病毒复制的关系，在汉滩病 毒 A9 

株感染 Veto-E6细胞后 ．用免疫组织化学及棱酸分子原位杂交法，对细胞 HSP70基因的表达进行 

丁硷测。结果表 明，汉滩病毒感染细咆 4 h后即可 诱导 Ver~E6细胞表达 HSP70．表达可持续至感 

染后 5 d，且 HSP70在细咆内的分布也有改变。提示汉滩病毒可直接诱导 HSP70的高表达。 
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应激反应是原核至真核生物界广泛存在的一种对外界有害刺激的保护性反应，以表达热 

休克蛋 白(heat shock proteins，HSPs)为特征。已有一些体外实验证实，细胞在受到某些病 毒 

(包括 DNA和 RNA病毒)感染后可以诱导 HSPs家族不同成员的高表达 -2 J。关于汉滩病毒 

(Hantaan virus，HTV)感染能否诱导 HSPs表达，及其与病毒感染之 间的关系，尚未见报道。 

本实验用汉滩病毒 A9株感染病毒敏感 细胞株 Vero-E6细胞．观察并检测 了病毒感染后细胞 

内 HSP70蛋白表达和分布的改变情况． 期了解 汉滩病毒感染对细胞的影响，及细胞对汉滩 

病毒感染的应激反应的意义。 

1 材料及方法 

1．1 材料 

非洲绿猴 肾上皮细胞 Veto-E6细咆来 自中国预防医学科学院病毒所 ．本室保存；没滩病毒 A9抹乳 鼠脑悬 

液为第四军 医大学唐都医院传染科惠赠 。鼠抗人 HSP70 McAb为美 国 SantaCrtm公司产品，生物索化的羊抗 

鼠 IgG及 SABC试 剂 盒购 自博 士德 生物 制品 公 司。Dig．随机 引 物标 记 及 硷 测试 剂 盒 为 德 国 Boehringer 

Mannheim公司产品。 

1 2 方法 

1 2．1 细胞感染病毒及模拟感染 将 细胞植 于铺有盖玻片的六孔板中．分别进行：(1)病 毒感染组：待细胞长 

成单层时．倾倒掉大部分培养液，分别接种汉濉病毒 A9抹乳鼠脑悬液 50 L／孔，置 37℃，病毒吸附 1 h后换 

新培养液，分别于感染后 4、8、24、72 h和 5 d时．收集被感染 细胞，铺 片进行免疫组化 染色 及原位杂 交检测 ； 

(2)模拟感染组 ：与感染组同时翻掉大部分培 养液 ．但 不加入病毒．1 h后 换培养液．与感染组同样时问点收集 
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细胞进行相应检测 。 

1．2．2 免疫组化染色 参照 SABC试剂盘说 明书进行。 

1 2．3 原位杂交 质粒 pHHSPT0和 pGs分别舍 HSPT0基因 cDNA片段及 Ha．ataaa病 毒 S片段 cDNA，分 别 

经适当酶切，冻溶法回收特异性片段，溶于 15 uL无菌三蒸水中，加热变性后用异羟基洋地黄毒苷酸配基一I1． 

dUTP(Digox~gen一11一dUTP)随机引物延伸法标记制备探针。细胞铺片用 0．2tool／L盐酸消化 ，4％多聚 甲醛后 

固定，逐级酒精脱水，加探针 42℃杂交 24 h，SSC反 复振洗，逐级酒精脱水，2％正 常小牛血清封 闭，加碱性磷 

酸 酶标记的抗 Dig抗体检测．NBT／BCIP呈色，按固红染桉，脱水，透明．封片。 

2 结果 

2．1 免疫组化 病毒感染组于感染后4 h即出现热休克蛋白 70表达升高，在多数细胞胞浆 内 

可见棕黄色颗粒(图 1)，感染后 8h组，在核仁区出现阳性信号(图 2)，感染后 24h组在胞浆内 

仍可见棕黄色颗粒，但信号较前减弱，且核仁内阳性信号消失．感染后 72 h和 5 d后细胞胞浆 

内仍有阳性信号．但强度明显减弱。模拟感染组在相应时间点未见 HSP70的高表达，仅可见 

到个别细胞浆内较弱的棕黄色阳性信号(图 3)。 

2．2 原位杂交 感染后4 h组即可见细胞内出现较强紫兰色阳性杂交信号(图4)，8 h组结果 

与 4 h组一致，以后各组阳性信号减弱至正常水平 。而模拟感染组个 别细胞内可见较弱的紫 

兰色阳性杂交信号(图5)。 

3 讨论 

已有实验证实，细胞在受到某些病毒(包括 DNA和 RNA病毒)感染后可以诱导 HSPs家 

族不同成员的过度表达。但并无统一的形式，HSPs的诱导与病毒及被感染细胞的类型有关，机 

体对不同病毒感染的反应是特异性的。 

我们对尸检组织的免疫组化和原位杂交检测表 明口】，在流行性出血热 患者尸检组 织中有 

HSP70的高表达及 mRNA水平的增高。为排除活体组织中炎症、免疫反应、细胞因子及局部 

损伤等因素对 HSP70表达的影响，以便独立地观察病毒本身是否直接影响 HSP70的合成，本 

实验用病毒直接感染 Veto-E6细胞．并在感染后不同时间点收取细胞，进行免疫组化染色及原 

位杂交检测。结果发现，感染 4 h后细胞中 HSP70表达 即开始增强，8 h组 尚可见到核仁 内 

HSP70阳性表达，而模拟感染组则无类似改变，说明 HTv感染可直接导致 HSP70的高表达。 

本实验还发现．在病毒感染后 8h左右，HSP70由细胞浆转移至核仁 内．但 随着感染时 间的延 

长，HSP70又可 回复至胞浆 内。有关热 应激 细胞 中 HSP70的分 布 改变 已见报 道，并认为 

HSP70可以保护核蛋白免于有害因素所致的蛋白变性 】。目前关于 HTv感染所致细胞病变 

的机理有两种观点，一是免疫复合物致病，二为病毒直接致病．关于后一种观点尚有争议。我 

们的实验发现，病毒可以直接诱导细胞中HSP70的高表达，提示病毒可以引起细胞内大分子 

代谢的紊乱．从一个侧面反映出病毒感染本身也可导致细胞的损伤．可能在流行性出血热的发 

病机理中具有重要意义。 
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腰 1 啪n，感橐 Ver~E6细胞 1．．isPTO免疫组化染色，示感染后 4h细胞浆内 HSPTO阳性。4OOx 

圈 2 啪n，感橐 Vero-rafI-．ISPTO免疫组化染色，示感染后 8h细晦浆厦棱仁内 I．tSl"tO阳性
。 4OOx 
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图 3 模拙{瞎染组 Vm．o-E6蛔咆 I-ISPT0免疫组化染色，示 HSP胡性。200× 

图 4 HTV{瞎橐 Vm．o-E6细胞 I-ISPT0mRNA原位杂交检测，示蛔胞 内紫蓝色阳性蒋粒(感染后 4 h)。2O0× 

Fig·l I— ur s 岫  ry st~nlng with I'ISPT0 M cAS The 0ph哪dc p。 t 3 Ⅱh was ohsc~ ed in the Vm'o-E6 cell‘4 

h t盯 HTv infection．400× 

Fig-2 Ifnmuno 岫  I．眦珂 stainingwithI-ISPT0MeAb．The positive FIB1wasb i捌 inthe plasma and nueholi ofVm'o-E6 

ceUs8 h afterHTV iMcction．4o0× 

Fig-3 Immunohiaoehm．1st~ staining with I'ISPT0 M cAb．The negative sta／aing w∞ d日 ia the Vm'o-E6 c血 with mock in
．  

fection．200× 

Fig．4 sita hybridizationwithHsP70 probe The positive w砧 observediatheHTv．infectedVeto-E6 cdis(4 h。f【盯 ha— 

feetloa)．200× 

图 5 模拙感染组 Ven>E6细胞 I-ISPT0 mRNA原位杂交检铡 ．细胞袋内阴性。100× 

Fig．5 h s／ta hybfidizafionwkh HSPT0 Dr0be 

The n~ tive staining '瑚 lhowed in the Ver~E6~dls with mock infection 100× 

【2】 升d1 I B，Abravaya K．Morlmoto RI A∞ 0f the specificity and mech帆i弧 of tr删 r ior a~ivatlon of tI-e h岫啪  

h5p70 geneduring 幽  DNA viruses【】]．】Viro1．1991．65．5680 

【3] 叶苓．刘掌仿．扬守京 ．瘴行性出血热患者心肌组织 中热休克蛋白表达 的意 义【】]．第四军医大学学报，1995，l9(5)：488 

【4] Ha：a~shiY．Tohn~i】．KobayashiT．靠a1．T~ ocatkm ofHSP-70 and protein slmthesls dI1 。 r·am heatl,~stm甜 

把m 嘲tL呻 in Hda edls【】]．Radio R∞．1991，125{80 
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Expression of HSPT0 Induced by Infection of Hantaan Virus 

YE Ling，YANG Shou-jing ，LIU Yah-fang 

(D - ￡ofPathotogy，The 4th Military Medical Uni'~w'sity，Xi’aM 710032+China) 

Albstract：In order to investigate the stress response in the cells irdected with Hantaan virus and 

the relationship between the expression of HSP70 and the  virus replication，the Veto-E6 cells in— 

fected with Hantaan virus(A9 strain)were detected by and in situ hy 

bridizatIon．The resl|lts show that the expression of HSP70 can be induced in the cells 4 hours af— 

ter Ha11taa11 virns infection and lasted until the fifth days after irr[ection· 1"he distribution of 

HSPT0 also varied．It suggests that the expression of HSPT0 Pan be induced directly by Hantaan 

VIILlS． 
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