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摘要 ：研究了人类斑疹病毒 7型(HHV一7)南京株 YY5在脐血单个核细胞 (CBMCs)及 SUP 1、1细 胞 

株上生长特点。观察病毒感染细胞后不同时间病 变效应程度 ，记数死亡 细胞百分率，间接免疫 荧 

光染色记数抗原表达阳性 胞数，并用透射电镜观 察病毒感染细胞超微结构变化及病毒复制不 同 

时期的特点。结 果发现 ：HHV-7在 CBMCs及 SUt~I上出现 CPE时阃迟 于 HHV-6，且 CPE程 度 

也低于 HHV一6；HHV-7在 SUPTI细胞上尽管有 CPE及抗原表达 ，但很难找到成熟的病毒颗粒 ；电 

镜下，病毒 主要存在于肿胀的病变细 瞻内，且病毒感染细胞常出现核 染色 质聚集，核圃螭 ，及胞 浆 

细胞器空泡化，细胞裂解等特 氨；成熟的 HHV-7颗粒直径约 170—190 nm，核衣壳约 90—100 nm， 

棱衣壳 内致峦核心约 40 nm，核衣壳与包膜之间是丰富的被膜约 30 35 nm，包膜 上有刺突 HHV· 

7常发现无核心的病毒颗粒。 
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人类疱疹病毒 7型(Human herpesvirus 7，HHV一7)是 1990年 由 Frenkel等首 次从健康人 

外周血单个核细胞(PBMC)中分离出，是继 HHV 6后又一新的人类 p．疱疹病毒⋯ 目前研究 

发现．尽管 HHV．6和 HHV-7的 DNA序 列同源性达 5O一60％，氨 基酸序列 同源性 也高达 

53．4％，且抗原性亦有部分交叉 ；但体外生长特点存在一定的区别，HHV一7细胞 亲嗜性不如 

HHV一6那样广泛．仅感染 CD4 T淋巴细胞，感染后能使细胞表面 CD4分子明显下调，且 CD4 

分子是 HHV一7特异性受体 _4_，脐血单个核细胞(CBMCs)是其体外培养最佳细胞 ，另 SUPT1 

细胞株是 HHV-7唯一敏感细胞株 我室于 1998年从肾病患儿及健康 人唾液中分离出 HHV一 

7南京地方株 YY1、YY2、YY5、YY6四株【 。本文研究了 YY5株在 CBMCs及 SUPT1细胞 

上生长特点及病毒的超微结构 ，为今后进一步研究 HHV-7打下基础。 

1 材料与方法 

1 1 病毒和细胞 

1 1 1 YY5株 ：我室从一 肾扁患儿唾漩 中分离的 HHV一7南京地方株【 取患儿唾瓣 2—3 ml ，用抗生索处 

理放 4℃过液 ，2 000 r／min离心 20rain，取上清接种于 已用 PHA预 刺激的 CBMCs中，逐 日观察、出现 CPE者 
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继续 传代．并通过生长特 点、电镜、特异性单 克隆抗体 KR一4免疫荧光染色 、对 SUPT1、HSB2、JJHAN 3个 T淋 

巴细胞株的不同亲嗜性及特 异性 巢式 PCR基因扩增结果等作鉴定 

1 I 2 几脐血 单个核细胞(CBMCs)：南京妇幼保健院提供脐血，肝索(62．5 u／m[ )抗 凝，Fico1]分离，在淋 巴细 

咆生长液中培 养。培 养 条件 ：20％新生牛 血清 的 RPMI1640．含 PHA 4【】 g／mI ，【I，2 10 u／mI 。备氯酰 胺 2 

mtool／I ，青、链霉 索各 100 u／m[ 。 

1 1．3 SUPT1细胞系：来 自何杰金 氏淋巴瘟患儿，为不成熟 T淋 巴母细晦株．香港大学 微生物 采惠 赠．用含 

10％新生牛血清的 RPMI 1640传代 培养。 

1 2 试剂 

PHA：广州市生化制品厂产品(10 mg／l芷)。r[I，2：Sigma公 司产品 HH v_7单克隆抗体 KR．4：日本 夫阪 

大学 医学部 山西 弘一教授惠赠．浓度 1 mg／m[ 。异硫氰酸荧光 素标记羊抗 鼠 [gG抗体 ：上海华冀生物 制品公 

司产品，工作效 价 1：50。台盼蓝试剂 ：Sigma公司产品。 

1，3 标本处理 

将 SUPT1细胞及 PHA预刺擞的 CBMCs调浓度 为 1 x 1 细胞／ml ，接 种 100 TCI ／m[ YY5病 毒．用 

含 5【I6胎牛血清 RPMI1640维持液培养。分别于接种 后不同天数，观察细晦病变效应(CPE)程度 ；收集感染细 

胞进行台盼蓝染色记数死细晦散 ；调细胞散至 1×104／m1 ，制成细胞涂片；并于 CPE最明显 时收 集细晦 制超 

薄切片电镜观察。 

1 4 死细胞记 数 

用 0．4％台盼蓝试剂染细胞 1 rain，于光镜下记散 500十细胞，计算死细 胞百丹率。 

1．5 间接免疫 荧光染色 

甩上述制戚的细 胞橡 片，冷丙酮固定 10min，10％小牛血清的 PBS封闭 20 n，加入 HHV一7 KR一4单抗 

37℃ 45min，PBS洗涤，加入异硫氰酸荧光素标记羊抗 鼠 IgG第 二抗体 37℃ 45rain，0．01％伊文斯蓝复染 20 

s，PBS冲洗，自然干燥后荧光显微镜 下观察。红色细胞为阴性细 胞，明亮的黄绿色细 胞为阳性 细胞，敬 500个 

细胞井计 算阳性细胞百分率。 

1 6 电镜观察 

取 出现 明显 CPE的感染 SUPT1细晦和 CBMCs，3000 r／rain 30mln，弃上清．滑管壁缓缓 加A 4％戊 lI醛 

(pH7 4 PBS缓 j申渡配制)固定，甩 1％锇酸后固定，0 1mot／I PBS漂洗，梯度酒精 脱水，环氧树Ji}}Epon 812浸 

透包埋 ，聚合后行超薄切片，醋酸铀、拧檬酸铅染色，透射电镜观察。 

2 结果 

2．1 HHV-7 YY5在 CBMCs及 SUPT1细胞形成 CPE特点 

稳定传代的 YY5株在预激活的 CBMC,s约第 4天开始出现 CPE， 后逐渐增加．约在第 

6 8天 CPE细胞出现 40％左右 ；同时开始出现细胞皱缩变小，折光性 减低，胞浆 内颗粒增 多， 

细咆开始裂解，出现大量细胞碎片，到第 8天死亡细胞达 31．5％(见表 1)。初次分离的病毒在 

PHA预刺激的 CBMCs中，接种后 8 14d才出现 PCE，10 d左右 CPE细胞达到高峰。典型的 

CPE为：细胞形态变圆，透亮，折光性强，体积明显增大 ，成气球 样变，多个 巨大细 咆可融合成 

台胞体(见图 1)。 

稳定传代的 YY5株接种 SUPT1细胞，接种后第 3天开始出现少量 CPE细胞，于第 8 lO 

天 CPE细胞达到峰值．细胞病变特点同在 CBMCs上类似(见图 l，表 1)。 

2．2 HHV-7 YY5在 SUPT1细胞上抗原表达情况 

用 HHv．7单抗 KR．4免疫荧光染色发现，在肿胀的病变细胞及合胞体上出现强烈 明亮的 

黄绿色荧光，但荧光阳性细胞百分数低于相应时间的 CPE百分数(见图 1，表 1)。 
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图 I YY5株在 CBMCs(a)及 SUPT1细胞(b～c)上病 变技应。a．YY5感照 l起细胞气球样变址形成台咆悼 

(×2∞)．b 形成大的气球样细胞 (×2OO)_c HH vf7单抗荧光 染色阳性 大细胞(×800) 

Fig．1 CPE ofYY5 inCBMCs【a)and sUPTI(b—c)celts 

a i ballooning eeHs(×200)and Forming syncyda(x 200)； 

b．Showing densely granulated giant calls(×2oo)； 

c fluore~ent McAb staining 0f YY5 in[~ted Rnt cdl( 800) 

衰 1 YY$棘在 SUPTI及 CBMCs上生长情况 

Tab]e 【 G r‘Jwth characteristics o YY5 in SUPT1 eeHs and CBM Cs 

± ：CPE cells<5％ ：+ ：PCE cell 5—25％ ；2+ ：CPE cells 25—40％ ；2+ ：CPE ceUs 40—60％ ND：Not det L cled 

2，3 电镜观寮 。 

2．3，l 细胞的改变 ● 

电镜观察发现．成熟病毒颗粒主要存在于肿胀的细胞装中或合胞体内．完整合胞俸细晦出 

现多形态的核．细胞核内异染色质聚集成团块状，靠近核膜．核成固缩状；细胞浆内光滑的囊泡 

状结构增多，同时可见大量空泡(见图 2a，4b)。许多大的合胞体空泡化增多．使细胞膜逐渐断 

裂．出现典型的细胞溶解特征。小的单个散在的细胞内很少见到病 毒颗粒，小细胞裂解 少见， 

偶见呈凋亡状态。在少数大细胞的胞浆内，可见到电子致密小体(180．300 rim)，这些致密小体 

直一层很薄的膜，里面填充大量的致密物质，可能是由于病毒复制合成过多的结构蛋白所 

—【10 见图2b)。 

2．3，2 病毒的改变 

在 SUPTI细胞上，我们观察了 6份标本．在核内见到病毒核衣壳样颗粒 (见图 3)，但核 衣 

壳内的核心并不明显，在胞浆及细胞外都没找到成熟的 HHV-7病毒颗粒 ，提示 HHV-7在 

SUPT1细胞上存在着复制的缺陷。在 CBMCs上可见到复制各期的 HHV．7病毒颗粒。成热 
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图 2 a，丫v5感 染的细胞显示桉染色质聚集．岛棱膜靠拢．帕浆 空泡化。咆浆中有 一被膜包着的病毒颗粒 ( 

33．0【lI】)。b 瞻浆 中电子致密小体 (×33，【lI】0) 
Fig 2 E YY5 infected cells showing chromatln clumping and margination，vscuolized eytoplasm~and a tegument 

coated virlo~free in the cytoplasm (×33，【lI】0)．b．Cytoplasmatic elect~n d~nse bodies f×33，∞0) 

的 HHv．7核衣壳直径约 90～100 nm，里面是一个致密的核心约 40 nm，HHv'7病毒的核心呈 

多形状．大多数呈环状，部分呈“z”形及颗粒状核心，核衣壳外是一层很 丰富的被膜 (tegu— 

ment)，约 30 rim，布满核衣壳与包膜之间，被膜外是病毒的包膜，包膜上有许多刺突，整个成熟 

的病毒颗粒 直径约 170～190 Ftm。我们还观察到许 多没有核心或核衣壳的成熟 HHV一7病 毒 

颗粒 ，说 明 HHV．7在装配过程中出现了差错(见图 4，5)。 

图 3 a，细瞻按 内病毒 棱衣壳样颗粒 ．棱心不明显(×33，000)。b 有一正准备穿棱膜的”核收壳样颗粒 “． 

无教膜包裹f x 33．000) 

Fig．3 a ]ntranueiear rmcleocapsid~like granules”with undistinct∞ (×33，【lI】0) b A “nucleoc~| d—like 

granule d~wlng close to nuclear memb~ne without tegument(×33．0∞ )． 
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固 4 a 胞浆内彝有不同形状核心的痫毒颗粒(×33．000)。 

b 跑浆内见有恢心和无核心的病毒颗粒．同时可见晦浆大量空泡形成(×33．000) 

Fig 4 a Virion~in the~~oplasm wJfh∞ o，dilf~reat shnps( 33．000)． 

b Vifi~ s in the cyto ⋯ with Or with~t visible core．and vacuoli~ation cytoplL~n(×33．I100) 

图 5 示崩解细胞浆内的病毒颗粒(×33 000) 

Hg 5 Vinonsinthe cytoplasm of a necmsk~cell(x 33．01g0) 

HHV-7核衣壳的装配是在细胞核内进行，可能是通过核膜时获得被膜．因为我们观察到 

核膜边正准备穿核膜的病毒核衣壳并没见到带有被膜(见图 3b)。在细胞浆内．带有被膜的 

HHV-7颗粒常以出芽方式进入光滑的囊泡状细胞器内．HHV-7可能从该囊泡内获得包膜，或 

者囊泡状结构是 HHV一7载『率．使之向细胞膜靠拢，成熟颗粒然后以出芽方式释放出细胞 

外 ”1，我们没有观察到此现象。 
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HHV一6，HHV。7是近年发现的人类 口。疱疹病毒，两者都能感染淋巴细胞，都以潜伏状态普 

遍存在于人体中。在 PHA预刺激的 CBMCs原代培养 中，HHV一7 CPE出现时 间(8-12 d)，显 

著迟于 HHV．6(5-8 d)；反复传代后，CPE高峰时间相对缩短，HHV一7为 4．8 d，而 HHV．6在 24 

h即可出现 CPE，3-5 d为 CPE最高峰 ；在 CPE量上，HHv一7无论在 CBMCs还是 SUPT1细 

胞，其 CPE高峰时仅达 40％左右，而 HHV一6在 CBMCs及敏感细胞株 HSB2和 JJHAN上，高 

峰时 CPE可达 80％[5-7]，可见 HHV一7体外增殖程度明显低于 HHV。6，电镜下不易找到 HHV。 

7病毒颗粒也证实了这一点。在 HHv一7 YY5感染的 SUPT1细胞中，HHV。7抗原表达的荧光 

细胞数低于 CPE的细胞数，这可能与单抗性质及病毒感染引起非特异性 CPE有关 J。 

本实验发现，YY5感染 CBMCs可引起细胞气球样变及形成大的合胞体，且病 毒主要在合 

胞体细胞中复制，井使合胞体细胞裂解。间接免疫荧光染色 SUPT1细胞发现．大的合胞体上 

出现荧光强度显著高于 小的细胞，说 明有大量 HHv一7抗原表达 。Secchiero 等 研究发现． 

HHv一7感染 CD4 T细胞和 SUPT1细胞，病毒感染细胞大量裂解坏死．而小细胞很少发现病 

毒颗粒且主要通过凋亡而死亡，这 同本文观察结果相一致。另外本实验还发现，尽管 SUPT1 

是 HHV。7敏感细胞株．病毒感染后出现明显的 CPE及荧光染色表达大量的 HHV 7抗原，但 

奇怪的是 ，在 SUPT1细胞上病毒复制主要停留在核衣壳阶段，很难发现成熟 的病毒颗粒 ．提 

示 HHV。7在 SUPT1细胞上可能存在着复制缺陷，要获得高滴度成熟的 HHV-7还需在 CIM 

的成熟淋巴细胞上培养l” 。 

在超微结构上．成熟的 HHV。7病毒颗粒和 HHV一6非常相似，但 HHV。7比 HHV一6有着 

更为丰富明显的绒毛状被膜_l 。另外 HHV-7经常发现无核心的病毒核衣壳．而 HHV-6较为 

少见，这可能一方面 HHV．7本身复制存在着缺陷，导致无 DNA装配，另一方面 可能是病毒感 

染触发了细胞凋亡而干扰病毒 DNA复制，导致形成 许多空的病毒核衣壳 。。。；另在胞浆中见 

到由病毒过 多合成结构蛋白而形成的致密小体 ．进一步说 明 HHV一7在体外生长搬 易受各种 

园索的影响，而发生流产性 复制．其确切的原因有待于进一步研究。 

HHV-7主要潜伏于唾液腺中．是健康人唾液中牺居的微生物之一，目前 除婴儿急疹外，还 

没发现其它任何疾病同 HHV．7存在着必然的关 系[5 J。本文为进一 步研究 HHV一7致病性及 

免疫学特性奠定基础。 
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Studies on Growth Characteristics of Human Herpesvirus 7 in vitro 

PENG Guang-yong．YAO Kun．REN Qiang．et al 

(Deparement ofMierddo／og3,andImmunology，NanfinMedlmL University，Nanfin 210029，China) 

Abstract：The growth characterist[cs of Human herpesvirus 7 1ocai strain YY5 were investigated 

in cord blood mononuclear cells(CBM )and CD4 lyrephoblastic cell line—SUPT1．Virus 

growth was demonstrated by cytopathic effect(CPE)，percentage of dead cells count，indirect 

imm unofluorescence test with vi ral antigen expression at different days post infection．At the 

salne time．ultrastruetural appearance of infected cells and of HHV一7 in various period were invea— 

tigated by transmission electron microscopy．The results are as follows：(1)The CPE peak time 

of HHv_7 was latter than that of HHV．6．and CPE of HHV一7 was 1ess pronounced．(2)AI— 

though the CPE was obvious and the viral antigen was found in SUPT1 cells．nlat；ure virus parti— 

cles were hardly obserred intra and extra these cells，(3)The virions mainly 1aid in the giant syn— 

cytia，H 7 infected cells exhibited heterochmmatin clumping and margination oF pyknosis， 

vacuolized cytopLasm．discontinuation of the plasma membrane and necrosis，(4)Mature virus 

particles were approxim ately 170～ 190 nm in diam eter，with capsid of 90～ 100 nm，which had a 

electron dense core about 40 nm．and a tegument between capsid and envelop，about 30～ 3S nm ， 

and spikes on the surface of envelope，The nucleocapsids of HHV一7 without a visible core were 

frequently found， 

Key words：Human herpesvirus 6 aed 7；Viral replication；Cytopathic effect·Growth character— 

istic 
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