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Abstract：Apoptosis of PK—t5 ceils induced by Foot—and-Mouth Disease Virus(FMDV)in vitro was 

reported in this paper．Typical cell apoptosis was detected hy ti．se of Hoechst 33258 fluorescence probe． 

agarose gel electrophoresis and in situ end-labeling(TUNEL)．After PK一15 cells were infected by 

titration of 4．8 lg TCIDsD／mL FMDV for 32 h，apoptosis characteristics of nuclear condensation， 

fragmentation，accompanied by apoptotic bodies formation(Hoeehst 33258 staining)．180—200 inte— 

ger-fold sized pieces DNA Ladders(agarose gel e1．ectrophoresis)and strong green fluorescence clots 

(TUNEL)were alI exhibited，and cell apoptosis was approximately 20％ In addition．the quantira— 

tire analysis of apoptosis in PK一15 ceils induced by FMDV showed that apoptosis was correlated with 

infection of virus．and it was also tim~dependent．Results indicare that FMDV can induce apoptosis of 

host ceils and apoptosis plays an important role in the cytopathogencity effect of FMDV 

Key W ords：Apoptosis；Foot-and-Mouth Disease virus；Host cell；Cytopathogencity effect 

摘要：本文报道了口蹄疫病毒(F∞t—and-Mouth Disease Vh'us FMDV)在体外诱导 PK．15细胞消亡的研究结果。采 

用Hoechst33258荧光探针、DNA凝胶电泳、脱氧核搪核酸转移酶舟导的缺口末端标记(TUNEL)技术均检测到了 

典型的细胞凋亡 结果显示：使用感染性滴度为4 8lgTCI ／mL的口蹄疫病毒感染PK一15细胞，在培养 32 h后r 

荧光探针检测呈现典型的凋亡细胞核固缩和梅花状碎裂核，并伴随有凋亡小体出现，凋亡率约为 20％；DNA凝胶 

电诛显示 ladder梯带；末端标记检测到强绿色荧光标记物结合于凋亡细胞核上 研究结果提示：口蹄疫病毒可以 

在体外诱导宿主细胞隅亡，细胞偶亡是其致细胞病交死亡的重要途径之一。 

关键词；细胞凋亡；VI蹄疫病毒；宿主细胞：致细胞病变效应 
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多细胞生物细胞数动态平衡靠细胞的增殖和死 

亡这两种对立统一的方式来调节．细胞凋亡在这一 

过程中起着重要作用。细胞凋亡由基因控制．涉及 

一 系列信号传导过程，是细胞正常的生理性死 

亡[1,2]。已知包括物理、化学和生物的多种因素均 

可诱发细胞凋亡。现有研究表明．多数 RNA病毒 
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感染可有效诱导宿主细胞凋亡，并且细胞凋亡是很 

多病毒感染导致细胞病变死亡(CPE)的表现形式之 
一  

～  

： 口蹄疫病毒(FMDV)是正链 RNA病毒， 

其流行病学、病原学的研究多有报道，但有关感染诱 

导宿主细胞凋亡的研究结果国内外均未见报道，本 

文的研究结果证实了该病毒可诱导宿主细胞凋亡， 

这为阐明口蹄疫病毒的致病机制提供有力的实验依 

据： 

1 材料与方法 

l 1 细胞培养与病毒增殖 

PK一15传代细胞系由ATCC(美国典型培养物 

保藏中心) l进，本实验室保藏，细胞生长培养液使 

用 DMEM(Oibco公司)，含 10％新生牛血清(杭卅l 

四季青公司)、100 u(gg)／mL青霉素、链霉素。感染 

病毒前，用 1×10 个／mLX 4mL接种于 Omm平 

皿、3717饱和湿度的 5％c()!培养箱中培养 12～24 

h，细胞单层达 70％。 

l 2 病毒增殖与感染性测定 

口蹄疫病毒(FMDv)由本中心保藏，病毒在PK 

15细胞单层上扩增，采用冻融法破细胞释放病毒并 

接种细胞单屋。经盲传的第三代细胞冻融后 412 4 

000 r／man 15 min离心收集上清，分装保存于 一70℃。 

病毒原液用96孔板按Reed-Mueneh两氏法 进行感 

染性滴度测定，滴度为6 2 IgTCID50／mE。 

1．3 FMDV诱导宿主细胞凋亡 

7O％单层的 PK一15．细胞加 2 mL病毒悬液于 

37℃吸附 90rain，吸弃病毒液，加 5mLMEM 维持 

液(含2％新生牛血清、100 U(Itg)／mL青霉素、链霉 

素)，。置于 co2培养箱中继续培养。实验对照组细 

胞用无血清 MEM代替病毒液吸附，其余条件同实 

验组。培养后根据需要取样分析。 

1．4 Hoechst33258荧光探针检测细胞凋亡和凋亡 

曲线 

荧光染色参照文献 改良荧光染色程序进行 ： 

细胞经消化与上清台并，1 000 r／min 10 min收集， 

PBS清洗，甲醇：冰乙酸(3：1)室温固定20min，离心 

后滴片、染色、封片于荧光显微镜(Olympus公司)下 

观察凋亡细胞核，随机多点计数，用凋亡指数AI(凋 

亡细胞数／总细胞数 ×100％)表示细胞凋亡率。 

用无血清 MEM 5倍梯度稀释病毒原液，不同 

滴度的病毒悬液感染 PK一15细胞培养 24 h后取样 

分析 AI，绘制 FMDV诱导宿主细胞凋亡的滴度曲 

线，用获得高 AI的病毒稀释液感染宿j：细胞、 同 

时间取样，制作 FMDV诱导凋亡的旷 曲线 

1．5 细胞 DNA提取与电泳分析 

按照分子克隆实验指南 和 Ib Lskaya E“ 1等人 

所述方法：800 r／min离心 10 min收 集兰田胞，PBS清 

洗，加 500止 细胞裂解液(10 rnmol／L"Iris．Hcl，pH8 

0、10 retool／L NaC]、10 rnmol／L EDTA(Na) 、100 ／ 

mI PmteaseK、O．5％ SDS)．56℃保温 2 h，酚法去蛋 

白，1／10体积 3 mol／L NaAc、2倍体积无水乙醇过夜 

沉淀DNA，4℃ 12 000 r，min×10min收集沉淀，风干 

后 30 uLTE 37℃水浴溶解 30 rain，2％璩脂糖凝胶 

(5 v， cm)电泳 2 h，UV灯观察、拍照。 

1．6 脱氧核糖核酸转移酶介导的缺 口末端标记 

(TUNEL)原位检测 DNA断裂 

使用 Apoalert DNA Fragmentation Assay Kit 

(Cloneteeh公司)原位检测 DNA断裂。 正常 PK 

15细胞为阴性对照，实验参照文献l】“和试剂盒操 

作手册进行：病毒感染 40 h收集细胞覆于盖玻片 

上．4％福尔马林 4℃固定 25rain，PBS清洗，0．2％ 

TritonX．100溶液冰浴处理 5 rain，清洗后平衡缓冲 

液室温平衡 10 min，TdT反应液均匀覆盖细胞37℃ 

饱和湿度培养箱中温育 60 min，盖玻片浸八 2×SSC 

终止加尾反应，PBS清洗、PI染色，三蒸水反复清 

洗，甘油封片液封片后在荧光显微镜下观察、拍照： 

2 结果 

2．1 FMDV诱导 PK-15细胞凋亡与凋亡曲线 

荧光探针检测结果显示，FMDV感染 PK一15细 

胞培养32 h后呈现典型的核碎裂现象(见封 3彩图 

版 1．A)，多数碎裂核具有明显的区域性，核膜仍完 

整．表现为细胞凋亡早期现象。而其中有的细胞棱 

形成较为分散的核体，则是凋亡晚期形成的渊亡小 

体。正常 PK一15细胞呈现均匀的核荧光(见封 3彩 

图叛 1-B)。 

根据荧光显微镜计数结果绘制的 亡曲线如图 

(图2)。由图2 A可见，FMDV诱导细胞凋亡与感 

染性滴度具有密切关系，4．8 lg TCID ／mL的病毒 

悬液感染的细胞在培养24 h时细胞AI较高，为15 

8％。时间曲线显示，细胞 AI随培养时间不同呈峰 

形变化，32 h达 2O％左右(见图2 B)： 

2．2 FMDV感染 PK-15细胞出现典型的DNA梯 

状cLadder)条带 

DNA梯状条带的产生是细胞 亡的最重要生 
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图 2 FMDV诱导宿主细胞拥亡曲线 

Fig 2 Cu of apoptosis—inducing of PK-15 cell~inleeted by FMDV 

A．Titer⋯ e of h。 cell apoptosis induced by FMDV；B．Time Curve of host cell apopt~is induced by FMDV 

化特征之一 细胞凋亡晚期，约 30％细胞染色体 

DNA在核小体连接处断裂l12]，有人认为这是依赖于 

Caz 的核酸内切酶在凋亡信号偶联中被激活，进而在 

核小体单位之间随机切割而形成。根据裂解的DNA 

核小体间连接片段长短不同，凝胶电泳呈现 180--200 

bp整数倍的梯形图谱。图3可以看出，正常对照细 

胞只有一条基因组总DNA带。病毒感染40h呈现典 

型Ladder条带，与标准分子量 DNA比较可以看出， 

DNA裂解片段相邻带之间大约相差200 bp 

圉3 拥亡细胞 DNA电泳图谱 

Fig 3 AB⋯ e gel elecirophore．si．~of genome DNA extracted from 

a~ ptotic c eI】s 

Lane 1．Normal control；2．Apoptotic PK l5 ；3．Molecular 

Marker 

2．3 DNA断裂的原位检测 

凋亡细胞 DNA双链断裂或只要一条链上出现 

缺口而形成的 3'-OH末端，可在 TdT酶的介导下， 

将标记有异硫氰酸荧光素(FITC)dUTP衍生物(或 

其他的标记物)掺入到 3 末端，以对完整细胞和 

亡小体的DNA断裂进行原位标记 。激发标记物 

产生荧光即可检测倜亡细胞，准确反映细胞凋亡最 

典型的生物化学和分子生物学特征。正常细胞几乎 

没有 DNA断裂，不能够被标记(封 3彩图版4)，病 

毒诱导的凋亡细胞核被标记 了 FITC—dUTP衍生 

物，在荧光显微镜下呈现较强的绿色荧光，被标记体 

积较小的是细胞凋亡晚期产生的凋亡小体，正常 

PK一15细胞核只见均匀的 PI红色荧光。 

3 讨论 

随着九十年代以来对动物病毒诱导宿主细胞凋 

亡研究的深入，人们逐渐认识到很多动物病毒引起 

宿主细胞病变效应至少包括有细胞凋亡的因素。通 

常病毒感染细胞形成 CPE表现为贴壁细胞病变、脱 

落、悬 浮并聚 集成 团，细胞 内出现 不均 一颗粒。 

FMDV感染引起宿主细胞凋亡也表现为相似的变 

化，在实验过程中我们曾发现，悬浮细胞中凋亡细胞 

所占比例较高(结果未显示)，而且凋亡曲线所示的 

动态过程与形态学上 CPE变化具有平行性：低滴度 

的FMDV在相同的感染时间内未能检测到细胞凋 

亡，倒置显微镜直接观察 PK一15单层也没有明显的 

致细胞病变效应，而高滴度 FMDV引起急性感染导 

致细胞坏死，倒置显微镜下可发现细胞几乎全部悬 

浮且有大量细胞裂解成碎片，凋亡指数显著减少(图 

8  6  4  2  0  8  6  4  2  0  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


178 中 国 病 毒 学 

2-A)；诱导细胞凋亡的时间曲线显示了 FMDV诱导 

宿主细胞凋亡需要一定进程，病毒感染后培养 8 h 

没有明显可见的细胞病变．16 h发现少数细胞病变 

收缩，24 h有 30％左右的细胞悬浮，单层上有明显 

脱落空斑，32 h较多细胞悬浮，贴壁细胞大部分收缩 

变圆，表现典型的 CPE现象，此时 AI也达到最高 

值，4O h以后大量细胞悬浮，并伴随有较多细胞碎 

片 此时由于凋亡细胞已濒临裂船，用形态学方法 

能检测到的凋亡细胞比例亦相应减少(图2一B)。 

细胞凋亡的机制相当复杂，存在多种凋亡相关 

基因作用。甚至在某些凋亡事件中，依赖于不同凋 

亡基因的信号传递途径间还会相互影响、相互交织 

成复杂的信号传递网络lI， ]。深入研究口蹄疫病 

毒诱发宿主细胞凋亡及其机制，不仅有理论意义，还 

有助于人们对口蹄疫的防治。 
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图1 F~4DV诱导宿士细胞凋亡的形盎学变化 ‘Hoechst33258荧光染色200×j 

Fig 1 The hue]ear morphological changes of apop Lutic cells infected by DV(Hoechst332fi8 stai13 200× 

A．1he typical smashed apoptotic nuc]et of PK lfi ce1]s post infected 32h by FMDV B Normal conlrol 

B 

图4 束端标记检~r]pK 15细胞凋亡 

Fig 1 p̂opto si s detection of PK 15 cel1s 1nfected by FMDV with IUN~L 

m Apoptot~c cel1 nuclei exbihiting strong．~reen fluorescence：B Even red nuclei of normal 
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