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辛德毕斯病毒 YN87448株与宿主细胞凋亡的研究 
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The Studies on the Host Cell Apoptosis of Yunnan Sindbis Virus 
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Abstract：The one step growth curve of YN87448 strain virus in BHK21 cell showed that a lot of 

progeny viruses could be observed at 16 hr．after infection The tiler of virus reached the highest about 

10一 0TCDS0 at 48 hour post infection．The titer of virus is not reduced by Co1．The apo ptosis was 

observed by the electron microscope and the DNA ladder was detected by agarose gel eletrophoresis． 

YN87448 strain virus can cause apo tosis in BHK21 ce]1 wad rnice 

Key wolds：Yunnan Sindbis virus；M ultiplication character；Cell apoptosis 

摘要：为了了解云南辛德毕斯病毒在 BHK21细胞上的生长特性 并观察该病毒在 BHK21细胞、3d龄和 2周龄小 

白鼠中是否有嗣亡反应出现。在接种后不同时间取样，检测病毒的滴度，电镜捡测 亡细胞，检测细胞的 DNA阶 

梯。一步生长曲线结果表明病毒在出现 CPE之前就有大量繁殖。秋水仙索对该病毒的成熟释放没有抑制作用。 

该病毒对BHK21、小白鼠均可产生细胞i崩亡。 
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1986年我室从云南西双版纳地区一发热、关节 

痛患者血清中分离到一株甲病毒(YN87448)，经病 

毒基因组序列测定和生物学特性研究，确定为辛德 

毕斯病毒_l” 。为进一步弄清该病毒的生长及凋 

亡特性 我们做丁 下研究。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1、1 病毒 YN87448株病毒是本室于 1986年 

从西双版纳州景洪市一发热、关节痛患者血清中分 

离的。 

1 1 2 细胞和动物 BHK21细胞来源于中国药品 

生物制品检定所；小白鼠来源予本所动物室。 

1 1．3 试剂 lgG荧光抗体、秋水仙素、水饱和酚、 

氯仿、异戊醇、RNAase、DNA ladder Marker等试剂 

均购于华美生物试剂公司： 

1．2 实验方法 

1 2 1 一步生长曲线 用 10I3 TCDs0的新鲜鼠 

脑悬液接种 6O只已长满细胞的 BHK21细胞管中， 

每管 0 lm1 病毒悬液和 0．9mI 的维持液，分别于 

接种后 0、2⋯4 6 8、10、12、16、24、39、44、48、72和 

96 h观察 CPE，每_。取拌时间设 4只细胞管．同时 

制备 IFAT的抗原片及收获该培 养液冻存于一 

3O℃，待测其 TCID⋯ 

1 2 2 秋水仙素(Cot)对 YN87448株病毒繁殖的 

影响 配制不同浓度的 Col溶液，溶液浓度依次为 

l0、20、30、5O、100mol／1 取每一浓度的 Col溶液 

5m1 加入已长成单层的BHK21细胞中．37℃作用 2 

h，弃去加入的 Col溶液，每一小方瓶中加入 1O 

TCD，o的病毒液 0 5ml ，同时加入 4．5 ml 的维持 

液，其 pH为7 2，37℃培养 54 h，捌定 Col不同处理 

浓度的 TCD n。 
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1．2．3 电镜检 测 (1)~N87448株病毒感染 

BHK2l细咆：取 TCD 为 lO 的新鲜鼠脑病毒悬 

液 O．5ml 接种于长成单层的BHK21细胞的大方瓶 

中．37℃培养，于接种后 6、16、4(1、48、72 h收获 

3 00(1r／min离心，弃上清，加入适量的电镜标本固定 

液．送检观察是否发生细胞凋亡。(2)YN87448株 

病毒感 染 3d龄小 白鼠：用 TCD 为 1O。 的 

YN87448株病毒的新鲜鼠脑悬液接种 3 d龄小白 

鼠，每只小鼠接种 O 025m1 ，于接种后 l6、24、4O、 

64、88 h处死，取其适当大小的脑组织，放八适量电 

镜标本固定液，送检观察是否有凋亡细胞。(3) 

YN87448株病毒感染 2周龄小白鼠：用 TCDsD为 

l0 I7 的 YN87448株病毒的鲜鼠脑悬液接种2周 

龄小白鼠，每只小鼠接种0．03mI 于接种后 24、48、 

76、t06h处死．同法送电镜检查。 

2 结果 

2 1 一步生长曲线 

一 步生长曲线测定结果见图 1。结果表明病毒 

滴度于接种后 16 h开始明显增高(TCD~0 10。。)， 

至 48 h为最高(TCD~010 。)。而细胞病变一般于 

感染后40 h开始出现，至72 h最为明显，并开始脱 

落。 

感染后时间(h) 

Post infectiott(h ) 

图 l yN87448株病毒的一步生长曲线 

Fig I The growth CU~-e of YN87448 straJ：t vJru~in BHK2Icell 

2．2 秋水仙素对 YN87448株病毒繁殖的影响 

五组不同浓度的 Col对细胞作用后，对病毒滴 

度未产生任何影响，其病毒的 TCD~0基本相同(表 

1)。 

2．3 YN87448病 毒对 不 同年 龄的 小 白鼠 和 

BHK2 1细胞的凋亡作用 

2．3．1 3 d龄小白鼠 凋亡现象．YN87448株病毒 

丌“引起 3 d龄小自鼠脑组织发生细胞凋亡，电镜 

下见早期凋亡细胞咆质浓缩，核染色质凝聚呈块状， 

边聚(见图2A)；晚期凋亡细胞表现为胞质浓缩，细 

胞器分辨不清，核染色质凝聚成多个园形小体，个别 

凋亡小体被周围胶质细胞包绕，周围神经细胞结构 

正常(见图 2B)。凋亡出现的时间：个别早期凋亡 

细咆于病毒感染后 16 h可在电镜下观察到，感染24 

h后．也只见到少量的神经细胞核出现染色质边集 

等早期凋亡现象。感染 4(1 h后．较易查到凋亡细 

胞，感染后 66、88 h凋亡细胞较多，而脑组织变性坏 

死以 16 h最为严重。 

表 1 不同浓度的Col作用后 YN87448株捕毒 TcD“的测定结果 

"l'able 1 "l'he1℃D H87448 sira1．nr alterdillereat eoacentra 

tionCol sreat 

一 一  竺竺 ! 
100 50 30 20 10 0 

2 3，2 2周龄小白鼠凋亡现象：YN87448株病毒可 

引起感染的2周龄小白鼠脑组织出现凋亡现象，同 

样表现为早期凋亡细胞胞质浓缩，核染色质凝聚呈 

块状，边聚；晚期凋亡细胞表现为胞质浓缩，细胞器 

分辨不清+棱染色质凝聚成多个凋亡小体 感染后 

24h可见到个别早期凋亡细胞，凋亡以 48h多见． 

24h次之，76h未见凋亡出现．1(16h仅见个别凋亡细 

胞。但 76、1(16h有较多神经细胞固缩．24、48h的固 

缩病变次之，出血、坏死病变仅见于76 h。 

2 3 3 感染后 6h BHK21细胞：组未见明显的凋亡 

细胞，16h见到个别细胞呈早期凋亡表现，4O h可见 

到较多的凋亡细胞(图3A)，多数细胞出现凋亡小体 

(图 3B)。凋亡细胞以40 h数量最多，依次为4(1h> 

48h>72h>16h。48、72 h部分细胞核染色质边集． 

或形成凋亡样，但胞质水肿，胞膜破裂，考虑为坏死 

或凋亡后自溶。而其 CPE于感染后 4i)h开始出现， 

72h最为严重，有部分细胞开始脱落。 

3 讨论 

由 YN87448株病毒的生长曲线看出细胞感染 

后 16～4Oh就有较高滴度的病毒产生，此时细胞还 

未出现明显病变，没有细胞脱落。感染 48h后病毒 

滴度基本不变，为最高，但此时细胞已出现病变，个 

别细胞开始脱落，至 72h出现严重的 CPE，大量细 

胞开始脱落，培养液中混有较多的破碎细胞。图 1 
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罔 2 YN87448株病毒感染 3d龄 小白鼠40h 

A．部舟神经细胞固缩．核染色质边聚；B 梧受色质聚成多个谓亡小体、个别i舟亡 卜体梭周围胶质细胞包饶，周酉神经细胞结构正常- 

F 2 3 days d mice w目t iafecte~by YN87448 strain vi~s(40h) 

A The chro~ in cell nucleus galher beside the nuclear envelope~B．Apopmtic boby． 

圈 3 YN87448株病毒感染 BHK21细胞 (4Oh) 

A．早期循亡细胞 染色质凝聚、边聚；B，凋亡小体形成 

F 3 BHK21 ce]t were infected by YN87448 strain virus(40h) 

A，F2rly apoptotic H；B．Apoptotic body 

为病毒提纯时间的选择提供了一个较好的依据．也 

为该病毒培养繁殖的最佳收获时间提供了依据。 

秋水仙素作用结果显示，秋水仙素并未影响病 

毒颗粒的释放，一般来说．与微管微丝结合的动力蛋 

白在细胞中囊泡与颗粒物质转运中起着重要作用， 

而对此有抑翩作用的秋水仙素在不同浓度下均未影 

响病毒的生成．说明该病毒的释放并未依赖于这一 

转运机制。 

细胞 倜 亡 (apoptosls)或 程 序化 死 亡 (pro 

grammed cell death．PCD)是多细胞有机体为调控机 

体发育，维护内环境稳定，由多基因控制的细胞主动 

死亡过程。近年来，发现许多病毒可诱导感染细胞 

凋亡，并直接与这些病毒的 CPE有关。病毒的溶解 

性感染所产生的细胞病变作用(CPE)与细胞凋亡的 

发生有关．而病毒的持续性感染与病毒抑翩细胞凋 

有关。因此病毒感染细咆调亡的研究．对于揭示 

病毒的致病机理具有非常重要的意义L6 J。Sindbis 

病毒能引起宿主细胞的调亡已有过报告l4]。鉴于 

YN87448株 病 毒 基 因 序 列 和 致 病 性 的 特 殊 

性 ， ， ，我们对其做了对宿主细胞的凋亡研究。本 

次i属亡试验显示 YN87448株病毒不论对不同年龄 

的小白鼠，还是 BHK21细胞都能产生细胞凋亡作 

用 YN87448株病毒可引起 3 d龄小白鼠发病死 

亡．但不引起2周龄小白鼠发病。3 d龄小白鼠于感 
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染后 16 h出现明显的脑组织变性坏死，此时仅观察 

到个别凋亡细胞，40 h以后镜下才观察到明显的凋 

亡细胞。2周龄小白鼠的脑组织出血、坏死于 76 h 

最为明显。而其凋亡细胞以 24、48 h多见。细胞凋 

亡在这一发病过程中所起作用应作进一步的研究。 

细胞凋亡的调节非常复杂，基于多个基因调节， 

凋亡的发生可抑制病毒感染细胞炎症的发生，凋亡 

的抑制对于病毒潜伏期的建立非常重要，凋亡的抑 

制可能导致病毒的长期慢性感染，所以漏亡影响着 

疾病的发生和形式_7j。Sindbis病毒感染细胞凋亡 

反应的调控基因虽有一些研究，但还不清楚，张小青 

等报告H]Sindbis病毒编码的非结构蛋白nsP2可能 

有诱导细胞凋亡的作用。本次试验为进一步研究辛 

蔷毕斯病毒诱发宿主细胞凋亡的调控基因，以及细 

胞凋亡在疾病的发生发展、转归上的作用，打下了一 

定的基础。具有重要的理论和实际意义。 
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