
第 l8卷3期 

2003年 6月 

中 国 病 毒 学 

VⅡt0LOGICA S IGA 

18 (3)：283—-287 

June 2003 

Izi ll~疫病毒感染BHK．2 1细胞的代谢热谱研究 

吴继彬 ，刘欲文 ，张 恒 ，顾潮江 ，郑从义 卜 ，屈三甫 ，汪存信 ，常惠芸 

(1．武汉大学生命科学学院，湖北武汉 430072；2，武汉大学化学与分子科学学院，湖北武汉 430072；3．中国农科院兰州兽医研究所， 

甘肃兰州 730046) 

M icrocalorimetric Study of Foot-and-mouth disease virus Infecting BHK-21 Cell 

W U Ji—bin ，LIU Yu—wenz
，Zhang Heng ，GU Chao-jiang ，ZHENG Cong—yi ， 

Qu San—fu ，WANG Cun—xin2，CHANG Hui—yun 

rJ．College of Life Science，Wuhan University,Wuhan 430072，China；2．College of Chemistry and Molecular Sciences， 

Wuhan University,Wuhan 430072,China；3．Lanzhou Veterina ry Research Institute CAAS,Lanzhou 730046．China) 

Abstract：Both microcalorimetric measurement an alysis by using LKB2277 bioactivity monitor an d 

traditional method used in one—steD growth curve in virology were carried out on BHK一21 cell line 

infected bv F】ⅥDV(Foot—and．Mouth Disease Vires)．The results show that microcalorimetric study Can 

be applied  in virus infection research through measuring metabolic energy released from BHK一21 cell 

an d BHK．2 1 cell infected bv F】ⅥDV Meantime this microcalorimetric method provided a kind of new 

dynamic continuous an alysis method  on the virus infection research． 

Key words：Foot-and-mouth disease virus(FMDV)；BHK一2 1 Cell；One step growth curve；Micro— 

calorimetric curve 

摘要：本文应用高灵敏度的 LKB2277生物活性检测仪测定FMDV感染BHK-21细胞的代谢热谱，并与传统方法 

测定的一步生长曲线进行比较，二者具有显著的相似性。结果表明，微量热法通过对细胞及其受病毒感染的细胞 

体系代谢热的测定，能有效地监测病毒在宿主细胞内增殖的过程。该方法还提供了一种动态连续分析病毒感染增 

殖的新手段。 
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微量量热分析方法测定的是细胞代谢过程的 

热量变化 ，它反映了细胞能量代谢过程的变化总 

和。细胞培养条件的变化 (如 pH、渗透压、温度、 

氧等)，选择压力的改变 (加入药物、微量元素等) 

均会导致细胞代谢的产热量发生改变，产热改变量 

的大小直接反映了细胞代谢过程受影响的程度。因 

而，微量量热法可以定性、定量地用于细菌、动物 

细胞甚至线粒体等细胞器的代谢过程研究【l~3]。高 

灵敏度微量热仪能给 出病毒结构及其稳定性方面 

的信息，对这些信息的整理和分析不仅可以给出病 

毒本身结构与功能的关系、病毒感染的动力学和热 

力学等基本特征，对病毒感染的机理的认识以及病 

毒性疾病的防治也有很重要的意义【4】。目前病毒学 

微量热研究主要集中在病毒结构与病毒稳定性的 

关系上，尚未涉及病毒感染宿主细胞量热变化的连 

续观察研究，而这一过程正是我们研究所关注的。 

口蹄疫 (Foot-and—Mouth Disease，FMD)一直 

是世界上最为严重的家畜传染病之一，主要危害 

猪 、牛 、羊等 偶蹄 动物 。其病 原 口蹄疫 病 毒 

(Foot-and-mo uth disease virus，FMDV)属小 RNA 

病毒科 (Picornaviridae)口蹄疫病毒属 (Aphtho— 

virus)，有 A、O、C、SAT I、SATII、SATI]]及 
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Asia I共 7个血清型，O型 FMDV是亚洲地区的主 

要流行型 】。本文采用 LKB2277生物活性检测仪 

连续测定了 O型 FMDV在 BHK一21细胞中增殖过 

程的热谱曲线，并与 FMDV繁殖的一步生长曲线比 

较，研究了二者的相关性。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞：叙利亚仓鼠肾细胞系(BHK一21 c一13)， 

购 自美国 ATCC，由武汉大学中国典型培养物保藏 

中心保藏并提供。培养基采用 MEM (GⅢC0公司 

生产)，含 10％ (V／V)热灭活小牛血清，pH7．2～ 

7．3。BHK-21细胞置于 T一25塑料培养瓶 (Costar Co． 

U．S．A．)中常规传代，补充 5％CO2，拧紧瓶盖置 

于 37~C恒温培养箱培养。 

1．1．2 病毒 ：o 型 口蹄疫病毒 (FMDV OBGF15， 

BHK-21细胞增殖的细胞毒)由中国农科院兰州兽 

医研究所提供。 

1．1．3 仪器：微量热仪 LKB2277生物活性检测系 

统 (Thermometric AB，瑞典)。 

1．2 方法 

1．2．1 病毒滴度测定(根据 Reed—Muench两氏法【8J， 

测定并计算病毒滴度 TCID5o／mL) 

96孔板接种 BHK-21细胞 (培养基 MEM，10％ 

血清，无双抗)，24h后细胞 90％铺满，吸取病毒 

FMDV0．1mL(16 TCID5o)，用无血清的MEM 培养 

基作 10倍梯度稀释。病毒稀释液接毒 (0．1mL／~L)， 

重复 8孔，吸附 90min后，无血清 MEM 培养基洗 

去未吸附的病毒，加入含 2％血清的MEM 培养基。 

37℃，5％CO2培养 48h后，观察细胞病变孔数，记 

录结果，并计算其滴度 TCID5o／mE。 

1．2．2 病毒繁殖一步生长曲线的测定 

用改良的 Bachrach方法测定【6J，24孔板接种 

BHK一21细胞 (培养基 MEM，10％血清，无双抗)， 

24h后细胞 90％铺满，接种病毒 FMDV，用无血 

清 MEM 培养基洗去未吸附的病毒，加入含 2％血 

清的 MEM 培养基。37℃，5％CO2培养，间隔时 

间 (见图 1)取上清 ，检测上清液病 毒的滴度 

(TCID5o／mL)。 

预备 6块处于对数生长期 BHK一21细胞的 96 

孔板，按程序接毒。每个稀释度 8个重复。稀释液 

用无血清的 MEM培养基作 10倍梯度稀释。0．1mL 

病毒稀释液接毒，吸附 90min后，用无血清 MEM 

培养基洗去未吸附的病毒，加入含 2％血清的MEM 

培养基。37"C，5％CO2培养48h后，观察细胞病变， 

记录结果，并计算其相对应的病毒滴度 TCID5o／mL。 

同时平行做 3组数据取均值，以 FMD病毒滴 

度 TCID5o的对数为纵坐标，取样时间作为横坐标， 

绘出 FMDV感染 BHK一21细胞的一步生长曲线。 

1．2．3 BHK一21细胞代谢热谱的测定 

接 BHK一21细胞于 T一25细胞培养瓶中，待细胞 

长成 80％以上单层时，吸尽培养瓶中的培养基，加 

入 0．25％胰酶溶液消化，细胞脱壁后，加入培养基 

终止消化。充分悬浮细胞，显微计数，调整细胞浓 

度为 5．0×104／mL。无菌条件下取 lmL细胞悬液于 

3mL安瓿瓶中，补加 5％CO2后封 口。样品安瓿瓶 

和装有 lmL无菌培养基的参比安瓿瓶置于微热量 

计监测器中进行不问断测定，记录细胞的生长代谢 

热谱。实验条件 ：实验温度为 37．o0℃。放大器选 

用 30laW，记录走纸速度为 0．2mm／min。 

1．2．4 FMDV感染 BHK一21细胞后的热谱测定 

量热实验所用的细胞浓度固定为 1．0×10 ／mL。 

当细胞生长并进入对数期，打开安瓿瓶，吸尽培养 

基，加入一定滴度的 FMDV，37℃吸附 1h后吸尽 

安培瓶中的病毒液，加入 lmL MEM 培养液，补加 

5％CO2后封口。将此实验安瓿瓶和装有 lmL无菌 

培养基的参比安瓿瓶置于微热量计监测器中进行 

不间断地培养测定，测定的曲线即为 FMDV感染细 

胞过程的代谢热谱。实验条件：实验温度为37．o0℃。 

放大器选用 30laW，记录走纸速度为 0．2mm／min。 

1．2．5 热谱 曲线的绘制 

热谱曲线以热功率 P(1aW，微瓦)为纵坐标， 

培养时间 (t，小时)为横坐标，在整个实验周期内 

由走纸记录仪 自动记录，连续在线检测得到。以热 

谱曲线对时间进行积分 (即热谱曲线下的面积 )即 

得到整个实验过程中测定体系的总代谢产热量。 

2 结果 

2．1 FMD病毒一步生长曲线 

根据 Reed—Muench法，测定感染上清的病毒滴 

度 (即 TCID5o／mL)，得病毒一步生长曲线 (图 1)。 

图 1显示，FMDV吸附侵染 BHK一21细胞的潜伏期 

为 12h左右；18~40h为病毒高速增殖及裂解期， 

其间，细胞培养液中的病毒滴度急剧上升而达到最 

大值 10 TCID5o／mL~之后病毒滴度有所下降；而到 

细 胞 全 部 裂 解 后 ， 上 清 液 的 病 毒 滴 度 在 

10 TCID5o／mL左右。病毒在经过一个高峰以后，病 

毒滴度会下降，这是因为在37℃的培养基里，无细 

胞的培养基 中病毒的滴度会随时间延长有所降低 

(数据未列出)。 
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常 BHK．21细胞的 2．23倍，平均产热功率是正常 

BHK--21细胞的 2．72倍，最大热功率是正常 BHK 
--

21细胞的 5倍。细胞总产热量、平均产热功率、 
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2．5 不同初始浓度病毒感染过程的热谱曲线分析 

根据图 3热谱曲线的特点，我们采用指数增长 

模型 (对数形式)，lI =lnPo+七·t 

对不同稀释度病毒感染过程的产热功率曲线 

进行了分析，结果见表2。 

分析结果说明病毒在细胞内扩增从而导致代谢 

热功率急剧增加的一步放热过程可以用指数增长 

模型来描述。 

表 2 不同稀释度 FMDV感染 BHK-21细胞与 BHK-21细胞 

对比的热谱 曲线分析 

Table 2 Metabolic microcalorimetric analysis of BHK-21 cell 

infected by different concentrations FMDV 

注：t指数增长期速率常数：R，相关系数；P衄 ，最大热功率。 

Note：kl，rate coefficient of exponential increase phase；R，correlation 

coefficient；Pm ，maxilllum thermal power． 

3 讨论 

生物生理活动各层次上的生物化学反应都伴 

随着能量的转移和热的产生，量热法研究生命体系 

获取的代谢热的数据反映的是整个体系所有的净 

变化。病毒由于缺乏增殖所需的酶系统，在细胞外 

不能生长，也不能以分裂方式进行繁殖，只有在感 

染敏感宿主细胞后，利用宿主细胞的酶、能量(ATP) 

合成系统、核糖体、细胞因子以及大分子合成的前 

体，才能复制病毒基因组及病毒的蛋白质组份完成 

自身的生命活动，这其中任意过程都会伴随着代谢 

热的产生，同时也会影响宿主细胞 自身的代谢热变 

化【 。比较图 1和图2发现，一步生长曲线中0～ 

12hr为病毒合成的潜伏期，18~40hr是装配、释放 

成熟 FMDV 粒子的高峰期，40hr以后病毒滴度逐 

渐下降。并且一步生长曲线与 FMDV感染 BHK．21 

细胞代谢热谱曲线一步放热的变化趋势基本吻合。 

从图2、表 1可以看出FMDV感染对 BHK．21细胞 

的影响非常显著，细胞总产热量、平均产热功率、 

最大热功率分别比正常细胞增加了 125．9％、1722％、 

403．6％。病毒感染细胞导致某些生物化学反应速度 

的加快，细胞代谢热功率急剧增加，宿主细胞的生 

理活动因此变得紊乱，而这可能就是导致宿主细胞 

病变死亡的主要原因【81。这表明，微热量计连续动 

态地监测病毒感染细胞整个体系热量变化的过程， 

不仅可以反映出细胞内的生理活动水平在感染病 

毒前后总的变化趋势，而且可以从另一层面了解病 

毒在宿主细胞内的增殖情况。 

采用微量热法进 一步测定 了不 同稀释度 的 

FMDV感染 BHK-21细胞后的热谱曲线 (图 3)，可 

以看出，随着病毒稀释度的增大，被病毒感染细胞 

的热谱峰的峰高 (表 2：尸一 )以及出峰的时间均 

呈现出有规律的变化，即病毒稀释度越大，出峰的 

时间就越晚，峰高就越低，说明热谱 曲线可以反映 

出病毒感染剂量的变化；同时，我们利用指数增长 

模型 lI =lnPo+ ．t(对数形式)拟合的结果 (表 2 

的相关系数)也说明口蹄疫病毒感染BHK-21细胞 

的热谱 曲线产热增长期的一步放热方式能够较好 

地符合指数增长模型。对图 1与图3进行比较分析， 

口蹄疫病毒感染 BHK-21细胞的一步生长曲线和对 

应热谱曲线的一步放热方式吻合，两者具有平行的 

关系，热谱曲线的峰高与病毒感染的剂量对应，出 

峰的时间与病毒感染细胞的潜伏期对应，说明热谱 

曲线不仅能够反映病毒感染细胞后的增殖情况，而 

且能够揭示病毒感染剂量的变化，表现为病毒感染 

的滴度越大，峰就越高，出峰时间就越早。这就很 

好地说明微量热计连续动态地监测病毒感染细胞 

整个体系热量变化的过程，不仅可以反映出细胞内 

的生理活动水平在感染病毒前后总的变化趋势，了 

解病毒在宿主细胞 内的增殖情况，而且能够反映病 

毒感染剂量的变化，另外，微量热法连续的动态分 

析也优于传统的间隔时间取样测定病毒滴度绘制 

病毒繁殖的一步生长 曲线的不连续方式。 

可见，尽管细胞感染病毒以后，细胞内发生的 

各种生物化学反应十分复杂，微量热计仍可连续、 

有效地测定病毒感染细胞整个过程的总的代谢变 

化趋势。更为重要的是它能够提供实时动态连续的 

数据从而反映病毒在细胞内增殖情况，为进一步的 

研究提供参考数据。不言而喻，在细胞水平上研究 

抗病毒药物和一些抗病毒化学制剂的作用机制和 

效用时，该方法也大有用武之地。 
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