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Preliminary Study of Apoptosis of SP2／0 Cells Induced by Hantaan virus 

GAO Juan，YANG Shou-jing ，LIU Yan．fang 

rDepartment ofPathology,the Fouah Military Medical University,Xi’art，710032，China J 

Abstract：To study the apoptosis of malignant carcinoma cells induced by Hantaan virus．SP2／0 cells 

cultured in vitro were infected with Hantaan virus．Their apoptosis profiles were detected using 

Giemsa staining，flow cytometry and immunohistochemistry staining．Giemsa staining showed 

typical apoptotic changes in infected cells；Apoptosis peaks were detected by flow cytometry； 

Immunohistochemistry staining showed apparent increase of Fas and FasL expression in infected 

cells compared with normal cells．Th e results suggest that Hantaan virus could induce SP2／0 cells in 

vitro to undergo apoptosis which might be associated with Fas an d FasL． 

Kev W Ords：Hantaan virus；SP2／0 cells；Apoptosis；Fas／FasL 

摘要：为研究汉滩病毒对肿瘤细胞的诱导凋亡作用 ，以一定量病毒悬液感染体外培养的 SP2／O细胞 ，接种后一定 

时间将细胞消化甩片行 Gimsa染色观察凋亡细胞核的变化 ，制细胞悬液以流式细胞仪测细胞周期，并用免疫组化 

的方法检测凋亡分子 Fas和 FasL的表达。 结果示经病毒诱导后细胞 出现生长特性及形态学变化 ，Giemsa染色 

观察到典型凋亡细胞：流式细胞仪显示有凋亡峰 出现 ；免疫组化检测 出感染后 SP2／O细胞 中 Fas和 FasL表达明显 

升高。该结果表明汉滩病毒可诱 导体外培养 SP2／O细胞凋亡，其发生可能与凋亡分子 Fas和 FasL有关。 
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细胞凋亡 (apoptosis)又称程 序性细胞死亡 

(programmed cell death，PCD)，是指在一定生理 

和病理情况下机体为维护内环境的稳定，通过基因 

调控而使细胞主动有序的消亡过程 ，既可 自发发 

生，也可由特殊介导物或在一定条件下诱导发生。 

它在维持组织器官的正常形态和功能方面起着非 

常重要的作用。近年来研究发现越来越多的病毒可 

诱导细胞凋亡，病毒感染常常可致多种基因表达及 

蛋白酶激活而引起细胞凋亡Ï。本实验就汉滩病毒 

诱导体外培养 SP2／0细胞凋亡情况进行研究并初步 

探讨了其发生机制。 

1 材料和方法 

1．1 细胞的准备和诱导 

体外培养 SP2／0细胞(本校免疫学教研室惠赠 ) 

至约 l×lO 个 ，收集细胞 l O00r／min离心去上清。 

将 I OOLD5o汉滩病毒(Hantaan virus，HTNV)76一 

ll8株 (本室保存)用 RPMI1640(GBICO公司) 

以 l：lO稀释后，取 lmL吹打重悬离心的细胞并 

接种于细胞培养瓶，37"C诱导 2h，离心弃去病毒 

液，换用含 2 小牛血清(FCS)的 RPM11640 (2 

FCS 1640)4mL重悬细胞并置于 37℃，5％CO2 

的条件下继续培养，第 lO天收集细胞检测凋亡 

指标。对照组细胞以不含病毒的 RPMI1640吸附 

2h后，换用 2 FCS 1640培养收集检测同前。 

1．2 凋亡的检测 

1．2．1 细胞形态学观察：于倒置显微镜下直接观察 

细胞形态及生长情况；诱导 10d后取部分细胞甩片， 
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按赵一岭等改 良微波姬姆萨 (Giemsa)染色法L2 进 

行细胞染色，在光镜下进一步观察细胞核的变化。 

1．2．2 流式细胞仪分析细胞周期：离心制备单细胞 

悬液 (1×106)，PBS洗涤后以 70％乙醇 4。C固 

定过夜。次日以 PBS洗 2次，常规 PI染色，静 

置 10min，于流式细胞仪 (美国 Coulter公司， 

EPICS—ELITE—ESP 型)行细胞周期分析，检测 

G1期、S期和 G2期细胞所占百分比，并观察是 

否存在亚二倍体峰 (凋亡峰)及其所占比例。 

1-3 Fas和FasL的免疫组化检测 

细胞片至蒸馏水洗，室温入含 0．3％H2O2的 80％ 

甲醇 40min阻断内源性过氧化物酶活性，2％正常羊 

血清 37℃lh封闭非特异性抗体结合位点，分别加兔 

抗 Fas多克隆抗体(pAb)(即用型，迈新公司)及兔抗 

FasL pAb(即用型，迈新公司)以37。C孵育 lh， 

PBS振洗 5min×3次，用辣根过氧化物酶(HRP)标 

记羊抗兔型 DAKO Envison 检测，0．05％3’3二氨 

基联苯胺(DAB)~ll 0．009％H2O2显色。用无关抗体和 
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PBS作替代及空白对照。正常对照组染色同上。 

2 结 果 

2．1 凋亡细胞的形态学观察 

实验组在倒置显微镜下观察到部分细胞皱缩 

体积缩小，折光性减弱。Giemsa染色光镜下观察， 

实验组细胞形态改变，密度减低，部分细胞出现核 

固缩深染，胞浆减少甚至消失，此即凋亡细胞，并 

可观察到凋亡小体 (彩版 I图 1)。对照组未见明显 

变化。 

2．2 流式细胞仪检测结果 

对照组细胞在 DNA直方图上表现为 G0／G1、 

S、G2、M 期，其 G1％、S％及 G2％分别为 26．3、 

23．6、50．0；与之相比，实验组中 G1％升高至 41．8， 

而 S％、G2％分别降低至 l4．7和 43．5，并在 G1 

峰左侧出现一亚二倍体细胞群的峰型 (亚 G1峰， 

即凋亡峰)，凋亡细胞占总数的 3．4％ (图2)。说 

明细胞在感染病毒后发生凋亡。 
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图 2 正常与病毒感染的 SP2／0细胞周期检测结果 

A，对照组表现为 GO／GI、S、G2、M期：B，实验组 GI增多，而 S、G2减少，并在 Gl峰左侧出现一亚二倍体细胞群的凋亡峰型。 

Fig．2 FCM results of normal and the infected SP2／0 cells 

A，The controlled team shows standard GO／GI、 S、G2、M cycle；B，The experimented team has specific apoptotic cell cycle：the pe rcentage of cells in GI 

increases，cellsin SandG2 decrease．an dthereis a apoptoticpe akontheleftofGl peak ． 

2-3 免疫组化染色结果 

Fas、FasL在部分正常 SP2／0细胞胞浆中有微 

弱表达，在实验组中表达 Fas和 FasL的细胞增多， 

而且阳性程度明显增强，表现为胞浆中的棕黄色 

颗粒信号，呈强阳性，以Fas为著 (彩版 I图 3)。 

3 讨论 

汉坦病毒 (Hantavirus，HV)是引起包括肾 

综合征 出血热 (HFRS)和肺综合征 出血热 (HPS) 

在内的人类汉坦病毒出血热的致病病毒，病毒通 

过对靶细胞直接作用、诱导机体免疫反应以及由 
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此引发的一系列继发因素参与该病发病机制。我 

们在研究该病毒 的致病机理时发现该病毒不但可 

以感染其易感宿主的组织细胞，还可以感染几种肿 

瘤细胞如 SP2／O细胞及胃癌 7901细胞(另有实验结 

果证实感染汉滩病毒 的这两种细胞胞浆 中有病毒 

核蛋 白的明确表达 )。 

本实验通过对体外培养 SP2／O细胞感染汉滩病 

毒后行凋亡指标检测，发现感染早期在倒置显微镜 

下 即可观 察到细胞 形态 学及生 长特性 的变化 ； 

Giemsa染色光镜下观察找到核固缩深染、胞浆减少 

甚至消失的凋亡细胞；流式细胞仪检测细胞周期在 

G1峰左侧出现凋亡峰，证实汉滩病毒诱导 SP2／0 

细胞发生凋亡；在感染细胞上进行 Fas和 FasL免 

疫组化染色显示有明显的阳性信号，提示该凋亡 

的发生可能与 Fas系统有关。 

近年来 的研 究表 明病毒感染和细胞凋亡之间 

有着密切的联系。从病毒与宿主的相互关系看，被 

病毒感染的细胞发生凋亡可能是机体抗病毒的一 

种防御机制，有助于宿主细胞限制或减慢病毒的扩 

散；而亦有可能是病毒感染导致组织细胞损伤的重 

要机制L3J。研究中发现汉滩病毒诱导肿瘤细胞发生 

凋亡的结果，提示凋亡可能是该病毒致病的机制之 
一

； 由于实验是在肿瘤细胞上进行，也可解决能否 

将该病毒作为肿瘤凋亡 的诱导物的问题。 

本实验结果显示这种凋亡 的诱导可能是通过 

Fas途径。我们推测，病毒感染细胞后诱导细胞的 

Fas和 FasL表达增加并将产物转运至细胞表面， 

细胞间的 Fas和 FasL相互作用从而启动凋亡过 

程。至于病毒入侵后如何促进 Fas和 FasL的表达 

并启动凋亡仍需进一步研究，可以推测在这一启 

动过程 中，相关病毒基因的表达和相应蛋白的合成 

及其与宿主 的作用起着关键性的作用[4-6l，而且感 

染中高表达 的细胞因子也直接或间接 的参与该过 

程中I7】。在基因和蛋 白水平上对此进行进一步探讨， 

可 以对该病毒感染细胞后细胞 内信号转导的研究 

提供帮助，从而有助于揭示病毒致病机理，同时也 

可为肿瘤的治疗提供新的思路。 
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彩 版 I 
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图 l 正常及病毒感染 10d的 SP2／0细胞 Giemsa染色(x400) 

A，正常细胞；B，感染细胞中出现 凋亡小体，表现 为体积变小，核深染浓集，胞浆呈嗜酸性红染。 

Fig．1 Giemsa staining of normal and the infected SP2／0 cells(x400) 

A，Normal cells；B，Infected cells showed apoptotic changes：the reduced size，the condensed nuclear and the acidophilic cytoplasm． 

图 3病毒感染的 SP2／0细胞 Fas和 FasL免疫组化染色(x400) 

Fas(A)、FasL(C)在部分正常 SP2／0细胞胞浆中有徽弱表达；病毒感染后 Fas(B)和 FasL(D)表达明显增强，均呈棕黄色强阳性定位于细胞胞浆中， 

以 Fas更显著。 

Fig．3 lmmunohistochemical staining of Fas and FasL in normal and the infected SP2／0 cells(x400) 

Fas(A1 and FasL(C)have slight expression in some ofnormal SP2，0 ceils．In the infected ceils，the expressions ofboth Fas(B)and FasL(D)have in- 

creased dramatically．The s~ong positive signals were localized in cytoplasms and Fas is more apparent． 
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