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Abstract : Inhibitory effect s of nit ric oxide (NO) on Porci ne p arvovi rus ( PPV) infection on por2
cine kidney ( P K215) cells were st udied in t he paper. The result s showed t hat p roduction of NO

was effectively induced in cell cult ures t reated with S2nit roso2N2acetylpenicllamine (SNA P) or L2
arginine and replication of PPV was significantly inhibited by the addition of t hem in a dose2de2
pendent manner. SNA P produced significantly higher amount s of NO and showed higher level of

inhibitory effect on PPV replicaton t han L2Arg at 100 and 200μmol/ L . Higher level of inhibition

of viral p roduction was also obtained when pret reated wit h SNA P at 6 h and 3 h before infection

t han added af ter infection ,suggesting t hat t he anti2PPV effect s of NO occurred at the initial sta2
ges of PPV infection. In addition , the anti2PPV effect s of L2arginine could be blocked by N G2ni2
t ro2L2Arginine.
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摘要 :本文研究了来源于不同前体物的一氧化氮 (Nit ro oxide , NO) 对猪细小病毒 ( Porcine parvovi rus , PPV) 体外

增殖的影响。结果表明 ,NO 前体物 S2硝基2N2乙酰青霉胺 (SNA P) 、L2精氨酸 (L2Arg)均能够有效地诱导 P K215 细

胞产生 NO ,进而显著地抑制 PPV 在 P K215 细胞上的复制 ,其效果与前体物的浓度呈正相关 ,在浓度为 100μmol/

L 和 200μmol/ L 时 ,SNA P 产生 NO 的能力与抑制病毒复制的作用要强于 L2Arg。在病毒感染前 6 h 和 3 h 添加

SNA P 或 L2Arg 对病毒复制的抑制作用比在病毒感染后 3 h 和 6 h 添加的作用强 ,表明 NO 的抗病毒作用主要发

生在病毒感染的初始阶段。此外 ,添加具有抑制 L2Arg 产生 NO 作用的 N2硝基2L2精氨酸 (L2NNA) 能抵消 L2Arg

体外抗病毒的作用。
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　　从 1987 年 Furchgot t 等发现哺乳动物血管内

皮细胞能合成内源性 NO 以来 ,NO 的生理和病理

作用日益受到科学界的关注。NO 具有多种重要的

生理作用[1 ] ,不但参与调节血管平滑肌松弛 ,血小板

聚集及信号转导 ,而且还是机体免疫系统的调节分

子和效应分子 ,在抗微生物和寄生虫感染以及宿主

免疫过程中发挥着一定的作用[2 ,3 ] 。新近研究发

现 ,NO 在体外对痘病毒、腺病毒、柯萨奇病毒以及

流感病毒均有着明显的抑制作用[4～6 ] 。

NO 是一种难溶于水的脂溶性气体 ,因为它的

分子结构中具有不配对的电子 ,所以它是一种自由

基。体内的 NO 来源于 L2精氨酸中的胍基氮原子

和氧分子 , 催化这一反应的酶为一氧化氮合酶
(NOS) [7 ] 。一氧化氮合酶有三种亚型 ,即神经型一氧
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化氮合酶 (nNOS) ,内皮型一氧化氮合酶 (eNOS) 和

诱导型一氧化氮合酶 (iNOS) 。nNOS 和 eNOS 在体

内能持续的表达 ,不受外界的环境的干扰。iNOS 在

一般情况下并不表达 ,只有在细胞因子、细菌脂多糖
(lipopolysaccharide ,L PS)以及其前体物的诱导下才

表达 ,导致大量的 NO 生成 ,后者参与机体免疫反应

及细胞对病毒的抵抗力。NO 的合成经常受到 L2
Arg 类似物 N G2硝基2L2精氨酸甲酯 (N G2nit ro2L2ar2
ginine2methylesterr) 、N G2硝基2L2精氨酸 ( N G2nit ro2
L2arginine , L2NNA)等的抑制[8 ] 。

猪细小病毒 ( Porci ne p arvovi rus , PPV) 属于细

小病毒科细小病毒属 ,在猪群中检出率甚高。由猪

细小病毒引起的猪细小病毒病是猪的主要繁殖障碍

性疾病之一 ,以初产母猪流产、不孕、产死胎、畸形

胎、木乃伊胎及弱胎等为特征 ,给养猪业带来巨大的

经济损失[9 ,10 ] 。对于本病的研究主要集中在对该病

发生、流行和疫苗上 ,而在其它因素如外界环境因子

等作用的研究较少。虽然国外有许多文献报道 NO

与多种病毒感染之间的关系 ,但尚未见到 NO 与猪

细小病毒之间关系的研究。本文以 P K215 细胞为模

型 ,较为系统地研究了 NO 对 PPV 体外增殖的抑制

作用 ,以期为猪细小病毒病的致病机理的阐明和防

治提供理论依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验材料

PPV 的 NJ21 株由南京农业大学动物医学院陈

溥言教授惠赠 ,分离自患有繁殖障碍的母猪组织中 ,

经 PCR 检测确认 ,已经适应 P K215 细胞。P K215 细

胞购自中国兽药药品监测所 ,细胞的培养与传代按

常规方法进行[ 11 ] 。胎牛血清购自 Hyclone 公司 ;

PRMI 1640 培养基购自 Gibco 公司。S2硝基2N2乙
酰青霉胺 (S2Nit roso2N2acetylpenicllamine , SNA P) ,

L2精氨酸 (L2arginine , L2Arg) , N G2硝基2L2精氨酸
(N G2nit ro2L2arginine , L2NNA)均购自 Sigma 公司 ,

使用前配制成 5 mmol/ L SNA P ,5mmol/ L L2Argi2
nine ,2. 5mmol/ L L2NNA 并过滤除菌。NO 测定试

剂盒购自南京建成生物工程研究所 (NJBI) ,M T T、

DMSO 购自 Sigma 公司 ,其它常规试剂由本实验室

提供。

1. 2 　SNAP和 L2Arg 对细胞产生 NO 的诱导作用

试验分 3 组 ,分别为 SNA P 组、L2Arg 组和 L2
Arg + L2NNA 组。SNA P 组和 L2Arg 组分别用不

同浓度 SNA P 和 L2Arg 作用于贴壁尚未长满单层

的 P K215 细胞 ;L2Arg + L2NNA 组分别用上述各浓

度的 L2Arg ,同时分别添加 100μmol/ L 的 L2NNA

作用于贴壁尚未长满单层的 P K215 细胞。每个处理

做 4 孔 ,37 ℃培养 8h 后 ,再次分别加入与上次相同

浓度的药物 ,37 ℃继续培养 16h ,迅速取细胞上层培

养液 ,用 NO 测定试剂盒 (硝酸还原酶法) 测定 NO

浓度。由于 NO 化学性质活泼 ,很快代谢为 NO2
2和

NO3
2 ,而 NO2

2又进一步转化为 NO3
2 ,硝酸还原酶法

利用硝酸还原酶特异性将 NO3
2还原为 NO2

2 ,通过

显色深浅测定其浓度的高低[12 ] ;加显色剂后静置

10min ,蒸馏水调零 ,用 UN ICO UV22102 型紫外可

见分光光度计在 550nm 处测定。取各处理的平均

值作图 ,各药物的工作浓度参照已发表的文献进

行[13 ,14 ] 。

1. 3 　SNAP、L2Arg 及 PPV对细胞生长的影响

为排除 SNA P、L2Arg 抗病毒作用不是药物对

细胞的毒性作用所引起 ,进行了本试验。试验按 5 ×

3 因子设计 ,将 SNA P、L2Arg 设置不同浓度 ,分别添

加到含 0、100、200 PFU 个病毒的细胞液中 ,然后添

加到 96 孔板中 ,0. 2mL/ 孔 ,每个处理做 4 孔。37 ℃

培养 8h 后 ,再次加入与上次相同浓度的药物 ,过 16h

后测定 OD570值 ;测定前 4h 在 96 孔培养板 (Coring ,

Inc)的每孔中加入 30μL M T T (0. 01 mol/ L PBS 配

制成 5mg/ mL)溶液 ,测定时快速翻转培养板、甩去

孔内培养液 ,每孔加入 150μL 裂解液 DMSO ,室温

震荡 10min 使结晶物溶解 ,然后在酶联免疫检测仪
( Thermo) 570nm 波长处测定 OD 值 ,所测 OD 值作

为衡量细胞生长的指标。

1. 4 　NO 对 PPV体外增殖的抑制作用

将 P K215 细胞消化后 ,稀释成 105 个/ mL ,加入

24 孔培养板上 ,1mL/ 孔 ,每孔添加 100 PFU 猪细小

病毒。然后分 3 组 ,分别添加不同浓度的 SNA P 和

L2Arg ;L2Arg + L2NNA 组分别添加终浓度为上述

各浓度的 L2Arg ,同时分别添加 100μmol/ L 的 L2
NNA。每个处理做 4 孔 ,37 ℃培养 8h 后 ,再次加入

与上面相同浓度的药物。37 ℃再培养 40h 后 ,根据

文献介绍的方法测定 PFU [11 ] 。

1. 5 　SNAP及 L2Arg 抑制 PPV感染的动力学

用 100 PFU 的 PPV 感染 P K215 细胞 ,分别在

感染前 6h、3h 和感染同时、感染后 3h 及 6h 添加

100μmol/ L SNA P 和 L2Arg ,在感染后 48h 收获细

胞上清液 ,按文献所述方法测定 PFU [11 ] 。

1. 6 　数据统计分析

使用 SPSS 10. 0 统计软件中 One2Way ANO2
VA 对各项数据进行分析 ,以 0. 05 为差异显著性评

价水平。
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2 　结果和分析

2. 1 　SNAP和 L2Arg 对细胞产生 NO 的诱导作用

　　从图 1 可以看出 , NO 产生浓度与 SNA P、L2
Arg 浓度呈正相关 ,当药物浓度升高时 NO 的浓度

也随着升高 ,在无 SNA P、L2Arg 时 P K215 细胞产生

极微量或者几乎不产生 NO ;在 SNA P、L2Arg 达到

100μmol/ L 时 P K215 细胞产生的 NO 浓度显著增

高 ,分别达到 110μmol/ L 、25μmol/ L ; SNA P 诱导产

生 NO 的能力高于 L2Arg。L2NNA 是 L2Arg 结构

类似物 ,试验表明 ,在低浓度时其抑制 L2Arg 产生

NO 的作用不明显 ,随着 L2Arg 浓度的升高其抑制

作用逐渐增强。

图 1 　不同药物浓度诱导 NO 产生的效果

Fig. 1 　Production of NO in cell cultures t reated with differ2
ent concentrations of medicines

2. 2 　SNAP、L2Arg 及 PPV对细胞生长的影响

通过图 2 可知 ,SNAP、L2Arg 即使在200μmol/ L

时 ,OD570值与 0、25、50、100μmol/ L 相近 ,没有显著

差异 ( P > 0. 05) ,说明 SNA P、L2Arg 即使在高浓度

时 ,也不影响细胞的生长 ,不产生毒性作用 ,表明此

浓度安全可靠。在同时用 100 PFU 和 200 PFU 的

PPV 感染 P K215 细胞时发现 , 100 PFU 的细胞

OD570 nm 值在 0. 6～0. 8 之间 ,比 0 PFU 时 OD 值有

所下降 ,而 200 PFU 时 OD 值下降更多 ,在 0. 4～

0. 6之间。通过这一结果可知 ,药物对细胞的生长不

图 2 　SNA P、L2Arg 及 PPV 对 P K215 细胞生长的作用

Fig. 2 　Effect of SNAP , L2Arg and PPV on PK215 cell growth

产生毒害影响 ,而 PPV 显著影响细胞的生长。

2. 3 　NO 对 PPV体外增殖的抑制作用

通过图 3 可知 , SNA P 和 L2Arg 均能够降低

PPV 的滴度 ,并与浓度呈正相关 ,低浓度时两种试剂

对病毒 PFU 影响较小 ,但随着浓度的升高 , SNA P、

L2Arg 抑制病毒的增殖能力逐渐增强 ;在高浓度时 ,

SNA P 抑制病毒增殖的能力显著强于 L2Arg。在 L2
NNA 与 L2Arg 同时使用时 ,L2Arg 抗病毒感染力降

低。

2. 4 　SNAP及 L2Arg 抑制 PPV感染力的动力学

从图 4 可知 ,在感染前 6 h 添加 SNA P 或L2Arg

时 ,PPV 的 PFU 最低 ,对病毒复制的抑制作用最强 ;

感染后 6 h 添加 SNA P 或 L2Arg 时 PPV 的 PFU 最

高 ,对病毒复制的抑制作用最弱。表明随着添加

SNA P 和 L2Arg 时间的推迟 ,病毒的 PFU 逐渐升

高 ,药物对 PPV 复制的抑制作用逐渐减弱。

图 3 　SNA P、L2Arg 对 PPV 复制的抑制作用

Fig. 3 　Inhibition of PPV replication by SNAP or L2Arginine

图 4 　SNA P、L2Arg 抑制 PPV 的感染的动力学

Fig. 4 　Kinetics of PPV infection with SNA P or L2Arging at

different time

3 　讨　论

NO 是一种重要的抗病毒感染分子 ,NO 能够抑

制多种病毒的复制 ,包括 DNA 病毒和 RNA 病毒 ,

如痘病病毒、流感病毒、口腔炎病毒以及鸡马立克病

毒等[ 4 ,13～15 ] 。在本试验中 ,首次证实了 NO 也能够

抑制 PPV 在体外的增殖。结果表明 , SNA P 诱导

P K215 细胞产生 NO 作用要强于 L2Arg ,表现的抑

制病毒复制作用也比较强 ,而且 NO 抑制病毒复制
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作用随浓度的升高而增强。L2Arg 在 100μmol/ L 时

能够诱导 P K215 细胞产生的 NO 浓度约 50μmol/ L ,

在这个浓度下也能够明显抑制 PPV 的复制。Xing

等 (2000)在研究 NO 对鸡马立克病毒复制抑制作用

时 ,使用 200μmol/ L SNA P 对鸡胚成纤维细胞
(chicken embryo fibroblast , CEF) 作用时 , CEF 产

生的 NO 浓度为 30μmol/ L [15 ] ; Rimmelzwaan 等
(1999) 在进行 NO 抑制流感病毒复制试验中利用

MDC K(Mabin Darby canine kidney) 产生 NO 的浓

度在 75μmol/ L 左右[14 ] ,而本试验所测的 NO 浓度

达 140μmol/ L ,在相同的 SNA P 浓度下产生的 NO

浓度也不尽相同 ,这可能是由于细胞种类和测 NO

浓度使用的方法不同所造成的。

L2Arg 诱导产生 NO 作用比 SNA P 要弱 ,但也

能够抑制 PPV 的复制。当浓度达到 100μmol/ L 和

200μmol/ L 时产生的 NO 量升高 ,能够明显抑制病

毒的复制。L2NNA 是一种 L2Arg 结构类似物 ,能够

与L2Arg 竞争 NOS 酶而产生抑制 NOS 对L2Arg 的

作用。研究结果表明 ,随着 L2Arg 的剂量增加 ,添加

L2NNA 组 (L2Arg + L2NNA) 产生的 NO 浓度比不

加 L2NNA 的 L2Arg 组低 ,而且 PPV 的 PFU 比不

加 L2NNA 的 L2Arg 组高 ,从而证实 L2NNA 具有抑

制 L2Arg 诱导产生 NO 的作用 ,这种抑制作用随着

L2Arg 的剂量增加而减弱。

通过对 SNA P 和 L2Arg 抑制 PPV 增殖的动力

学研究发现 , SNA P 和 L2Arg 添加越早 , 病毒的

PFU 越低 ,抑制病毒的复制作用越强。这一结果提

示 ,NO 的抗病毒作用主要发生在病毒感染的初始阶

段。在病毒感染前添加时 , SNA P 对病毒的抑制作

用比 L2Arg 作用强 ,病毒感染后添加 SNA P 对病毒

的抑制比 L2Arg 要略弱 , 这可能由于 L2Arg 比

SNA P 合成 NO 的速度快的缘故 ,这进一步表明 NO

的抗病毒作用主要发生在病毒感染的初始阶段。同

时 ,本研究也证实了 P K215 细胞在没有 NO 前体物

存在时几乎不产生 NO ,在有前体物的存在下能够随

着前体物剂量增加 ,诱导 iNOS 大量合成 NO ,进而

产生抗病毒作用。这些结果为猪细小病毒致病机理

的研究和防治提供了一定的理论依据。
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