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Abstract：To investigate the characteritics and the mechanism of bluetongue virus strain HbC3 
(BTV-HbC3) infecting MA782 malignancy in vitro，BTV-HbC3 was used to infect MA782 cell, and the 
cytopathic effects（CPE）was observed.Transmission electron microscope（TEM）was introduced to study 
changes of ultrastructure. Immunohistochemical staining was used to observe the expressed viral protein 
in tumors and organs. TUNEL staining was taken to detect the apoptosis of MA782 cells induced by 
BTV-HbC3. The results indicated that MA782 cell was sensitive; Lots of virtu particles were found in 
cytoplasm by TEM ;Viral protein expressed in cell membrane and cytoplasm; and early apoptopsis cells 
were found by TUNEL staining. All these resucss showed that BTV-HbC3 could infect and replicate in 
MA782 cells efficiently in vitro.  
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摘要：体外研究蓝舌病毒湖北株 3（BTV-HbC3）对鼠乳腺癌细胞 MA782 的感染性并探讨 BTV-HbC3靶向性溶

癌的机制。观察 MA782细胞感染 BTV-HbC3的病变效应（CPE）；MTT法研究病毒致细胞病变率的特征；透射

电镜观察感染病毒后细胞超微结构的变化；免疫组化研究病毒蛋白在细胞内的表达特点；凋亡染色（TUNEL

法）观察病毒诱导细胞凋亡的情况；流式细胞仪测定病毒对 MA782 细胞周期的影响。结果证明 BTV-HbC3感

染 MA782 细胞后有明显的细胞病变效应；病毒蛋白主要表达在细胞的胞膜及胞浆内；凋亡染色发现大量的凋

亡细胞；流式细胞仪可见明显的亚二倍体峰。故认为 BTV-HbC3在体外能有效的感染 MA782 细胞，并能诱导

MA782细胞凋亡。 
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蓝舌病毒（Bluetongue Virus，BTV）是呼肠孤

病毒科环状病毒属的代表种，主要感染羊及野生反

刍动物，未见引起人类疾病。蓝舌病毒湖北株

（BTV-HbC3）是我室首次在湖北省分离得到的蓝

舌病毒株[1,2]。本室在对其溶癌作用研究中发现[3]：

该病毒可以在体外感染和杀死多种肿瘤细胞，如人

宫颈癌 Hela细胞、人星形胶质瘤 U251细胞、人肺
癌 A549细胞和 SPC-A1细胞，而对人正常细胞如人

胚肺细胞、人气管平滑肌细胞等无感染性。对小鼠

荷 S180 腹水瘤及裸鼠荷人肝癌 Herp-3B 有靶向性
治疗作用。本室还初步证实蓝舌病毒湖北株对小鼠

荷MA782乳腺癌具有杀伤作用[4]。本实验主要深入

研究 BTV-HbC3体外对小鼠乳腺癌 MA-782细胞感
染特性，探讨 BTV-HbC3溶癌的机理。 

1  材料与方法 
1.1  1实验材料 
中国蓝舌病毒湖北株（BTV-HbC3），小鼠乳腺
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癌细胞（MA782），Vero细胞均为本室保存。DMEM
培养基（GIBCO公司）；胎牛血清（郑州三利公司）；
三甲基噻唑二苯基四唑溴盐（MTT）(SIGMA公司)；
碘化吡啶（PI）（天源生物制品有限公司）；辣根过
氧化物酶标记的羊抗兔抗体（二抗）及 DAB 显色
试剂盒（福州迈新公司）；凋亡染色试剂盒（武汉

博士德公司）。 
1.2  病毒的增殖及病毒悬液的制备 

在 Vero 细胞上按本室常规方法增殖病毒[2]，

收获病毒滴度为 104TCID50/mL，－80℃储存备用。 
1.3  BTV-HbC3感染后细胞病变的观察 
用含 20%胎牛血清的DMEM培养基培养MA782

细胞，待细胞长至 70%~80%汇合时，吸弃培养液。接
种 1mL BTV-HbC3于培养瓶，37℃吸附 1h，弃病毒液。
以含 2%胎牛血清的DMEM培养液维持培养，同时将
未威染对照细胞以相同条件维持培养。每6h观察一次。 
1.4  细胞感染 BTV-HbC3后的电镜观察 

0.25%胰酶消化接种 BTV-HbC3 36h后的 MA782
细胞，PBS吹打取出。4000r/min离心 15 min, 2.5%戊
二醛溶液固定作超薄切片。透射电镜(TEM)观察细胞
内病毒颗粒和感染BTV-HbC3后细胞超微结构变化。 
1.5  BTV-HbC3感染细胞的免疫组化分析 
 在Hela细胞上增殖BTV-HbC3，经常规提取纯化

的 BTV-HbC3 制备抗原免疫家兔，以获得兔抗

BTV-HBC3的多克隆抗体（一抗）。将MA782细胞进
行爬片培养。待细胞长至 70%~80%汇合时接种在
Vero细胞上增殖的BTV-HbC3。36h后取下爬片，4%
多聚甲醛固定，依文献[5]记载方法进行免疫组化操作。 

1.6   MTT法比色法检测感染病毒后细胞的存活率 
接种MA782细胞于 96孔板，24h细胞长至汇

合后接种 BTV-HbC3，滴度分别为 100~104。 36h
后用MTT比色法检测细胞活性。MTT使用浓度为
0.5mg/mL，每孔 50μL。37℃孵育 4h，结晶产物用
酸化的异丙醇（pH=6.0）溶解。在酶标仪上检测每
孔吸光度（OD570），计算每孔细胞存活率。 
1.7  PI单染色检测 BTV-HbC3对细胞周期的影响 
接种 BTV-HbC3于MA782细胞，36h后将培养

液上清取至离心管，1000r/min离心 5 min，取沉淀
1；0.25%胰酶消化贴壁细胞，PBS 吹打取出，
1000r/min离心 5 min，取沉淀 2。合并沉淀 1和沉
淀 2，以 70%冷乙醇固定。将固定的细胞离心后，
PBS 重悬，经 10μg/mL RNase 处理并加入 10μ
g/mL的 PI染色，流式细胞仪分析细胞周期。 
1.8  病毒感染细胞的凋亡染色分析 
爬片培养 MA782 细胞，待细胞长至 70%~80%

汇合时接种 BTV-HbC3；同步培养阴性对照细胞。

24h后取下爬片，4%多聚甲醛固定。按试剂盒说明
书操作, DAB显色。细胞核内有棕色颗粒者为凋亡
阳性细胞。感染病毒组和阴性对照组各取 10 张爬
片进行染色，每张爬片拍摄 5个高倍视野（×200），
每个视野记数 100 个细胞中凋亡阳性的细胞的个
数，以平均计算阳性细胞数所占的百分比作为凋亡

细胞阳性的指数（Apoptosis Index, AI），比较分析
两组MA782细胞凋亡情况。 
1.9  实验数据的统计学分析 
实验数据以均数±标准差( SX ± )表示,采用

SPSS11.5统计软件进行分析。细胞病变率的比较用
方差分析，凋亡指数的比较用 t 检验, P<0.05 被认
为差异有显著性。  

2  结果 
2.１  BTV-HbC3感染细胞病变效应、MTT 分析及

细胞超微结构的观察 
接种 BTV-HbC324h后MA782细胞出现病变，

36h达高峰。24h时, 病变的 MA782细胞表现为：
细胞内出现大量的颗粒，一些细胞收缩变圆，间隔

变大，轮廓增强。36h 时，更多细胞变圆，部分细
胞脱落，漂浮，破碎死亡。还有的细胞变得细长，

出现“拉丝”现象。经MTT比色法分析 BTV-HbC3

对 MA782 细胞的病变率可见：随着 BTV-HbC3的

浓度降低，MA782的存活率升高，显示病毒的量与
细胞的存活率有量效关系。经统计学分析表明：不

同浓度的 BTV-HbC3感染的 MA782 细胞 36h 后的
存活率有显著性差异。在电镜下可见超微结构变化

明显，表现为：细胞浆中有大量由内质网扩张形成

的大小不等的空泡，并可观察到大量的病毒，完整

的病毒约为直径 70nm的球状颗粒(图 1A)。除完整
的病毒颗粒外，尚可见较多的病毒空衣壳。镜下还

可见大量的细胞核碎裂，染色质边聚，而细胞膜完

整，该现象为凋亡细胞的典型表现（图 1B）。 
2.2  BTV-HbC3感染细胞的免疫组化分析 

BTV-HbC3在感染MA782细胞 36h后病毒蛋白
表达阳性，病毒蛋白主要在胞膜和胞浆中表达。阳

性着色特征为：胞膜染色呈不连续的棕褐色，胞浆

则为大量的棕褐色颗粒（图 2）。 
2.3  BTV-HbC3感染细胞的凋亡染色及半定量分析 
对感染病毒的MA782细胞爬片的凋亡染色，揭示出
BTV-HbC3感染细胞后可以诱导大量的MA782细胞
凋亡，主要表现为：胞核内有棕色颗粒，而对照组

仅见零星的凋亡细胞（图 3）。 
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图 1   MA782细胞感染 BTV-HbC336h后超微结构的变化 

Fig.1  The ultra structure changes of MA782 at 36 hpi 
A：Lots of virus particles were found in cytoplasm, the endoplasmic reticulum dilated into huge vacuoles(Black arrow showed virus particle).B：Condened 
chromatins at the nuclear margin were found in many cells, cell membranes were intact (Black arrow showed nuclear). 

 

  
图 2  感染 BTV-HbC336h前后的MA782细胞的免疫组化 

Fig.2  Immunohistochemical staining of MA782 at 36 hpi 
A：Control MA782 cell. B：Virus protein expressed in cell membrane and 
cytoplasm. Black arrow showed virus protein express as brown. 

 

  
图 3  感染BTV-HbC324h的MA782细胞的凋亡染色(TUNEL) 

Fig.3  UNEL staining of MA782 at 24 hpi 
A：Control MA782 cell. There were few apoptosis cells. B：Post infection 
24h.Lots of apoptosis cells can be observed,The nuclears of apoptosis cells 
appear brown.Black arrow showed apoptosis cell. 
 

经统计学分析，染病毒的 MA782 细胞组凋亡
指数显著高于阴性对照组（P<0.01）, 结果如表 1。 

 
表 1  不同处理组间凋亡指数（AI）的比较 
Comparision of AI positive group with that of negative 

Cell Samples (n) AI（％） P 

Infected with 
BTV-HbC3   

10 57.384±6.320 P<0.01

Control 10 1.460±0.459  

 
2. 4  BTV-HbC3对细胞周期的影响 

感染BTV-HbC336h后的MA782细胞与阴性对
照组相比细胞周期明显左移。在细胞 G1/Go期前有

明显的亚二倍体峰（subG1/Go 期），处于此期的细

胞比率为 85.1%, 而阴性对照组处于此期的细胞比
率为 1.9%。而且感染 BTV-HbC3组 G1/G0期及所占

的比率明显低于阴性对照组，G2期及 M 期的细胞
所占的比例也减少，在细胞周期图中代表这两期的

峰几乎不可见（图 4）。 

 

 
图 4  MA782细胞接种 BTV-HbC336h各期 DNA含量 
Fig.4  DNA content in different phase of MA782 cell 

A：Negative control.Most of cells were in G1/G0 phase, The percentage of 
cells in sub-G1/G0 phase was 1.9%.  B：Post infection 36h.Great sub-G1/G0 
wave appeared in cell cycle chart,The percentage of cells in sub-G1/G0 
phase was 85.1%,The wave of G2/M was disappeared. 
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3  讨论 
当前肿瘤治疗最大的难点是放、化疗与手术治

疗均缺乏靶向性。近年来溶癌病毒的发展给这一难

题带来了曙光。溶癌病毒能靶向性感染某些肿瘤细

胞，通过不同的途径使肿瘤死亡，而对正常的细胞

无害，如与 BTV-HbC3 同科不同属的呼肠孤病毒

(Reovirus)就能感染 Ras基因激活的肿瘤细胞，并使
之死亡[6]。  

本室在研究 BTV-HbC3的靶向性溶癌作用时发

现：其能有效的使小鼠所荷 MA782 乳腺癌发生消
退，而对小鼠的正常器官未见明显损害。本实验研

究发现：BTV-HbC3在感染MA782细胞后出现明显
的 CPE，通过对接种病毒的 MA782 细胞的免疫组
化分析，病毒蛋白主要表达在胞膜及胞浆内，尤其

是在胞浆内表达较高。透射电镜下研究感染

BTV-HbC3的MA782细胞的超微结构特征也支持本
研究中的免疫组化分析。我们可以得出以下结论：

BTV-HbC3在体外能有效的感染MA782细胞，并能
其中复制和表达病毒蛋白。MTT法研究还发现不同
浓度的 BTV-HbC3对 MA782 细胞均有杀伤作用，
且不同浓度的 BTV-HbC3感染 MA782 细胞后会导
致被感染细胞呈现不同的存活率。 
国内外对溶癌病毒抗肿瘤的机理进行了广泛

而深入的研究，对其有了一定的认识，有些溶癌病

毒是通过在细胞内复制直接裂解细胞如腺病毒和

单纯疱疹病毒；有些溶癌病毒是通过产生一些细胞

毒性的蛋白使肿瘤细胞死亡如腺病毒就能产生 E3
及 E4ORF4两种细胞毒性蛋白杀伤肿瘤细胞；还有
的病毒如呼肠孤病毒通过裂解肿瘤细胞和诱导肿

瘤细胞凋亡两种方式使肿瘤细胞死亡[7,8]。 
本次实验通过多种手段探讨了 BTV-HbC3在体

外感染MA782细胞后，MA782细胞死亡的方式，
以进一步研究 BTV-HbC3溶癌的分子机理。本实验

发现：感染 BTV-HbC336h的MA782细胞在透射电
镜下超微结构呈现为广泛而典型的凋亡表现，而流

式细胞仪分析感染病毒的 MA782 细胞的细胞周期
可见感染 BTV-HbC336h的MA782细胞与阴性对照
组相比 G1/G0期前有明显的亚二倍体峰, 此峰的出 

 
 
 
 
 

现多被认为凋亡现象的典型表现，且感染 BTV- 
HbC336h 的 MA782 细胞处于该期的细胞比率高达
85.1%。此外我们在感染 BTV-HbC324h 的 MA782
细胞进行凋亡染色（TUNEL 法）发现存在大量早
期凋亡细胞, 与之相比阴性对照组仅见零星早期凋
亡细胞。由以上结果揭示了 BTV-HbC3在体外通过

诱导 MA782 乳腺癌细胞进入凋亡而使 MA782 细
胞死亡。而且本研究室在通过移植动物模型研究

BTV-HbC3 体内靶向性抗 MA782 乳腺癌时发现
BTV-HbC3 在体内亦通过诱导 MA782 乳腺癌细胞
进入凋亡而实现抗肿瘤（另文发表）。有关于

BTV-HbC3诱导MA782乳腺癌细胞凋亡的细胞分子
机理和信号通路，尚有待于我们进一步研究。 
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