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Abstract：When investigating the effect of BTV-HbC3 on the hepatic carcinoma 3B (Hep-3B) cells , 
we detected a cytopathic effect (CPE) and inhibition activity of Hep-3B cells infected with BTV-HbC3 

by using MTT, the apoptosis indicator using flow cytometry (FCM) and microstructures. The results 
showed that BTV-HbC3 could inhibit the Hep-3B cells proliferation moderately, which depended on the 
concentration of BTV-HbC3 and time．The human Hepatic carcinoma 3B cells infected by BTV-HbC3 

had all the characteristic of apoptosis. Our finding indicated that oncolytic way of BTV-HbC3 was 
selectively replicated in tumor cells and induced apoptosis. It was further shown in our laboratory 
that normal human cells couldn’t be infected by this kind of virus suggesting that this virus 
possessed the potential function of killing the human hepatic carcinoma. 
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摘要：采用 MTT 法检测 BTV-HbC3对 Hep-3B 细胞的增殖抑制作用，流式细胞术检测 BTV-HbC3诱导 Hep-3B 细

胞的凋亡情况，透射电镜观察感染 BTV-HbC3的 Hep-3B 细胞超微结构变化。结果表明 BTV-HbC3 对 Hep-3B 细胞

具有抑制效应，并呈浓度和时间依赖性；BTV-HbC3作用下 Hep-3B 细胞呈现凋亡特征；BTV-HbC3能有效感染人

肝癌细胞株 Hep-3B，并在其中有限地复制，同时抑制该细胞增殖，诱导其进入凋亡。本研究证实了蓝舌病毒 HbC3

株对人肝癌细胞 Hep-3B 的杀伤及其诱导凋亡作用，结合本室已反复证实该病毒不感染人源正常细胞的事实，提

示了该病毒具有抗人肝癌之潜能。 
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肿瘤细胞的基本生物学特征使增殖失控、分

化受阻、基因结构或功能异常。传统的肿瘤细胞

毒疗法主要抑制肿瘤细胞的增殖，但不能清除肿

瘤细胞，且没有靶向性。溶癌病毒是能在肿瘤细

胞中复制并特异性杀死癌细胞的天然病毒或重组

病毒 [1,2]。我们在长期病毒与癌的研究过程中发

现：不感染人正常细胞的蓝舌病毒HbC3株（Blueto 

ngue Virus HbC3 strain, BTV- HbC3）却能有效地在

人和动物某些肿瘤细胞中选择性增殖并杀死这些

肿瘤细胞。本文以人类原发性肝癌细胞感染

BTV-HbC3 为模型系统，进一步报导 BTV-HbC3 对
人肝癌 Hep-3B 细胞的作用及其作用后果。 

1 材料和方法 
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1.1 病毒与细胞 
蓝舌病毒HbC3株为本研究室于 1994年从湖北

省分离得病毒株，人肝癌细胞 Hep-3B 购自中国典

型培养物保藏中心。 
1.2 BTV- HbC3 增殖、病毒悬液及感染 Hep-3B 细

胞的制备 
按本研究室常规方法 [8]作病毒增殖及病毒

TCID50 滴定，效价为 105TCID50/mL。分别接种

BTV-HbC3 于 10 瓶 Hep-3B 细胞。 

1.3 电镜超薄切片及电镜观察 
24h、36h、48h 收获接种 BTV-HbC3 的细胞，

用 PBS 洗细胞 2 遍，EDTA 消化细胞，1500rpm 离

心 10min，加 2.5%戊二醛室温固定细胞，作超薄切

片,透射电镜（日立 H-600）观察病毒和细胞超微结

构变化。 
1.4 Hep-3B 细胞增殖抑制实验 

Hep-3B 细胞浓度调至 1×108/mL，接种 96 孔

培养板，接种病毒 MOI 为 0.001、0.01、0.1、l
和 10 IU／细胞。96 孔板培养分别 24h、36h、48h
加入 MTT 测吸光度值，计算增殖抑制率。 

1.5 流式细胞仪检测 BTV- HbC3 诱导 Hep-3B 细

胞凋亡 
取未感染和感染了 BTV- HbC3 的在 24h、36h、

48h 细胞， 经常规 Annexin V/PI 法染色后上流式细

胞仪检测。EXPO32 MultiCOMP 软件检测 1 万个细

胞中正常细胞、早期凋亡、晚期凋亡、死亡细胞

所占比例。 

2 结果 
2.1 Hep-3B 感染 BTV- HbC3 的超微结构 

分别在 24h、36h、48h 收获被感染细胞进行超

微结构形态变化的观察。结果表明：24h 时，胞浆内

可见大量病毒增殖并伴随病毒包涵体形成（图 1-A），

包涵体中含有感染性的子代病毒颗粒及病毒核物

质；36h 时，病变细胞的胞质内均富含不同发育阶段

的病毒颗粒，完整病毒颗粒、病毒空衣壳和核物质

（图 1-B）；48h，细胞出现凋亡，凋亡细胞呈现核膜

结构完整，核内染色质浓缩、成块、边聚，细胞浆

中有增殖的病毒颗粒，内质网明显扩展并形成空泡，

线粒体肿胀，是为典型细胞凋亡特征（图 1-C）。 

 

图 1 Hep-3B 感染 BTV-HbC3  24h、36h、48h 超微结构特征 
Fig.1 Microstructure Characters of the Human Hepatic Carcinoma 3B Cells Induced by Bluetongue Virus HbC3 

A:  VIB (the viral inclubodies). B:  MV (mature viral particles.)，EC (empty capsid)， NM (nucleus membrane). C:  Apoptosis cell. 

 

2.2 MTT 检测 
BTV-HbC3 分别以梯度稀释为 101、100、10-1、

10-2、10-3和无病毒 pBS（作对照）接种 Hep-3B 细

胞进行 MTT 实验，结果表明：该株 BTV-HbC3 对

Hep-3B 细胞有明显的抑制增殖作用，且呈较明显的

浓度和时间依赖性（P<0.01，表 1） 
2.3 Annexin V/PI 法检测 BTV-HbC3 诱导 Hep-3B

细胞凋亡 
采用流式细胞仪Annexin V/PI法分别检测人肝 

 
癌 Hep-3B 按 0.1MOI 细胞感染 BTV-HbC3 在 24h、
36h、48h 的凋亡百分率，结果表明：BTV-HbC3能

有效地诱导 Hep-3B 细胞进入凋亡，并且该细胞感

染该病毒后地不同时间凋亡发生率有显著性差异

(表 2，P<0.01)。该病毒感染 48h 早期、晚期凋亡细

胞显著性高于其它时间，人肝癌细胞的凋亡率与作

用时间呈正相关。 Annexin V/PI 法检测细胞凋亡

率，见双参数散点(图 2A-D)。 
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表 1 梯度浓度、不同时间 BTV-HbC3 株对 Hep-3B 的抑制率(%) 
Table.1 The Grads Concentration and the Different Times Inhibition Activity of Hep-3B Cells Infected BTV-HbC3 

Virus Concentration（MOI） 
Time 10 1 0.1 0.01 0.001 
24h 56.2±7.72 48.91±1.38 32.54±3.18 27.89±3.90 18.43±2.28* 
36h 67.37±5.51 64.27±3.23 57.82±6.37 42.38±3.32 24.17±2.56* 
48h 79.5±3.86 75.62±2.52 71.68±4.30 55.03±4.21 32.10±5.13* 

*P<0.01 

表 2 Annexin V/PI 法检测肝癌细胞凋亡百分率( x ± s) 
Table.2 Detection of Apoptosis of the Human Hepatic Carcinoma 3B Cells Induced by Bluetongue Virus HbC3 with Annexin V/PI 

Staining Method  
Annexin V/PI  (%) Method early apoptosis secondary necrosis total aptotosis 

control 0.12±0.01 0.05±0.03 0.17±0.02* 
24h 15.0±4.62 5.42±2.35 20.42±3.70* 
36h 36.5±8.36 12.8±3.17 49.3±8.11* 
48h 58.2±10.49 21.4±8.6 79.6±11.5* 

*  t: P<0.01 

 

图 2 Annexin V/PI 法检测 BTV-HbC3 诱导 Hep-3B 细胞的凋 
Fig.2 Detection of Apoptosis of the Human Hepatic Carcinoma 3B Cells Induced by Bluetongue Virus HbC3 with Annexin V/PI 

Staining Method 
A: Hep-3B cells untreated; B-D: Hep-3B cells infected BTV- HbC3 in the post 24h、36h、48h time, respectively; B1 Area: mechanical damage Annexin V-/ PI+, 
B2 Area : secondary necrosis Annexin V+ /  PI+, B3 Area: normal cell Annexin V-/ PI-, B4 Area: early apoptosis Annexin V+ / PI-. 
 

3 讨论 
蓝舌病毒是 dsRNA 病毒，属于呼肠孤病毒科

环状病毒属的代表种，主要危害绵羊及野生反刍动

物，导致这类被感染动物高死亡率的致病性病毒 

[3]。有关蓝舌病毒的病毒形态、基因结构与功能、

病毒鉴定及疫苗等已有许多文献报导，但有关蓝舌

病毒作为靶向性抗肿瘤的研究仅见本室工作报导
[4]。蓝舌病毒 HbC3 株是本研究室 1994 年分离的一

株新病毒，本实验通过透射电镜观察人肝癌细胞

Hep-3B 感染 BTV-HbC3 株的超微结构动态变化，

采用 MTT 法检测 BTV-HbC3对 Hep-3B细胞的增殖

抑制实验，以及应用流式细胞仪检测 BTV-HbC3 诱

导 Hep-3B 细胞凋亡的实验，证明了蓝舌病毒能在

人肝肿瘤细胞中有效地复制增殖、特异溶解人肝癌

细胞，并诱导该细胞进入凋亡，为发展该病毒成为

靶向抗肿瘤提供了实验室依据。 
靶向性抗肿瘤疗法已成为攻克肿瘤的新的发

展方向。病毒靶向抗肿瘤是利用某些病毒能在肿瘤

中复制和裂解肿瘤细胞，而对正常细胞无杀伤作用

的特性，这种具有抗肿瘤效应的病毒即为肿瘤增殖

病毒(溶癌病毒)[ 5]。溶癌病毒主要分为 RNA 病毒和

DNA 病毒。RNA 病毒是一类宿主范围广泛病毒，

不会出现其核酸与宿主基因组整合现象的病毒，从

这个意义上讲，比 DNA 病毒靶向治疗肿瘤更安全。

天然抗肿瘤病毒如新城疫病毒、呼肠孤病毒和自主

复制的细小病毒等。最具有靶向性抗肿瘤潜能 RNA
溶癌病毒是呼肠孤病毒，它无包膜，具有双链 RNA，

对人几乎没有致病作用[6~8]。蓝舌病毒属呼肠孤病

毒科环状病毒，本实验在体外探讨了 BTV-HbC3 的

致人肝癌细胞Hep-3B死亡的有效性和可能的机制，

揭示了其溶瘤方式可能是在肿瘤细胞内有限增殖

的同时诱导肿瘤细胞凋亡，凋亡的肿瘤细胞释出

BTV，BTV 再感染其他肿瘤细胞，以此链式反应，

直至体内受试的所有的肿瘤细胞死亡、肿瘤消退。

该病毒感染某些肿瘤细胞，激活了肿瘤细胞的凋亡

系统，从而诱导肿瘤细胞进入凋亡。这就是特异性

诱导肿瘤细胞可能通过凋亡途径实现抗肿瘤效应

的靶向性治疗，同时该病毒含的 dsRNA 基因序列

核酸，是最好的干扰素诱导剂，正常细胞中干扰素

的信息传导途径抑制了病毒在正常细胞内复制，不

引起人传染性疾病，无肿瘤原性。 
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本实验室研究人员已经在实验动物体内证实

了 BTV-HbC3 抗小鼠乳腺癌的靶向性和安全性[9]。

体外培养系统证实了对人安全的动物 BTV-HbC3

却能有效地感染人肺癌 SPC-A1、人宫颈癌 Hela
细胞、人星形胶质瘤 U251 细胞[10]等。BTV-HbC3

感染这些敏感的肿瘤细胞后，产生典型的细胞病

变效应。BTV-HbC3 这种生物学特性展示了其发展

为靶向人癌病毒的潜能。 
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