
于力方等图版

Befor e bleaching o mln 9 田in

图版说明

系膜细胞经荧光漂白后的荧光回复现象

A. 相邻两细胞之一经荧光漂白后 9 分钟可见荧光回复现象

B. 与其他细胞无连接的单个系膜细胞经荧光漂臼后无荧光回复现象

"̂  nò 7.;;-、:7::;;:，工刁二且 ..x.. /Jl l.. 细胞培养物中的逆转录病毒检测

张荣兴吕 i元冈杨正洪喻峰朱德辱葛锡锐

(中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 20003 1) 

细胞培养物的各种内源性和外源性病毒污

染特别是人病毒如 EBV 、狂犬病毒 、植摩病毒 、

腺病毒和人 RNA 肿瘤病毒等 ， 严重地威胁细

胞系(株)的质量控制。 同时，如防护不当 ，将危

及操作人员的身体健康。 为此美国典型培养物

保藏中心(ATCC) 的细胞库目录中，对一些具

有内源病毒的细胞系(株)均明确指出具体的防

护要求。例如释放高滴度 EBV 的 B 95-8 细

胞[1] 和产生 T 细胞白 血病病毒 的 MJ 细胞

等[2] ，均要求作为潜在的生物危险材料而至少

在二级生物安全规范 (Bi osa fety Leve l 2 Co n

tainment)下操作。因此，作为收集和保藏细胞

系(株)的中国科学院细胞库 ， 不断建立各种内

源和外源病毒的检测方法是当务之急 。

与淋巴瘤密切相关的逆转病毒的特征是在

病毒颗粒中存在逆转录酶 (Reverse Tra nscrip

tase ， RT) ， 此酶在病毒的增殖过程中是必须

的〔泣 。 因此，通过 RT 的检测，可间接证明逆转

录病毒的存在 。 本文用非放射性法对 Hut- 102

等 6 个细胞系进行了逆转录病毒检测。

材 料和 方 法

}.细胞

人慢性髓性 白 血病细胞 K 562 ，小鼠骨髓瘤细胞

SP 2 / 0 ，人 正常肝细胞 L-02 ， 人肺腺癌细胞 SPC-A-l ，

人肝癌细胞 SMMC- 772 1 和人皮肤 T 细胞淋巴瘤细胞

HUT- I 02 均来自本细胞库 。

2 . 细胞培养物准备

中国科学院"八五"重点项目基金资助 。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



细胞处于良好生长状态对逆转录酶的检测是非常

重要的。一般当细胞t走到最大密度的 50%-60%时更

换培液.并继续培养 24 小时后收集培液。

3. 样品制备

培养液经 4 'C , 8 OOOg 离心 10 分钟，小心取出上

消液，弃去沉淀。取 9 毫升上清液再经 4 'C , 100 OOOg 

水平头超速离心 O. 5 小时 ， 尽量吸干上清液，沉淀作为

逆转录ðfJ待狈IJ样品 ， - 70 'C保存。

-l . 逆转录酶测定，流程图如下

沉淀溶于 40μl 溶解缓冲液 CTris-HC l 50 mmol/ L , 

pII7.8 ，含 KCl 80 mmol/ L , DTT 25mmol/ L , EDTA 

0.75 mmol /L 和 0.5%TritonX-100) 室温 30 分钟。

加 20μl 反应混合液 [Tri s-HC l 50 mmoJ/ L. KCJ 
290mmoJ / L. MgCl,30mmo J/ L , DTT 10mmoJ / L. 
Digoxigenin-dUTP , b iotin-dUTPT 和 dTTP 1 0μmil /L 
及 tcmp J at e!primer hybrid (Po JyA. OJigo (dT)1 5)0. 75 
A 260nm / mlJ ,3TC ， 15 小时。

+ 
将 60μl 反应液加到用链酶亲和索 (Streptavidin)

包被的 ELlSA 板孔中 ， 37 'C ， 1 小时 。

+ 
吸去反应液，用洗涤液洗 5 次，每次 30 秒钟以上.

力11 200μ1 ;过氧化物酶标记的抗 Digoxigenin 抗体
(200mU/ml) ,37 'C ， 1 小时。

用洗涤液洗 5 次 ，每次 30 秒钟以上。

+ 
加 200μl 过氧化物酶底物， 25 'C ， 30 分钟。

+ 
测定 O. D'05值。

标准 Illl 线用 40μl 不同浓度的重组 HIV-J 逆转录酶

代替测定佯品，同上步骤同时进行。测定试齐IJ均购自

130ERINGER MANNHEIM公司。

结 果

我们用非放射性法对 6 个细胞系进行了逆

转录 ðfJ测定，同时每次测定均用不同浓度的重

组IIlV- I -RT 作标准曲线和阳性对照，用不加

HIV- I -RT 的溶解缓冲液和正常培液作为阴性

对照。待 j则样品 O. D'05值大于阴性对 !1在 2 . 1倍

为阳性(表 1) 。

因 l 为逆转录酶非放射性法测定的酶标照

片。八为不同量的重组 HIV- I -RT ，自上至下为

0 、 2 、 5 、 10 、 20 、 40 、 60 、和 80pgo B 为 9m l 不同细

表 1 逆转录酶测定结果

HIV一 IRT O.D. .05 细胞· O .D. .05 (pg / well ) 

。 0. 124 正常培液 0.113 
2 O. 244 K 562 0.112 
5 0.408 SP2 /0 O. 140 

10 O. 607 L-02 O. 109 
20 1. 462 SPC-A-1 0.111 
40 2. 308 SMMC-7721 0.111 
60 2. 680 Hut-102 1. 051 
80 over Hut-102 O. 394 

'9mL 培液浓缩物

胞培养上情液的超离心沉淀物，自上至下分别

为 K562 、 SP2/0 、 L -02 、 SPC-A-l 、 SMMC-7721 、

Hut- 102 和 Hut- 102 细胞。图 2 为逆转录酶标

准曲线。

结果表明，HlI t - 102 细胞为阳性，而其它 5

个细胞系为阴性 。 从对照标准曲线可知 9ml

HlI t - 102 细胞培液中逆转录酶的含量约为 5-

1 8pg 。

A B 

图 l 非同位素法定量检测结果
A. 为不同稀释度的 (0- 80pg/welD的HIV-1-RT
B. 为不同培养上清的超速离心沉淀物.自上至下分
别为:

l 正常培液
2 K562 
3 SP2 / 0 
4 L-02 

5 SPC-A-l 
6 SMMC-7721 
7 Hut-102 
8 Hut-102 
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图 2 逆转录酶测定标准曲线

讨 论

本文用非放射性法测定了 6 个培养细胞培

液超离心沉淀物逆转录酶的含量，间接证明细

胞培养物中逆转录病毒的存在 。 在 6 个细胞系

中 .HlI t- 1 02 细胞为阳性，这与 HlI t - 1 02 细胞释

放与 T-细胞淋巴瘤有关的 C 型逆转录病毒的

结果相一致， 此病毒被鉴定为 HTLV- l CH lI 

man T-ce l l Lellkemia Vi rlls) [川]

由于逆转录病毒包括许多重要的动物病原

体和l 两个新发现的人病原体 :AIDSCacCJ ui时d

immll l10 deficie n ce syndrome)和成熟 T-细胞白

血病/淋巴瘤致病因子[3] 。 同时 RNA 肿瘤病毒

与多种疾病有关 ，其中包括一些人的致死疾病，

如白血病、淋巴瘤、肉瘤和中胚层来源的肿瘤，

乳房癌、肝癌、肾癌和自身免疫疾病等[6J 。因此，

为了操作人员的健康安全，细胞培养物中的逆

转录病毒的检测是至关重要的 。

摘 要

本文用非放射性法测定了 K562. SP2/0 , 

L - 02 , SPC-A- l . SMMC- 77 21 和 Hu t - 102 等 6

个细胞培养液超离心沉淀物逆转录酶的含量 ，

间接证明细胞培养物中逆转录病毒的吁在。结

果表明， Hut-102 细胞为阳性，其它 5 个细胞系

为阴性 。

关键词 : 逆转录酶试验 逆转录病毒 细胞系
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DETECTION OF RETROVIRUSES IN CELL CULTURES 

ZHA N G R ong Xing LU Yuan Gang YANG Zhe ng Hong Y U Feng ZHU De HOLl GE Xi Rui 

(Shallghαi 11lstitllt e ο，/ Cell ßiology .Chillese AcadelllY ο，/Sciellc肘 ， Sh allghai. 200031)

AßSTRACT 

By non-radioac ti ve reve rse transcriptase (RT)assay . we detected RT activity of ultracent rifuged pellet of culture 

sllpernatant in six different cell lines. The reslllts indicate that only Hut- l 02 cell shows positive reaction . but K 562 . 
SP2 /0 , L-02 ,SPC-A- l and SMMC-7721 cells are negative . We suggest that Hut- l 02 cells release retrovirus as indicat
ed by Poiesz , B., et al , It is very important to detec t ret roviruses in cell cultures because retroviruses are associa ted 
with a va riety of diseases , incllld ing some le thal diseases. 

Key Words: Reverse transc riptase assay Retrovlrus Cell line. 
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