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诱导凋亡 :脊髓灰质炎病毒致细胞病变的机制

李艳乎胡云章 胡在走 J未邵聪丈何继宏瞿素菜 萍、钱亚屏

(中国医学科学院、中国协和医科大学 医学生物学研究所 昆明 白0107)

病毒与宿主细胞的关系，特别是病毒感染

最终通过什么机制引起宿主细胞死亡，是人们

多年来一直关注的问题[1.2) 。细胞调亡是在一定

的生理或病理条件下，遵循自身的程序，通过基

因调控，激活内源性的核酸内切酶，发生细胞自

动消亡的过程阳。细胞调亡作为生命的基本现

象之一受到广泛重视，对其机理和应用的研究

己渗透到生命科学的各个领域中，成为当今生

命科学领域的研究热点川。特别是为研究病毒

与宿主细胞关系提供了新的思路 。 近年来报道

了许多病毒，如杆状病毒、人免疫缺陷病毒、麻

彦病毒、鸡贫血病毒、癌痊病毒、腺病毒等可以

通过诱导调亡导致细胞死亡[叫。但这一机制是

否具有普遍性? S. K. Chiou 等的发现通过抑制

ElB缺陷型腺病毒引起的调亡，可以提高病毒

的产量。这是否提示在疫苗生产中，可以通过抑

制调亡达到提高产量的目 的?

E 型脊髓灰质炎减毒活疫苗(中 m -2)是我

国自行研制的减毒活疫苗，是无包膜单链 RNA

病毒，在生产中发现当其感染细胞后出现典型

的细胞病变 (Cytopa thic e ffe c ts , CPE)特征 : 早

期细胞由长梭形收缩为圆形，细胞表面出芽;中

期细胞从培养壁上脱落;晚期细胞破裂释放出

病毒。这一现象是否可能与调亡有关?本文用

脊髓灰质炎减毒活疫苗株(中 m - 2)感染我国自

己建立、并经卫生部批准己用于生物制品生产

的人胚肺二倍体成纤维细胞株(KMB17) [8) ，研

究其诱导 CPE 的机制。

材料与方法

一、细胞及病毒

1. 人胚肺二倍体细胞株 KMBI 7: 由医学生物学研

究所提供。

2 . 脊髓灰质炎病毒减毒株(中 m -2): 由医学生物

学研究所提供 。

3. 惆亡细胞膜成分变化的 Annexin V 联合 PI 法检

测试剂盒 : ANNEXIN V FITC KIT 由 IMMUNOTECH

A COUL T COMP ANY (Marseille France)提供。

二 、 细胞及病毒培养

将代次为 20- 30 代、正常生长的人二倍体细胞

(KMBl7)用膜蛋白酶消化后分种子塑料培养瓶中

(T25 Corning ) ，细胞生长营养液为:新生牛血清 10% 、

MEM 水解乳蛋白混合液 85% 、谷氨酸胶 2 % 、卡拉霉

素 1 %.37 'C培养三天、细胞长成汇流状单层后，倾弃生

长营养液，加入不含血清的病毒液后〈浓度 O. 6一 0.8m!

病毒液/150m! 培养液 ;MOI 为日，置 37 'C吸附 1 小时

后，加入含 2 %血清的营养液 35 'C 培养 。

三 、 病毒感染 KMB17 细胞后感染性i高度及细胞

存活率检测

将病毒感染的细胞分别于 12 小时、 24 小时、 36 小

时、 48 小时用膜酶消化后收集，一式两份，一份用台盼

兰染色计数活细胞比率 ; 另一份用微量组织培养技术

滴定其感染性滴度。其过程是，将样品按 10 倍稀释，取

稀释之病毒 5- 6 个稀释度，用定量加样器加入 96 孔

微量培养板。每个稀释度加 4 孔，每孔 0.025时，然后，

每孔加入浓度为 5- 10 X 103/ 0. 1m! 的 HEP-2 细胞悬

液 O.lm! ， 盖上盖子后置 5%C02 培养箱 (34.5 'C 士 O.

5)培养 7 天。第 7 天用倒置显微镜检查细胞病变 CPE.

其结果以 Kärber 法 计 算微量培养感染性滴度

(MTCDso/m! )。

四 、 取样

整个试验取样分为两个阶段，第一阶段在光学显微

镜下观察，出现典型 CPE 特征:细胞圆缩时，将正常梭

1 999 年 3 月 4 日收到， 2000 年 2 月 9 接受。
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形形态对照细胞及变成圆形的细胞用膜蛋白酶消化后

加入 O.lmol /L 磷酸盐缓冲溶液 (PBS) ，离心弃上清、加

入 70%的冷乙醇固定细胞，保存于一 20 'C备用 [9] 第二

阶段当出现困缩脱落细胞裂解时用膜蛋白酶消化收集

所有细胞于 70%的冷乙醇固定，保存于 一 20 'C备用问。

用于流式细胞仪检测的样品只用 PBS 保存 。

五 、 凋亡细胞膜成分变化的 Annexin V 联合 PI 法

检测

将不同时间收集的细胞经磷酸盐缓冲溶液 (PBS)

洗两次后，按操作说明书加入 Annex i n V 缓冲液洗一

次，再用吸附缓冲液悬浮。 检测前加入 Annexin V 

FITC 培养 10 分钟，用含 1. 5mmol/ L CaCl ， 的培养基

洗细胞除去末吸附的 Annexin V FITC ，最后加入 pro­

pidium iodide (PD工作液冰洛 1 5 分钟，将细胞置激发

光为 480nm 波长的 EPICS XL 流式细胞仪 (Cou l t e r ，

Hialeah ,Fla. USA)检测。 每个样品检测 1 0' 细胞，重复

三次。用 Lysis I 软件分析结果 。 同时以无病毒感染的

细胞为对照。

六 、 DNA 断裂的凝胶电泳分析

将收集的细胞加入 1m l 裂解液ClOOmmol /L Na­

Cl, 10mmol/ L Tris-HCl, pH8. 0 , 25mmol / L , ETDA , 

0.5% SDS , O. 2mg/ml proteinase K ) ， 56 'C裂解 4 小时

后，用等体积的饱和盼:氯仿:异戊醇 (25:24: 1)抽提一

次，再用氯仿异戊醇 (24: 1)抽捷。 拍捷上清加入冷无7j(

乙醇沉淀 DNA ， 4 'C 、 14000g 离心 30 分钟 ，冷无水乙醇

洗两次，室温下干燥后 加入 10mmol /L Tris-HCl , 

pH 7. 5 , mmol / L EDTA , O. 5mg / ml RNAse ， 37 'C 消化 2

小时.用 1 %琼脂、 40V 电压电泳，Ethidium bromide 染

色后观察[101.

七、光学显微镜观察

在不同的培养时间 ，将经过 Po lioviru s (中 m -2)感

染的细胞及未感染正常生长的细胞置于 Olympu s 相差

显微镜下观察。正常的 KMB17 细胞是细梭形，细胞失

去梭形形态、先圆缩，随后从培养瓶壁上脱落 。

八、荧光显微镜观察

将离心收集的圆缩细胞与叮咬橙 (AÜ)混合后涂于

载玻片上，置于 Zeiss axioplan 荧光显微镜下观察[11 ] 用

成像处理系统 (Astromed /Visilog. PC486DX2 , 66M Hz 

VL) ，水银灯作为激发光源、 470 - 490nm 滤光片及

500nm 双色光栅。荧光显色通过 520-550 滤光片成像。

结 果

1.脊髓灰质炎病毒感染人二倍体细胞

KMB17 后的病毒繁殖与细胞存活率关系

从图 1 可看出，皿 型脊髓灰质炎病毒(中

皿 2)感染人二倍体细胞 KMB1 7 后 的病毒繁

殖与细胞存活率成反比例关系，随着病毒繁殖

量不断增大 ， 细胞的存活率由最初 (0 小时)

97 %逐渐下降，到 48 小时病毒微量培养病毒感

染性滴度达最高值(107 CCIDso/ml) ，而细胞存

活率仅为 1 9 %左右 。
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图 1 脊髓灰质炎病毒感染 KMB17 后感染性滴

度与细胞存活率关系

2， 人二倍体细胞 KMß17 经脊髓灰质炎

病毒感染后的形态特征

人二倍体细胞长成汇流状单层(图版图

A) ，经 E 型 Polioviru s (中 m -2)感染后 24 小时，

光学显微镜下可见正常梭形的细胞体积缩小，细

胞由长梭形逐渐圆缩，细胞间出现空隙，部分细

胞脱落至溶液中(图版图白。细胞经旷(~定橙染色

荧光显微镜下观察结果显示未感染病毒正常细

胞核除核仁及异染色质染色较深外染色质均一

(图版图 D) ，而经感染病毒的细胞胞核出现凝

缩、染色质集中于核模周边(图版图 C) 。电镜结

果进一步证明调亡时核染色质凝缩后分布于核

膜边缘(图版图刊 ，进而形成调亡小体(图版图

H ) 。 而在感染后 48 小时脱落至溶液中细胞裂解

时，电镜观察发现细胞己崩解成碎片(图版图

G) ，呈典型坏死特征，这一形态改变说明 E 型
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2000 年

Poliovirus (中 ι2 )感染人二 倍体细胞

(KMBl 7) 后，早期诱导的 CPE 是细胞调亡过

程，晚期导致细胞二级坏死( Second a ry 

Necrosis) 。

3. 流式细胞仪检测

流式细胞仪被认为是当今检测细胞稠亡最

敏感、最可靠的检测方法。研究证明在细胞调亡

早期位于细胞膜内侧的磷脂酷丝氨酸外翻至细

胞外侧，利用对磷脂酷丝氨酸具高度亲和力的

磷脂蛋白 (Annexin V) 可检测出早期调亡细

胞，而且与 PI 染色法联合应用可区分出调亡细

胞与坏死细胞 。 因此该法比 TUNEL 法更具特

志

异性 。 汇流状细胞经 Poliovirus 感染后 24 小时

出现圆缩，用 Annexin V 联合 PI 法检测发现

70. 5%的细胞出现在第四区域(调亡区) ，仅有

1. 8%的细胞出现在第二区域(坏死区) ;而未受

病毒感染的对照细胞(98%)则出现在第三区域

(正常区) ，说明此时 Poliovirus 感染引起的主

要是调亡(图 2-A 、 B ) 。而在 Poliovirus 感染后

48 小时， 63 . 3%的 细胞位于第二区域(坏死

区) 、 16.6 %的细胞位于第四区域(调亡区 )、

1 5 . 6 %位于正常细胞区域(正常区) ，说明此时

Poliovirus 感染引起的主要是坏死(图 2-C) 。
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4. 生化特征

DNA 电泳显示汇流状细胞经 Polioviru s

感染后染色体 DNA 出现断裂，但不是典型的

梯形电泳。而正常对照则未出现 DNA 断裂(图

3) 。

讨 论

细胞调亡是不同于细胞坏死的细胞死亡方

式。二者在形态、生理特征及生化性质上有明显

差异，在调亡过程中呈现细胞间联系中断，细胞

质密度增大，体积缩小 ，染色质固缩分离并趋向

于核膜形成新月状进而出现有膜包被的调亡小

体，其生化特征是 DNA 断裂形成寡核小体大

小的片段，在 DNA 电泳上出现梯形[ 1 2] 。 目前，

通常以五个指标综合确定细胞调亡，即光镜下

细胞圆缩、荧光镜下细胞核凝缩甚至裂解成调

亡小体、DNA 电泳呈梯形、电镜下核异染色质

凝缩于核膜边缘呈新月状。 流式细胞仪检测在

调亡早期出现的膜内侧的磷脂酌丝氨酸外翻至

外侧，并能有效地区别调亡与坏死。所有检测方

法中最敏感的方法是 Annexin V 联合 PI 法 。

脊髓灰质炎减毒活疫苗病毒(中 III -2)感染

人胚肺二倍体成纤维细胞 CKMB17)后病毒的

繁殖与细胞存活率成反比:病毒繁殖率低时细

胞存活率高、病毒繁殖率高时细胞存活率低，说

明细胞的死亡是由病毒感染引起。从形态发生

的角度看在病毒感染至细胞裂解的过程中细胞

形态变化分为两个阶段 : 第一段是病毒(中 ι

2)感染人胚肺二倍体成纤维细胞 CKMB17 ) 后

至细胞裂解前为止。在这一阶段出现典型的细

胞病变化PE)特征:细胞由长梭形收缩为圆形，

体积缩小，最终脱落至溶液中 。我们用细胞调亡

检测方法研究发现 ，这一病变过程实际上是一

个惆亡过程，具典型的惆亡特征 4光镜下细胞圆

缩、体积缩小;荧光镜下染色质固缩在核膜边缘

(图版图 F) 、进而出现调亡小体(图版图 H);流

式细胞仪检测出现调亡比率高达 70 . 5% ;染色

体 DNA 断裂但DNA 电泳未呈现典型的梯形。 胡

12M 

图 3 Poliovirus 诱导凋亡的 DNA 电泳结果

1. Pol iovirus 诱导的 DNA 断裂;

2. 正常 KMB17 细胞的 DNA 末断裂;

M. DNA Marker o 

庆柳等发现调亡时有的成纤维细胞不出现典型

的梯形电泳，而呈现随机断裂〔13] ，说明 DNA 梯

形电泳与细胞本身的遗传特性有关。第二阶段

是细胞裂解，用电镜及 Annexin V 联合 PI 法

证明这一裂解过程是二级坏死 CSecondary

Necrosis)过程 。 过去的研究发现，随着凋亡过

程的发展，在调亡后期常引起二级坏死[14]
0 PO­

lioviru s 诱导的二级坏死与一般坏死的区别主

要是:病毒诱导的二级坏死前经过一个调亡阶

段，后期发展为坏死，时间过程较慢;而一般由

强烈环境压力引起的坏死则不经调亡阶段直接

引起细胞崩解坏死，时间过程较时间过程较短、

快 。

过去对 Polioviru s C中 III -2) 引起的 CPE 认

识只停留在形态学的水平，我们的结果证明

Poli ovirus 感染人胚肺二倍体成纤维细 胞

CKMBl 7)后细胞形态变化分为两个阶段:第一

阶段是致 CPE 过程，导致形态学上特有的细胞

圆缩、体积缩小等 CPE 特征，其本质是 Po­

li oviru s 诱导细胞调亡 ; 第二阶段是 Polioviru s

诱导细胞二级坏死，以利于释放子代病毒。
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Polioviru s 感染细胞后诱导调亡为进一步

研究 Poliovirus 与宿主细胞关系提供了一条新

思路。

从进化的角度看，机体为保护自身进化发

展了一套通过调亡过程清除被病毒感染的细

胞，并且造成病毒流产性感染，以减少病毒进一

步感染的机制，例如，研究发现调亡可减少病毒

的繁殖量和感染性。而一些病毒则进化了一套

抑制宿主细胞调亡的机制以达到进一步繁殖的

目的。如丙型肝炎病毒、腺病毒、 SV40 等[5J 。

Antoni 等[ 15J 发现通过抑制人免疫缺陷病毒

(HIV)诱导的调亡，从而提高 HIV 的病毒繁殖

量，并进一步引起持续性感染 。 Chiou 等 [7J证明

抑制 EIA 缺陷型腺病毒诱导的调亡提高了病

毒繁殖量。 Clem [ 16J发现惆亡能降低杆状病毒的

体外繁殖量和体内感染性。 提示抑制调亡是提

高病毒产量的一条途径。 我们的研究证明脊髓

灰质炎病毒(中 nr -2) 在人二倍体成纤维细胞

(KMB17 ) 中的繁殖实际上是一个诱导调亡过

程。这一结果提示，在脊髓灰质炎减毒活疫苗生

产中通过抑制调亡有可能提高该病毒疫苗的产

量。

摘 要

用脊髓灰质炎病毒 CPoliovirus) 减毒活疫

苗株(中 ι2)感染人二倍体胚肺成纤维细胞株

(KMBl 7)后，细胞形态变化分为两个阶段 : 第

一阶段是致 CPE 过程，导致形态学上特有的细

胞圆缩、体积缩小等 CPE 特征，经光学显微镜、

荧光显微镜、细胞流式仪、电子显微镜、DNA 凝

胶电泳分析，证明该疫苗株诱导的细胞病理改

变具典型的调亡特征:细胞圆缩、细胞核浓缩破

裂、核染色质凝缩后分布于核膜边缘、绝大部分

细胞出现在调亡区域 、DNA 断裂。表明脊髓灰

质炎病毒诱导的 CPE 本质是一个诱导细胞调

亡过程;第二阶段是 Poliovirus 诱导细胞坏死。

进一步提示有可能通过抑制细胞调亡提高脊髓

灰质炎减毒活疫苗的产量。

关键词 : 脊髓灰质炎病毒 细胞病变 细胞

凋亡
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APOPTOSIS :A MECHANIS岛1 FOR POLIOVIRUS TO 

INDUCE CYTOPATHIC EFFECTS 

LI Yan Ping HU Yun Zhang HU Ning Zhu SHAO Cong Wen 

HE Ji Hong Qu Su LIANG Yan QIAN Ya Ping 

(lnstitute 0/ Medical Biology , 650107,Kunming ,P RC) 

A BSTRACT 

135 

In order to study the relationship between cytopathic effects and apoptosis , we used type- m live attenua ted Po­

liovirus vaccine (Strain: Zhong m -2) to in fec t the human diploid fibroblast ( KM B17) in culture. There were two 

kinds of different morphologica l changes occurred du ring the whole infec tion by Poliovirus. At the first stage , the typi­

cal CPE appeared , the confluent KMB17 fib roblast rapidly shrank and disintegrated 24 hours after Poliovirus infec­

tion , through the a nalysis of light microscopy , flu orescent light microscope ,electronic microscopy , flow cytometer and 

DNA eletrophoresis , it were demons trated that the CPE cells showed the typical apoptotic charateristics of cellular 

shrinkage ,nuclear shrinkage ,crescent chromat in around nuclea r membrane ,DNA breakage (although not typicalladen 

type). At the second s tage , the charac teris tics of secondary necrosis appeared , cellular lysis and chromatin breakdown 

were detected by elec tronic microscopy and flow cytometer. In conclusion , we demonstrated that Pol iovi rus causes both 

apoptosis and secondary necrosis in ce ll culture , the CPE caused by Poliovi rus is actually the apoptosis in human 

diploid fibroblast (KMB17) . 

Key words: Cytopathic efCects Apoptosis Human embryonic lung diploid fibroblast 

钙结合蛋白 D-9K 基因原核表达载体的构建、

表达产物纯化及其多克隆抗体的制备 铸

柯碧霞.. 王健沈卫英高建民.. 申庆祥…

(上海市计划生育科学研究所上海 200032 .，福建师范大学生物工程学院 福州 350007) 

钙结合蛋白 CCabp )D- 9k 是小鼠着床时子

宫内膜腔上皮和腺上皮分泌的蛋白 ，最早在小鸡

壳腺体和大鼠的小肠中发现[门。由于 CabpD- 9k

是跨细胞 Ca2+运输的介质，介导 Ca2+信号转导 ，

在促进胚胎发育[ZL 滋养层细胞分化，诱导蜕膜

反应，以及提高着床效率中起重要的作用[3.仆。所

以研究子宫内膜 Ca2+信号转导已成为哺乳动物

子宫生物学的重要研究对象，并认为有可能通过

免疫干扰着床而达到抗生育的效果。

为制备抗 CabpD-9k 抗体和探索 CabpD-

9k 在着床中的作用机理，首先必须分离纯化得

到足够量的 CabpD-蚀 。 为此，拟采用基因重组

技术制备 CabpD-驰。我们构建了含 CabpD-9k­

ßhCG cDNA 的表达质粒，并在大肠杆菌中表

达，先制备含 CabpD- 9k-ßhCG 融合蛋白的包涵

体，进而在 AKTA explore r CPharmacia) 中低压

液相分析系统上，利用 RESOUCE™RPC C反向

本文 2000 年 1 月 21 日收到， 4 月 6 日接受。

. WHO 资助项 目(编号 97826)和国家重点基础研

究规划项目(编号 G 1 999055903) 。

U 通信联系人 。
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