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要!为了系统地研究
()*+

弱毒在
*,%'

细胞系中的增殖规律!作者探讨了
()*+

弱毒株对
*,%'

细胞的侵染

性以及不同培养条件对
()*+

在该细胞中增殖的影响&结果表明!在基础维持液培养条件下!

()*+,-*

和
./0

#

个弱毒株均不需要传代适应过程即可直接感染
*,%'

细胞!并在其中增殖%而在细胞最佳生长液条件下!

()*+

可

伴随宿主细胞的快速分裂而增殖!并可在较长培养时间内进行连续'大量的病毒收获&本研究表明
*,%'

细胞可

以作为深入探讨
()*+

分子致病机制的良好靶细胞模型!其同时也可能为生产
()*+

商品化疫苗提供一种潜在便

捷的工具细胞&
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中图分类号!

12&#34&53%

!!!!

文献标识码!

-

!!!!

文章编号!

'044!454%

"

#''5

#

'2!"#64!'&

收稿日期!

#''2!""!#'

基金项目!国家科技支撑计划"

#''4)-*'4-'%!4

#%河南省基础与前沿研究计划项目"

'2#0''%00#'"

#

作者简介!罗俊"

"562!

#!男!河南罗山人!博士!副研究员!主要从事动物病毒分子生物学与分子免疫学研究!

,78

$

'06"!4&602"65

!

9!:;<8

$

8=>!

?

=@&50

!A

;B>>$C>:$C@

通讯作者!张改平"

"54'!

#!

,78

$

'06"!4&6""04%

%

D;E

$

'06"!4&6#5'0"

%

9!:;<8

$

FB;@

GG

;<

H

<@

G

#''0

!A

;B>>$C>:$C@

+,-./01,23/-4-0540163/-7897,82.)/81281:/,78/43;1<;/6=14

9>.

?

@

A

;-6

?

31<1..B/41)*$"

IJKL=@

"

!

,9/M N;@

"

!

D-/L<;@!:<@

G

"

!

#

!

O(/MM=;@

G

!E=

"

!

I(P<;>!:=

"

!

Q-/MQ;@!

A

;@

"

!

R.-/MM;<!

H

<@

G

"

"

"

"./&)$)0'+1()"($23&

4

5$6+'$#+'

4

+

7

!)(8$2988:)+2+

;4

!

/&)$)!"$<&8

4

+

7

!

;

'(":2#:'$2

-"(&)"&=

!

*,&)

;

>,+:%&'''#

!

?,()$

%

#.@,&5$6+'$#+'

4

+

7

@+A("+2+

;4

!

?+22&

;

&+

7

0:62("/&$2#,

!

*,&)

;

>,+:B)(1&'=(#

4

!

*,&)

;

>,+:%&'''"

!

?,()$

#

CD83,263

$

(@SB7

H

T7U7@SUS=V

A

!

SB7<@W7CS<X<S

A

;@V

H

T>

H

;

G

;S<>@>W<@W7CS<>=UY=TU;8V<U7;U7X<T=U

"

()*+

#

<@*,%'C788UZ7T7<@X7US<

G

;S7VY;U7V>@;U

A

US7:;S<CU787CS<>@>WSB7>

H

S<:;8:;<@S7!

@;@C7:7V<=:W>TX<T=U<@W7CS<>@$,B7T7U=8SUUB>Z7VSB;SY>SB>WSB7SZ>S7US7V;SS7@=;S7V()!

*+UST;<@U

!

,-*;@V./0

!

C>=8VV<T7CS8

A

<@W7CS;@V

H

T>8<W7T;S7<@*,%'C788UZ<SB>=S;V;

H

S<X7

H

;UU;

G

7$,B7()*+

H

;TS<C87UC>=8VY7T;

H

<V8

AH

T>

H

;

G

;S7V;@VC>@S<@=>=U8

A

B;TX7US7V;SB<

G

BS<!

S7TUW>T;8>@

G

S<:7

!

;CC>:

H

;@

A

<@

G

Z<SBSB7T;

H

<V

G

T>ZSB>W*,%'C788U$K=TV;S;U=

GG

7USSB;S

*,%'C>=8VY7=U7V;U;@<V7;8:>V78W>TSB7T7U7;TCB>WSB7

H

;SB>

G

7@7S<C:7CB;@<U:U>W()*+$

-VV<S<>@;88

A

!

<SC>=8V;8U>U7TX7;U;

H

>S7@S<;8U

A

US7:W>TSB7

H

T7

H

;T;S<>@>WSB7C>::7TC<;8X;C!

C<@7U;

G

;<@US()*+$

E1

?

F-,G8

$

()*+

%

*,%'

%

X<T=U

H

T>8<W7T;S<>@

%

X;CC<@7

H

T7

H

;T;S<>@

!!

在全球范围内!传染性法氏囊病"
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#已给养禽业带来了巨大损失!

深入研究该病的致病机制对于该病的防控具有重要

意义&研究表明!法氏囊是鸡传染性法氏囊病病毒
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#最重要的

靶器官!并且其对早期囊
)

细胞致病性最高(

"!#

)

!表
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俊等$鸡传染性法氏囊病病毒在
*,%'

细胞中的增殖规律

面携带
(

G

N

的
)

淋巴细胞是
()*+

最主要的靶细

胞(

0!4

)

!然而!这些研究还主要停留在细胞水平!在分

子水平研究
()*+

致病机制的报道还很少&最近!

利用鸡胚成纤维细胞"

CB<C[7@7:YT

A

>W<YT>Y8;US

C788U

!

\9D

#'

+7T>

细胞等易感细胞!已取得了一些

研究进展(

6!"'

)

&显然!这些易感细胞系与
()*+

在

体内感染的靶细胞仍存在很多差异!如能寻找一种

更能贴近体内真实感染状态的靶细胞模型对于研究

()*+

的分子致病机制!将具有重要的意义&

*,%'

细胞是来源于鸡法氏囊前
)

淋巴细胞的

一个细胞系!其细胞膜表面表达有
U(

G

N

!在生长过

程中还向胞外分泌
(

G

N

(

""!"#

)

&多项研究表明!

*,%'

细胞中仍存在高频率的免疫球蛋白基因转换!并且

该细胞系应该定性为一种鸡法氏囊前
)

淋巴细胞

系(

"#!"0

)

&最近有研究表明!

()*+

全病毒粒子及表

达的病毒蛋白均可诱导
*,%'

细胞的凋亡(

"%!"&

)

!然

而!

()*+

弱毒株对
*,%'

细胞的感染性以及其增

殖规律目前尚不清楚&作者在测定
*,%'

细胞在不

同维持培养液中生长情况的基础上!利用免疫组化

技术检测
#

株
()*+

弱毒株对该细胞系的感染力!

并对不同培养条件对
()*+

在
*,%'

中的增殖规律

的影响进行了系统研究&

&

!

材料与方法

&H&

!

病毒及细胞

()*+

标准疫苗毒株
,-*

'

\9D

传代致弱毒株

./0

均为笔者实验室保存&

#

株病毒均用单层

\9D

细胞培养!收集病毒用常规方法测定病毒的

,\(*

&'

&

*,%'

细胞系"

-,\\\]I!#"""

#为笔者

实验室保存!

*,%'

细胞全培养基为含
"'̂

胎牛血

清"

W7S;8C;8WU7T=:

!

D)1

#'

&̂

鸡血清"

CB<C[7@U7T!

=:

!

\.1

#'

&'

"

:>8

*

I

!"的
#

!

巯基乙醇'

"''J

*

I

!"

氨苄青霉素以及
&'

"

G

*

:I

!"链霉素的
]_N(!"4%'

!

培养基及血清均为
M<YC>

公司产品&

&H!

!

病毒感染
)*$"

最佳维持液的选择

为选择
()*+

感染
*,%'

细胞的最佳维持液!

对
*,%'

在不同血清添加浓度的培养基条件下的生

长曲线进行了测定&将
*,%'

用
]_N(!"4%'

全培

养基连续传代
#

$

0

次'细胞浓度达到
'$%`"'

4

$

'$4`"'

4

:I

!"时收集细胞!用不含血清的
]_N(!

"4%'

洗涤
"

次!按每瓶
"̀ "'

4

'

#̀ "'

4 或
0̀ "'

4个

细胞接种到细胞瓶中!分别添加
"':I

含以下不同

浓度及配比血清的细胞维持液$"

"

#

#̂ D)1

%"

#

#

#̂ \.1

%"

0

#

"̂ D)1

和
"̂ \.1

%"

%

#

"̂ D)1

和

"$#&̂ \.1

%"

&

#

"$#&̂ D)1

和
"̂ \.1

%"

4

#

"$#&̂ D)1

和
"$#&̂ \.1

&

06a

条件下
\K

#

培

养箱中培养
#%

'

%2

及
6#B

后!分别取样进行细胞计

数&以上试验均重复
0

次并进行统计分析&

&HI

!

病毒感染试验

收集对数生长期
*,%'

细胞!灭菌
_)1

缓冲液

洗涤
#

次!计数后按每组
#`"'

4 个细胞分为
0

组!

分别用
#''

"

I_)1

稀释的
()*+,-*

'

./0

病毒

液"病毒滴度为
"'

&

,\(*

&'

#于
06a

孵育
0':<@

!对

照组用
_)1

替代病毒液&孵育结束后!

_)1

洗涤
#

次以去除未结合的病毒粒子&每组分别用
"':I

含
"̂ D)1

和
"̂ \.1

的
]_N(!"4%'

培养基悬浮

接种于细胞瓶!

06 a

培养&于接毒后
#%

'

%2

'

6#B

分别取样进行细胞计数'病毒滴定!绘制细胞及病毒

增殖曲线&

&H$

!

细胞免疫组化试验

病毒接种
6#B

后!收集全部细胞分别用
]_N(!

"4%'

基础培养基洗涤
#

次!然后用适量
]_N(!"4%'

基础培养基悬浮细胞铺板至
54

孔细胞板"每孔
"''

"

I

含
"̀ "'

% 个细胞#!于
06a

培养
0':<@

后小心

弃去培养基%每孔添加
&'

"

I

含
"̂ .

#

K

#

的甲醇

固定液室温固定
"':<@

!弃去固定液%

_)1,!#'

洗

涤
4

次!每孔添加
#''

"

I

含
&̂

猪血清的
_)1,!#'

封闭液于
06a

封闭
"B

后弃去%同上洗涤后!每孔

添加
&'

"

I"

#

&'''

稀释的
()*+D##

单抗腹水!

06a

孵育
0':<@

后弃去%同上洗涤后!每孔添加
&'

"

I"

#

&''

稀释的羊抗鼠
(

G

M!.]_

"华美公司产

品#!

06a

孵育
0':<@

后弃去%同上洗涤后!

-9\

"中杉金桥公司产品#显色!显微镜下观察结果&阳

性对照组!

()*+

未感染的
*,%'

细胞同上固定'封

闭!分别用
&'

"

I

含
"'

"

G

*

:I

!"的
U(

G

N

特异性单

抗
I"

"

1)-

公司产品#'

&'

"

I"

#

&''

稀释的羊抗

鼠
(

G

M!.]_

同上反应!最后用
-9\

显色&阴性对

照组!除一抗用含
&̂ D)1

的
_)1,!#'

代替外!其

余反应均相同&

&HJ

!

59):

在
)*$"

细胞中的大量增殖及连续收获

收集对数生长期
*,%'

细胞!灭菌
_)1

液洗涤

#

次!计数后按每组
#`"'

4 个细胞分为
#

组!分别

用
#''

"

I_)1

稀释的
()*+,-*

'

./0

病毒液"病

毒滴度为
"'

&

,\(*

&'

#于
06a

孵育
0':<@

&孵育结

束后!

_)1

洗涤
#

次以去除未结合的病毒粒子&每

组分别用
"':I*,%'

细胞全培养基悬浮接种于细

66#"
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06a

培养&接毒后
#%

'

%2

'

6#B

分别取样进

行细胞计数&至
*,%'

细胞浓度达到"

"$&

$

"$2

#

`

"'

6个*

:I

!"时开始!每
#%B

进行一次半量收毒"即

收集
&:I

细胞培养物后再添加
&:I

新鲜全培养

基继续培养#并进行细胞计数&连续收毒
6V

!对每

批样品进行病毒滴定!绘制细胞及病毒增殖曲线&

!

!

结
!

果

!H&

!

)*$"

病毒感染最佳细胞维持液

对
*,%'

细胞在添加不同血清种类及浓度的

]_N(!"4%'

培养基中培养
6#B

内的生长曲线进行

测定的结果表明"图
"

#!在单独添加
#̂ D)1

或
#̂

\.1

的培养基中!无论初始接种量为
"`"'

4

'

#`

"'

4 或
0̀ "'

4 个
*,%'

细胞!细胞数量均呈现不断

下降的趋势!而在添加
"̂ D)1

和
"̂ \.1

混合血

清培养基中!

0

组不同初始量的
*,%'

细胞在接种

后
6#B

内均呈现较缓慢增加的趋势&当混合血清

中
"̂ D)1

或
"̂ \.1

分别增加为
"$#&̂

或两种

血清同时增加至
"$#&̂

时!

*,%'

细胞在
%2B

内均

呈现较快增长!但此后随着营养消耗的增加!细胞数

量开始急剧下降&在病毒感染试验中!维持相对稳

定的宿主细胞数量对于分析病毒感染过程具有比较

重要的意义!因此!添加
"̂ D)1

和
"̂ \.1

的

]_N(!"4%'

培养基可以作为
*,%'

病毒感染的最

佳细胞维持液&

D)1$

胎牛血清%

\.1$

鸡血清

D)1$D7S;8Y>X<@7U7T=:

%

\.1$\B<C[7@U7T=:

图
&

!

)*$"

细胞在添加不同种类及浓度血清的
K+L5>&($"

培养基中的生长曲线

M/

N

H&

!

O,-F3;67,P18-0)*$"@2/432/41G/4K+L5>&($"@1G/7@87

AA

.1@1431GF/3;G/001,1436-46143,23/-48-0M9Q

24G

$

-,<RQ

!H!

!

)*$"

对
59):

弱毒株的易感性

病毒滴定结果表明"图
#-

#!

,-*

病毒最早可

于感染后
#%B

检测到!在随后的
%2B

内病毒滴度

逐渐升高!至
6#B

可达
"'

#$#

,\(*

&'

*

&'

"

I

!"

&与

26#"
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俊等$鸡传染性法氏囊病病毒在
*,%'

细胞中的增殖规律

,-*

相比!

./0

的病毒增殖速度稍快!在感染
6#B

后可达到
"'

#$5

,\(*

&'

*

&'

"

I

!"

&病毒感染后细胞

生长曲线分析表明"图
#)

#!在病毒感染初期!细胞

增殖较快!而随着病毒数量的增加!

*,%'

细胞的数

量开始下降!这与病毒滴定结果一致&在病毒感染

6#B

时取样进行的细胞组化试验结果表明!

,-*

和
./0

均可特异性的感染部分
*,%'

细胞"图
0

#&

这些数据表明!与
\9D

细胞类似!

()*+

弱毒株可

以直接感染
*,%'

细胞!不需要盲传适应过程&

图
!

!

59):

弱毒株感染
)*$"

后的病毒及细胞增殖

曲线

M/

N

H!

!

)1@-483,23/-4-03;1/40163/P/3

?

-03F-233147>

231G59):83,2/483-)*$"

-$,-*

%

)$./0

%

\$

阳性对照%

*$

阴性对照&黑

色箭头示阳性细胞

-$,-*

%

)$./0

%

\$_>U<S<X7C>@ST>8

%

*$/7
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细胞免疫组化检测
)*$"

中
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的感染

情况
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在
)*$"

细胞中的快速增殖及连续收获

()*+

感染
*,%'

细胞后!将感染细胞培养于

*,%'

最佳生长培养液中!待细胞增加至最大细胞

量后!每
#%B

收获一半细胞培养物!并重新添加等

量新鲜生长培养基&与最佳细胞维持液相比!在

*,

细胞全培养基条件下
,-*

和
./0

的病毒粒子

增殖速度大幅提高!病毒感染
6#B

后
,-*

病毒滴

度达到峰值!为
"'

4$2

,\(*

&'

*

&'

"

I

!"

!而
./0

则

可高达
"'

6$&

,\(*

&'

*

&'

"

I

!"

&在培养基进行每天

半量换液后!

#

株
()*+

的病毒滴度在
6V

内仍维持

在
"'

&至
"'

4

,\(*

&'

*

&'

"

I

!"的高水平"图
%-

#&

细胞计数结果表明!病毒感染后
*,%'

的生长曲线

变化趋势与病毒滴度变化趋势基本一致"图
%)

#!病

毒感染
0V

后!

#

组细胞数量均达到峰值!此后均有

所下降&感染后
%

$

6V

!

./0

组的
*,%'

细胞数量

稍低于
,-*

组!可能是
./0

病毒的适应性稍强所

致&这些数据表明
()*+

病毒增殖数量主要取决于

*,%'

细胞数量!在全培养基条件下!

()*+

可在

*,%'

细胞中获得大量增殖!并且可伴随着
*,%'

细胞的传代培养获得长时间的连续收毒&

图
$

!

全培养基条件下
59):

感染
)*$"

后的病毒及细胞

增殖曲线
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!

兽
!

医
!

学
!

报
%'

卷
!

I

!

讨
!

论

作者对
*,%'

细胞对
()*+

弱毒株的易感性以

及
()*+

在其中的增殖规律进行了探讨!结果发现!

()*+

弱毒株不需要传代适应即可直接感染该细胞系

并在其中大量增殖&已有研究表明!

*,%'

是一种鸡

法氏囊干细胞系!并且由于其
*/-

同源重组率非常

高而被广泛用于
)

细胞抗原受体信号传导'细胞循环

调控'基因转换'细胞凋亡'

*/-

修复等多个领域的

研究(

"4

)

&因此!

*,%'

对
()*+

弱毒的易感性表明!其

可以作为一种更加接近宿主体内真实状态的
)

淋巴

靶细胞模型用于
()*+

的致病机制研究&

对于病毒感染试验而言!能够使靶细胞在未感染

状态下的数量保持相对稳定的培养基一般被认为是

最佳的细胞维持液&通常情况下!人们一般使用含

#̂

牛血清的培养基作为病毒接种时的维持液&然而

在本试验中!添加较低浓度的混合血清"

"̂

胎牛血清

和
"̂

鸡血清#于
]_N(!"4%'

培养基中的维持效果明

显优于添加单一血清"

#̂

胎牛血清或
#̂

鸡血清#及

较高浓度的混合血清&这为今后利用
*,%'

细胞进

一步研究
()*+

的致病机制提供了重要的基础&

令人意外的是!当用最佳生长培养液培养
()*+

感染的
*,%'

细胞时!

()*+

的复制速度显著增加!并

且可以通过培养液半量更换的方式在较长的时间内

进行连续收获病毒!这意味着
()*+

病毒的增殖速度

与
*,%'

细胞的生长速度相当!病毒滴度的高低主要

取决于宿主细胞的数量&因此!这为大量生产
()*+

病毒粒子提供了一种新的策略&众所周知!在
()*+

商品化疫苗生产过程中!大量获得
()*+

病毒粒子主

要依赖于
\9D

细胞培养!而
\9D

属于原代培养细胞!

大量制备该细胞的工作劳动强度很大&因此!一旦确

认
*,%'

细胞本身不存在其它病毒污染后!其可能为

()*+

弱毒疫苗的生产提供一种便捷的工具细胞和新

方法&
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