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汉坦病毒和恙虫病东方体复合感染的

组织细胞培养研究

邓小昭 许可 孔晶 刁振宇 钱俊英 谈永飞 张矛 曹广文 张云

·实验研究·

【摘要】 目的 了解汉坦病毒(Hv)和恙虫病东方体(Ot)在宿主体内共生情况。方法 采用

Ver0 E6细胞体外培养法研究HV、Ot在宿主细胞内共生特征。结果 5组感染Vero E6细胞体外培

养检测结果发现：先后、同时和单纯实验感染的5组细胞中，HV和Ot先后、同时接种感染组在细胞

传至第3代时检测均见有Hv和0t的双重感染，阳性率随传代次数增加而增加。而HV和0t单纯

分别感染组细胞传第2代时即可检测到HV和Ot，阳性率亦随传代次数的增加而增加。在传代培养

中单纯感染组的阳性率均显著高于先后和同时感染组。其结果均用PCR和RT—PCR进行了基因鉴

定。结论研究结果提示Hv和0t可在同一宿主细胞内共生，在感染初期有相互抑制作用；对HV

和ot的流行病学有一定的理论意义。
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【Abstract】 0bjective To investigate the possibility of Hantavirus(HV) and oriP咒￡缸

￡s“f5甜卫祝m“访i(0t)coinfection in their hosts． Methods HV and 0t were used to infect Vero E6 cells

cultured in vitro singly，simultaneously or successively． Genes of HV and Ot were identified in different

generation cells with RT—PCR．R鹤uIts Five experiment groups o“nfected Vero E6 cells were teSted，the

reSults were aS follows：HV and 0t were both positive in infected Vero E6 cells passaged 2 timeS and the

p(商tive rate increased f01lowing the paSsaged times in HV and 0t infection groups， simultaneously or

successively．However，in the groups which were infected with HV and Ot separately，the gene of HV or

Ot could be detected in infected Vero E6 cells passaged only once and the positive rate increased following

the times of the passaged．The positive rate was higher in the singly infected groups than in those infected

simultaneously or successively．C蚰cl鹏ion Coinfection of HV and Ot did exist in the hosts while HV and

Ot could inhibit each other in the initial infection stage．
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￡s乱f“渺优“如i，Ot)感染危害严重的自然疫源性疾
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病，在我国广泛流行‘1’2|。近年来调查发现江苏省

北部、山东省等地区同时存在HFRS和恙虫病流行

区，并有“四同”现象[同一地区，同一季节(秋冬型)，

同一宿主(黑线姬鼠)，同一媒介(小盾纤恙螨)]【3 o。

因此，进一步研究HV和Ot可否同时存在于同一媒

介和宿主中，对HFRS和恙虫病的预防有重要的流

行病学意义。2004年我们用HV和Ot先后交替感

染实验鼠发现Hv和Ot可在实验鼠中双重感染并

分别定位于鼠的肺脏和脾脏。1995年日本学者

Tamura等‘43将HeLa，Vero E6，BHK，Mccoy and L

作为Ot的敏感细胞，其中Vero E6细胞又是HV的
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敏感细胞。为进一步了解HV和ot共生意义，我们

用Vero E6细胞体外培养方法进行HV和Ot实验

感染研究，结果报告如下。

材料与方法

一、材料

Vero E6细胞购自中国科学院上海细胞所。

HV 76—118株制备：感染小白鼠乳鼠第5代鼠脑，经

研磨、冻融后，用Eagle’s液制成10％悬液，

4000 r／min离心30 min(4℃)，取其上清液，TCID，。

测定病毒滴度为1500 TCID，。／ml，置一20℃冰箱保

存备用。Ot毒株由郭恒彬教授惠赠，是福建省平潭

岛恙虫病疫区黑线姬鼠分离株。ot感染小白鼠检

测阳性的脾脏悬液w／W，置一20℃冰箱保存备用。

HV和ot检测材料：①HV陈株免疫血清效价

1：640，由安徽省医学研究所提供；②抗兔IgG荧光

抗体为上海生物制品研究所产品；③Giemsa染色材

料由南京军区联勤部军事医学研究所药供室提供，

检测方法见文献[5]；④蛋白酶K、溶菌酶等为上海

生物工程公司产品；⑤HV PCR扩增及检测：设计

HV 76—118株的两个寡核苷酸引物，由上海Sangon

公司合成经PAGE纯化；正向引物5’一GCA

TCATGTGAAGCCTTTT(>3 7(1199～1218 nt)，反

向 引 物 5 7一GCAGATGTGGCCCAACCATG一3
7

(1478～1497 nt)。PCR扩增产物为299 bp；试剂

AMV RTase 10×PC缓冲液，dNTPs和Taq DNA

聚合酶为Promega公司产品，PGEM一7zf／HaeⅢ

DNA Markers为上海华美公司产品；⑥ot PCR扩

增及检测引物设计和合成参照郭恒彬等∞1根据0t—

sta56KDa外膜蛋白基因部位序列设计，由上海生物

工程公司合成。

二、方法

(一)HV、ot先后感染Vero E6细胞：

1．HV、ot先后感染组：将Vero E6细胞按

105／ml细胞数分别置于25 ml培养瓶内，每瓶1 ml，加

含10％胎牛血清199培养液2 ml，置37℃温箱内传

代培养2 d后待细胞生长成单层，弃去培养液取上述

HV 0．5 ml接种于培养瓶内，轻轻振摇待细胞面全

部接触HV悬液后，置37℃温箱吸附2 h弃去HV悬

液，用Hank液洗涤3次，加含10％胎牛血清199培

养液3 ml。次日弃去培养液，加上述Ot脾悬液上清

0．5 ml轻轻振摇待细胞面全部接触Ot液后再37℃

温箱吸附2 h，弃去ot悬液加含10％胎牛血清199
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培养液3 ml过夜，次日换维持液3—4 d换液一次，培

养6—7 d后传代。传第2代始每次取细胞贴片用

IFAT和Giemsa检测HV和0t感染。

2．ot、HV先后感染组：同上HV、0t先后感染

组。将Vero E6细胞按105／m1细胞数分别置于

25 ml培养瓶内，每瓶1 m1，传代培养待细胞培养成

单层后，先接种感染ot，次日接种感染HV。其接

种、吸附、培养及Ot、HV感染检测均同上述HV、Ot

先后感染组。

3．Hv、ot同时感染组：Ver0 E6细胞培养、接

种、吸附及HV、Ot感染等均同上。其区别仅为HV

悬液和Ot脾悬液各0．5 ml，均匀混合后同时接种于

Vero E6细胞单层，吸附2 h弃去换培养液。

4．HV、Ot单纯感染组：Vero E6细胞培养、HV、

0t接种、吸附及HV、ot接种后感染检测均同上述。

其区别，该细胞仅单纯接种感染HV或Ot。

(二)HV和Ot感染vero E6细胞PCR检测

鉴定：

1．HV—RNA和Ot—DNA模板制备：
。

(1)Hv—RNA的提取：取106／ml感染细胞悬液

2 ml，在一20℃冰箱反复冻融3次每次1 h，然后

1000 r／min离心5 min(4℃)，取上清500“l置1．5 ml

微型离心管内，按文献[7]提取HV—RNA制备RNA

模板。

(2)ot—DNA的提取：按文献[6]略加改变。①取

106缸l感染细胞悬液2 ml同上述方法冻融，

1000 r／min离心取上清500肛l，加1×TE缓冲液，

5000 r／min离心5 min，取沉淀；②加入400肚l裂解缓

冲液[10 mm01／L Tris(pH值8．0)，0．1 m01／L

EDTA，0．5％SDS]，蛋白酶K 10肛l(20 mg／m1)至终

浓度o．5 m彰m1，混匀，加溶菌酶(4 mdml)2肛l，

50℃水浴6 h；③加入等体积酚／氯仿／异戊醇(25：

24：1)，混匀3—5 min，5000 r／min离心5 min，取水

相，重复③步骤2～3次；④取水相，加1／10体积

3 mol／L NaAc，RnaseA(10 mg／m1)至终浓度0．25～

0．3弘g／肛l，37℃孵育30 min；⑤加2．5倍体积预冷的

无水乙醇，置一20℃过夜；⑥10 000 r／min离心

15 min，沉淀用75％乙醇洗涤2次(每次10 000

r／min离心10 min)，待乙醇挥发干净后，加20“l无菌

双蒸馏水溶解，一20℃备用。

2．RT—PCR和PCR扩增产物的纯化：

(1)HV．RNA PCR反转录反应：在RT—PCR

30肛l的反应体系中含RNA模板5肛l，AMVRTase
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1肚l(5 u)，10×反应缓冲液3肛1，2．5 mmol／L

dNTPs 4_￡上l，40 lul RNasin 1．5肛mol／L夕p弓f物1肛l，将

此反应体系放人42℃的温水中反应1 h。反转录结

束后，94℃5 min灭活反转录酶，自然冷却至30℃。

PCR反应程序为：94℃40 s，55℃50 s，72℃1 min，

进行38次循环，最后一次循环延长7 min，取产物

2肚l用2％琼脂糖凝胶电泳紫外线下观察其阳性带。

(2)ot—DNA PCR：反应总体积为50肚I，其中无

菌三蒸水36．75肛1；10×PCR buffer 5肛l；15 mmol／L

Mgcl22 p1；10 mmol／L dNTPs 3肛l；Taq酶(5 u似1)

0．25 pl；10肛mol／L弓I物11肛1；10肛mol／L弓I物21肛l；

DNA模板1“1。反应条件：94℃预变性5 min，94℃

变性30 s，56℃退火1 min，72℃延伸1 min，共35个

循环，最后72℃再延伸5 min。取PCR产物3～5肚l

进行2％琼脂糖电泳，紫外灯下可见317～332 bp带

者为阳性。实验同时设阳性和阴性对照。

(3)PCR扩增产物的纯化：采用美国Milipore

公司生产的ultrafree—DA，一步离心法从琼脂糖中

回收DNA片段。做法：在紫外灯下切下包含目的

片段的琼脂糖胶条(约100 mg)，将胶条放入碎胶器

中，5000 r／min离心15 min，将碎胶器及Utrafree—MC

取出丢弃，回收的产物留在回收管底部。加2．5倍体

积的无水乙醇一20℃过夜，10 000 r／min离心

15 min，去上清，沉淀用70％乙醇洗2次，蒸干后，

加20扯l无菌三蒸水重溶，一20℃冻存备用。

结 果

1．感染HV、Ot细胞生长情况：5组Vero E6细

胞分别先后、同时和单纯感染Hv和Ot。除单纯感

染组在分别接种感染HV和ot细胞可经传5代(每

代4—6 d)，第5代后细胞开始脱落、老化。先后和

同时感染组细胞接种感染第二天有5％～10％细胞

脱落，镜下细胞生长缓慢，传至第2代时细胞生长恢

复正常，第4代细胞开始老化、脱落；较单纯感染组

细胞生长较差。

2．感染Hv、ot细胞阳性检测：5组Vero E6细

胞分别先后、同时和单纯感染Hv和ot后，其单纯

感染组于传第2代时取细胞涂片用IFAT和Giemsa

检测有10％左右细胞呈阳性反应(表1)。HV感染

细胞IF阳性颗粒分布于细胞核周围；而ot多为球

杆状，也有球形、短杆状、长杆状，位于胞浆内或靠近

核旁呈紫蓝色成堆排列，以细胞浆多见。以后随着

传代次数的增加而阳性率增加；当传第4代时即有

80％左右的细胞呈阳性。第5代细胞开始脱落难以

再维持传代培养(图1)。HV和Ot先后和同时感染

组，细胞在传第2代时，涂片检查未见阳性反应。传

第3代时涂片检查即有5％细胞呈阳性反应，传至

第4代和第5代(存活组)时，阳性细胞数显著增加

(50％～80％)其阳性颗粒，HV多见于细胞核周围，

而Ot则多见于细胞浆内。在5组感染HV和Ot细

胞检测发现，在传代培养2代和3代时涂片检查其

阳性率，先后、同时和单纯感染组差异显著(P<

0．05)，传至第4代后其感染细胞则无差异(P>

0．05)。

表1 HV、0t五种感染方式各组阳性率均数

注：括号内数据为感染组／实验组

图1 HV和Ot感染Vero E6细胞20天后IF检测的

HV(上)和Giemsa染色检测的0t(下)图像

3．感染HV、0t的细胞用PCR检测鉴定：取上

述5组感染HV和Ot的Vero E6细胞，用IFAT和

Giemsa检测HV和Ot感染阳性细胞分别提取HV．
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RNA和Ot—DNA制备RNA和DNA模板。用方法

中各自引物扩增序列。取产物5肚l电泳溴化乙锭

(EB)染色。结果凡IFAT和Giemsa检测阳性的细

胞提取的HV—RNA，用组引物扩增后均有299 bp的

阳性带(图2)；提取的Ot—DNA经引物1和2个扩

增后均见有317～332 bp的扩增带(图3)。

1：阴性对照组；2：阳性对照组；3：HV、Ot先后感染组；4：0t、

HV先后感染组；5：Hv、0t同时感染组；6：HV单纯感染组

图2 HV和ot感染5组vero E6细胞20天后

Hv PCR检测结果

1：Ot单纯感染组；2：HV、Ot先后感染组；3：Ot、HV先后感染组；

4：HV、Ot同时感染组；5：阳性对照组

图3 HV和Ot感染5组vero E6细胞20天后

Ot PCR检测结果

讨 论

20世纪80年代我们课题组的研究证明，小盾

纤恙螨和黑线姬鼠分别为Hv和Ot的媒介和宿主

动物。2004年我们用Hv和ot先后分别和同时感

染小白鼠，发现Hv和ot在实验鼠间有双重感染现

象。为进一步证明HV和ot对宿主动物双重感染

的可能性，用Vero E6细胞体外培养，接种HV和

Ot，观察HV和Ot在Vero E6细胞内感染情况。结

果提示Hv和Ot在同一宿主细胞内可共生。但在

感染初期，不同的感染方式镜检病原体阳性率存在

显著差异：单纯感染组在细胞传至第2代时阳性感

染率已达到6％，而复合感染组尚未见感染阳性细

胞，推测原因可能是HV和ot两种病原体在感染细

胞的过程中存在一定的相互抑制作用，可能是竞争

细胞表面的作用受体；而在细胞传至第4代时，感染

阳性率已无显著差异，可能是病原体经过一定的入

侵阶段，在细胞内有不同的定位，可以各自繁殖造

成。而HV、Ot以不同方式复合感染的各组间，细胞

感染阳性率未得到统计学差异。一种病原体的优先

感染并未抑制另外一种病原体的感染，一方面说明

HV和Ot对vero E6细胞的感染能力没有明显的

强弱之分，另一方面说明这两种病原体的同时存在

彼此毒力不会削弱。

本研究在实验动物小白鼠体内检测到HV、Ot

的复合感染，在此研究基础上，成功地进行了Vero

E6细胞的Hv、Ot复合感染，这一研究为证明自然

界中存在HV、Ot的复合感染提供了初步依据，但需

要得到自然感染的研究资料，才能进一步明确这两

种病原体在自然界中对同一宿主的复合感染存在的

可能性，以及感染后病原体在媒介和宿主体内的繁

殖情况等。

该研究结果对探讨出血热和恙虫病自然疫源地

的维持有重要的流行病学意义。在HFRS和恙虫

病的疫区，应考虑同时监测HV、Ot的同一宿主和媒

介携带这两种病原体，可能条件下对相应临床患者

进行两种病原体的检测。
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