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甲 3 型、乙型流感病毒在MHL 混合细胞中增殖的研究
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摘 　要 　〔目的〕建立 MHL 混合细胞瓶分离培养流感病毒的方法 ,为进行流感监测及临床快速诊断打下基础。〔方

法〕采用 MDCK、HEP - 2、LLC混合细胞培养瓶和 MDCK单一细胞培养瓶 ,同时分别接种甲 3 型和乙型流感病毒标准毒株 ,

并设立阴性细胞对照组 ,观察甲 3 型和乙型流感病毒毒株在混合细胞瓶和 MDCCK细胞瓶中的细胞病变效应 (CPE) 、血凝

滴度和单克隆抗体荧光染色情况。〔结果〕病毒血凝滴度分别均为 1 :160 ,经 1 :5 稀释的甲 3 型和乙型流感病毒接种 MHL

混合细胞瓶和 MDCK细胞瓶经 37 ℃、48h 培养后 ,感染甲 3 型病毒细胞出现细胞拉网、团聚病变现象 ,感染乙型流感病毒

细胞则出现明显细胞固缩、脱落现象 ,MDCK单一细胞培养瓶 CPE 强于混合细胞培养瓶 :37 ℃、72h 培养后 ,检测血凝滴

度 ,感染甲 3 型流感病毒的 MDCK细胞和混合细胞均为 l :40。感染乙型流感病毒的 MDCK细胞为 1 :120 ,MHL 混合细胞

为 1 :20 ;单克隆荧光抗体检测 ,感染甲 3 型和乙型流感病毒的 MDCK细胞和混合细胞均呈阳性。〔结论〕应用 MDCK、HEP

- 2 ,LLC混合细胞瓶分离、培养 ,不仅可对甲型流感爆发进行流行病学监测 ,同时还可分离鉴定其它呼吸道病毒 ,利于临

床诊断、治疗和预防。
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Abstract 　We inoculate influenza A (H3) and B virus in a shell - vial of mixed cells of MDCK, Hep - 2 and LLC - MK2 cells or

shell vials of MDCK cells alone to observe for the presence of cytopathic effect (CPE) , haemagglutination and monoclonal antibody -

based immunofluoreseene assay1 Results demonstrated that after incubated at 37℃for 24h , the mixed cell culture or MDCK cells alone

which were inoculated with influenza A virus , cytopathic effect of viral infection were observed1 The CPE observed in the MDCK cells

alone vial was stronger than that of the mixed cell culture1 After incubated at 37 ℃for 72h , hemagglutination assay showed that tbr in2
fluenza A (H3) virus , the titres were both 1 :40 in mixed cells vial and MDCK alone vial while influenza B virus inoculated in MDCK

cells vial is l :120 and inoculated in mixed cells vial is 1 :201 Influenza A (H3) and B virus were detected in mixed cells vial or in MD2
CK cells vial by McAb - based immunofiuorescence assay1
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　　适合甲、乙型流感病毒增殖的敏感细胞株依次分别为 Mr2
Lu、pRhMK、MDCK细胞[1 ] ,而引起上呼吸道感染的主要病毒并

不都适合在上述细胞内增殖 ,如呼吸道合胞病毒适合在 HEP

- 2 细胞中生长。因此 ,培养分离检测不同的上呼吸道病毒要

分别选用适当的敏感细胞株 ,如果采用混合细胞瓶分离培养

则可以检测数种主要的上呼吸道病毒[2 - 5 ] 。但混合细胞培养

对主要上呼吸道病毒中的某些病毒 ,比如甲、乙型流感病毒与

单一敏感细胞培养是否有区别 ? 为此 ,我们用甲 3 型和乙型流

感病毒的标准毒株感染混合细胞培养瓶 ,观察其细胞病变效

应、血凝滴度和单克隆抗体荧光染色结果 ,了解流感病毒在混

合细胞培养瓶中的增殖情况。

1 　材料与方法

111 　材料

(1) MDCK细胞 ,34 代 ;HEP - 2 细胞 ,410 代 :LLC 细胞 ,309

代 ;均由香港中文大学谈兆麟教授赠送。

(2) A/ 上海/ 49/ 78( H3N2) :B/ 北京/ 6/ 54 为本实验室保存

毒株。

(3) 细胞生长液 : D - MEM 母液加胎牛血清 ,终浓度为

10 % ;病毒培养液 : D - MEM 母液加 TPCK - 胰酶 ,终浓度为

2μg/ ml。
(4)抗甲 3 型流感病毒单克隆抗体 ,代码 MAB8254 ;抗乙型

流感病毒单克隆抗体 ,代码 MAB8661 ;抗 IgG荧光标记抗体 ,代

码 APl24F ,均由 Chemical 公司生产。

112 　方法

11211 　MDCK细胞培养瓶 　MDCK细胞在 T75 细胞瓶中长成

单层细胞后 ,经 EDTA - 胰酶消化 ,分装培养瓶中 ,3ml/ 瓶 (细胞

数为 2～5 ×105/ ml) ,然后置 37 ℃、5 %CO2 温箱中长成 80 %左

右的细胞单层。

11212 　混合细胞培养瓶 　MDCK、HEP - 2、LLC 三株细胞分别

在 T75 细胞瓶中长成单层细胞后经 EDTA - 胰酶消化 ,分别对

MDCK、HEP - 2、LLC细胞悬液计数后混合 ,制成细胞数为 115

×105/ ml 的细胞悬液 ,其中每株细胞细胞数分别为 5 ×104/ ml。

将上述混合细胞悬液分装培养瓶中 ,3ml/ 瓶 ,置 37 ℃、5 %CO2

温箱中长成 80 %左右的细胞单层。

11213 　病毒接种、检测 　将血凝滴度均为 1 :160 ,经 1 :5 病毒

培养液稀释的甲 3 型、乙型流感病毒标准毒株 0. 3ml 分别接种
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MDCK细胞各 5 瓶、混合细胞各 5 瓶 ,同时随机取 MDCK细胞

和混合细胞各 5 瓶 ,接种 0. 3ml 病毒培养液 ,作为阴性对照。

置 37 ℃、3500r/ min 离心 1h。弃上清液 ,加入病毒培养液 2.

5ml ,置 37 ℃、5 %CO2 温箱中培养。

第 2d 开始观察对照组、病毒感染 MDCK细胞瓶和混合细

胞瓶的细胞形态。待病毒感染 MDCK细胞瓶、混合细胞瓶 CPE

+ + ～ + + + 后 ,取出对照组和病毒组细胞上清液进行血凝

试验 ,同时刮下对照组、病毒组细胞滴于 12 孔玻片上每瓶细胞

2 孔。自然干燥 ,冷丙酮 - 甲醇固定 ,PBS盐溶液清洗 3 次后 ,

每孔加经 PBSl :100 稀释的相应单克隆抗体 50μl ,37 ℃湿盒孵育

30min ,PBS盐溶液清洗 3 次 ,每孔加荧光标记抗 IgG抗体 50μl ,

37 ℃湿盒孵育 30min ,PBS盐溶液清洗 3 次 ,晾干 ,滴加荧光镜

油 ,置荧光显微镜下观察。

2 　结果

211 　细胞病变效应 (CPE) 　感染甲 3 型及乙型流感病毒的

MDCK细胞瓶和混合细胞瓶 ,第 2d 观察 CPE( ±) 。第 3d 甲 3

型流感病毒感染细胞即可见细胞拉网、团聚现象 ,CPE( + + ) ;

乙型流感病毒感染细胞则主要表现为细胞固缩和细胞脱落现

象 ,CPE( + + + ) 。正常对照细胞无 CPE。

212 　血凝试验 　第 3d 检测病毒感染细胞和对照组细胞血凝

滴度。感染甲 3 型流感病毒的 MDCK细胞瓶和混合细胞瓶血

凝滴度均为 1 :40 ;感染乙型流感病毒的 MDCK细胞瓶血凝滴

度为 1 :120 ,混合细胞瓶为 1 :20。正常对照细胞瓶阴性。

213 　单克隆抗体荧光染色 　在检测血凝滴度的同时进行单克

隆荧光抗体染色。低倍镜下 ,感染甲 3 型或乙型流感病毒的

MDCK细胞和混合细胞 ,可见细胞及细胞碎片荧光着色明显 ;

对照组则隐约可见染有黯淡荧光的完整细胞。高倍镜下 ,感

染流感病毒的 MDCK细胞和混合细胞 ,细胞周边有绿色荧光

光环或荧光偏于一侧 ;对照组则见黯淡荧光细胞。比较混合

感染细胞和 MDCK感染细胞荧光着色情况 ,混合感染细胞则

更能突显阳性感染荧光细胞。进一步实验显示 ,甲 3 型流感病

毒血凝滴度 1 :40 ,经 1 :106 稀释后 ,感染混合细胞培养瓶 ,经

48h 培养后 ,单克隆抗体荧光染色 ,便可观察到强阳性结果。

3 　讨论

MDCK、HEP - 2、LLC 混合细胞瓶适合分离培养主要上呼

吸道病毒。如甲 1、甲 3、乙型流感病毒 ,副流感病毒 1、2、3 型 ,

呼吸道合胞病毒 A、B 型 ,腺病毒等。本实验 ,我们通过用甲、

乙型流感病毒标准毒株 ,同时接种混合细胞培养瓶和 MDCK

细胞培养瓶 ,比较观察细胞病变效应、血凝滴度和单克隆抗体

荧光染色情况。

311 　细胞病变效应 　甲 3、乙型流感病毒接种混合细胞培养

瓶和 MDCK细胞培养瓶经 37 ℃、48h 培养均出现细胞病变效

应 ,MDCK细胞培养瓶 CPE强于混合细胞瓶。这可能是因为混

合细胞瓶中存在有不适合流感病毒增殖的细胞 ,但仍可以看

到 ,其中适合流感病毒增殖的细胞 CPE 很强。同时由于我们

接种的是流感病毒的标准毒株 ,所以细胞病变效应产生较快。

312 　血凝滴度 　经 37 ℃、72h 增殖后 ,感染甲 3 型流感病毒的

MDCK细胞瓶和混合细胞瓶血凝滴度没有明显区别。感染乙

型流感病毒的 MDCK细胞瓶血凝滴度明显高于混合细胞瓶。

这可能是因为 ,MDCK细胞瓶中含有较多适合流感病毒增殖的

细胞 ,经培养相同时间后 ,其上清液中含有更多的病毒颗粒 ,

呈现较高的血凝滴度。

313 　单克隆抗体荧光染色 　感染混合细胞和感染 MDCK细胞

经单克隆荧光抗体染色与未感染病毒的对照细胞比较 ,均呈

阳性结果。但感染混合细胞较感染 MDCK细胞在荧光显微镜

下阳性细胞更突显。这可能是因为混合细胞中含有对流感病

毒不敏感的细胞株 ,掺合在其中使敏感细胞荧光亮点就更突

显出来 ,便于观察阳性荧光细胞。同时我们还对甲 1 型流感病

毒感染细胞的刮片用抗甲 3 型单克隆抗体进行荧光染色 ,结

果未见阳性荧光细胞。提示单克隆荧光抗体染色检测病毒特

异性较高 ,运用不同的单克隆抗体甚至可进一步鉴定病毒的

型与亚型。血凝滴度为 1 :40 甲 3 型流感病毒标准毒株 ,经 1 :

105 稀释后感染混合细胞瓶 ,37 ℃、48h 培养后 ,单克隆荧光抗

体染色呈现阳性 ,说明混合细胞瓶培养甲 3 型流感病毒是敏

感的 ,可用单克隆荧光抗体染色进行快速检测。

对上呼吸道感染标本的病毒培养检测 ,通常是根据经验

怀疑为某一病毒感染 ,然后选用适合该病毒增殖的细胞株进

行分离培养 1wk[6 ] ,再用相应的单克隆抗体标记技术鉴定 (因

为观察细胞病变和血凝滴度都为非特异性诊断) 。但上呼吸

道病毒感染的临床症状往往很相似 ,显然传统细胞株分离培

养检测上呼吸道病毒有时不能得到阳性结果 ,而且培养时间

较长。用混合细胞瓶分离培养上呼吸道主要病毒 ,并用荧光

标记单克隆抗体技术鉴定 ,不但可以进行病毒的快速检测 ,且

比较传统细胞更易于观察阳性荧光细胞 ,用抗不同病毒、或不

同型与亚型的荧光标记单克隆抗体则可鉴别混合细胞瓶中感

染的不同病毒、病毒型与亚型。因此采用 MDCK、HEP - 2、LLC

混合细胞瓶分离、培养 ,不仅可以对易造成爆发流行的甲型流

感病毒人群感染情况进行流行病学监测 ,同时还可以分离鉴

定其他主要上呼吸道病毒 ,由于 48h 可出结果[6 ] ,利于临床诊

断和治疗 ,以及避免临床滥用抗生素。
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