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登革病毒对人树突状细胞感染性的研究
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摘 要：探讨登革病毒对人树突状细胞（FG）的感染性。人外周新鲜血常规分离单核细胞，经细胞因子 HI6GJ8、KL6!
诱导培养成 FG，通过形态学特征、细胞表型和淋巴细胞刺激能力鉴定。用登革病毒 # 型（F&#）感染 FG，于作用后

0@、#!@、!%@、7#@、30@ 分别收集上清液和细胞，甲基纤维素微量空斑试验测定病毒滴度，间接免疫荧光法检测细胞上

病毒抗原表达，透射电镜观察病毒在细胞内的定位。病毒感染后 0@ 即可在培养上清中测出病毒，病毒滴度在 !%@
达到高峰，以后逐渐下降。间接免疫荧光法证明感染的 FG 胞浆及胞膜上携带病毒抗原。透射电镜下在病毒感染

!%@ 后 FG 胞浆内可见大量病毒颗粒。树突状细胞是登革病毒感染的靶细胞，病毒可感染 FG 并产生大量病毒颗

粒，可能在其发病机制中起重要作用。
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登革病毒（F5C,+5 N=O+-，F&）是登革热（F5C,+5
P5N5O，F8）、登 革 出 血 热（F5C,+5 @5<’OO@9,=E P5N5O，
FQ8）及 登 革 休 克 综 合 征（F5C,+5 -@’ER -ACDO’<5，
FJJ）的病原体。已知免疫应答在决定其疾病严重

程度中起重要作用，而树突状细胞（F5CDO=.=E E5((-，
FG）是目前所知的机体内功能最强的抗原呈递细胞

（*C.=,5C SO5-5C.=C, E5((，*TG），是激发初始 4 细胞反

应的唯一刺激因子，同时可产生一系列细胞因子和

其它化学介质参与免疫调节，因此在免疫应答中占

据特殊的地位。但有关 FG 在登革病毒感染中的作

用目前研究较少，本研究以人髓系树突状细胞为靶

细胞，研究登革病毒对其感染性，并对感染条件及时

间动力学等因素进行系统观察，为确定人 FG 是否

是 F& 生长的允许性细胞。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 毒株和细胞：F&# 病毒标准株（/5U H+=C59 G
株，/HG 株），本教研室冻存，使用前将病毒在 G0V10
细胞上传代并采用微量病毒空斑法滴定病毒滴度

（T8W X <L），病毒滴度为 # Y 2$7 T8W X <L。白蚊伊蚊

（G 0V10）细胞株，本教研室长期传代和冻存。

!"!"# 主要试剂：粒细胞6巨噬细胞集落刺激因子

（ HO9C+(’EA.56<’C’EA.5 E’(’CA6-.=<+(9.=C, P9E.’O，HI6

GJ8）、重 组 人 白 细 胞 介 素6!（M5E’<Z=C9C. @+<9C
=C.5O(5+R=C !，O@KL6!）（深圳晶美公司），鼠抗人 GF29
单克隆抗体、鼠抗人 GF%$ 单克隆抗体、鼠抗人 GF!$
单克隆抗体、鼠抗人 QL*6FM 单克隆抗体（*CE5(( 公

司），新生小牛血清（杭州四季青公司），MTIK20!$、

FI;I（H=ZE’ 公司），淋巴细胞分离液（天津 4[F 研

究所），J*[G 试剂盒（武汉博士德公司），8K4G 标记

的羊抗鼠 K,H（J=,<9 公司）。

!"# 树突状细胞的体外诱导培养和鉴定

参照文献［2］的方法，其中用淋巴细胞分离液分

离的单个核细胞在 17\、"]G #̂ 培养箱培养时间延

长至 0@ 以获得更多的单核细胞，加细胞因子 HI6
GJ8 和 KL6! 诱导培养 7 _ 2$D 收集细胞并鉴定。鉴

定方法包括：（2）倒置相差显微镜和透射电镜观察细

胞形态；（#）免疫组化（*[G 法）测定细胞表面分子

GF29、GF!$、GF%$、QL*6FM；（1）刺激同种淋巴细胞

增殖反应测定其功能状态，具体方法参照文献［#］。

!"$ 登革病毒感染人 %& 的病毒滴度测定

F&# 用 !]8GJ 的 FI;I 配成 #‘" Y 2$0SP+V<L，

取 $‘#<L 接种到含 " Y 2$! V孔 FG 的 #! 孔板中，17\
吸附 #@ 后弃感染上清，!] 8GJ 的 MTIK20!$ 洗两

遍，每孔加 !]8GJ 的 MTIK20!$ 培养液 $‘"<L，分别

于感染后 0@、#!@、!%@、7#@、30@ 收集上清，待测病毒

滴度。病毒滴度测定参照文献［1］方法，采用甲基纤



维素微量空斑试验法。

!"# 间接免疫荧光法检测

病毒感染方法同上，于收集上清同时收集感染

细胞，置于玻片上，干燥后 !"丙酮固定 #$%&’，()*
清洗 + 次，每次 +%&’，加 # , #$ 稀释的鼠抗 -. 抗体

（一抗），()* 清洗 + 次，加 /012 标记的羊抗鼠 034
（二抗），免疫荧光显微镜下观察，未感染 -2 作阴性

对照。感染 -. 的 25675 细胞作阳性对照。

!"$ 透射电镜观察登革病毒在感染 %& 内的定位

病毒感染方法同上，收集感染 8!9、!:9、;89 的

-2 置于离心管中，!<小牛血清的 =(>0#5!$ 洗两

遍，#$$$?6%&’ 离 心 #$%&’，去 上 清。 沿 管 壁 加 入

8@+<戊二醛，!"固定 7$%&’。!" ()* 液清洗 89，

离心后去上清液。离心管内加入 $@7%A 7;" 8<的

琼脂糖液，形成细胞琼脂凝胶预包埋块。#<四氧化

锇 !"固定 89。丙酮梯度脱水，按常规方法渗透包

埋，制成超薄切片，透射电镜观察并照相，未感染 -2
作阴性对照。

图 ! %& 刺激淋巴细胞增殖反应（!! ’ "，# ( )）

/&3B# -2 CD&%EFGDHI D9H J?KF&LH?GD&K’ KL GFFK3H’H&M FN%J9KMNDHC（"!
O "，# P 7）

#$ Q $B$+；R $ Q $B$#，SC MK’D?KF B

* 结果

*"! %& 体外培养和鉴定

单核细胞培养 7I 出现细胞聚集形成散在的细

胞集落，随着时间延长细胞从聚体脱落呈悬浮生长，

培养 ;I 左右可见到大量典型的树突样突起的悬浮

细胞，形态呈圆形、网球拍形、不规则形等，体积比单

核细胞大 # T #@+ 倍（图版!UVUG）。电镜观察可见

细胞表面有大量不规则突起（图版!UVUW），免疫组

化显示，X$< 以上 细 胞 表 达 -2 特 异 性 标 志 2-FG
（X#<），同 时 -2 高 表 达 YAVU-=（X8<）、2-!$
（;X<）和 2-:$（:#<）（图版!UVUM、I、H）。与对照组

相比，树突状细胞明显促进同种淋巴细胞的增殖，

-2 按不同比例与同种淋巴细胞混合均产生强大的

刺激和促增殖能力（图 #）。-2 刺激同种淋巴细胞

增殖反应表明本法获得的 -2 具有强大的促进淋巴

细胞增殖能力。

*"* 感染 %& 上清病毒滴度的测定

病毒感染树突状细胞后 59，细胞开始产生病

毒，病毒滴度 !:9 达到高峰，以后逐渐下降（表 #）。

表 ! %+* 对人树突状细胞的感染性（!! ’ ,，- ( )）

1GWFH # 19H ?HJF&MGD&K’ KL -.8 &’ -2（"! O C，’ P 7）

1&%H KL GLDH? &’LHMD&K’69 .&?EC D&D?H6（JLE6%A Z #$7）

5 $@8:; O $@$++

8! #@+:# O $@+8#

!: #$@!#; O $@:$8

;8 7@8#; O $@X+8

X5 $@X+! O $@#$!

*") 感染 %& 中登革病毒抗原的检测

病毒感染 8!9 出现荧光阳性细胞，!:9 达到高

峰，在 -2 胞浆及胞膜上出现片状或颗粒性绿色荧

光（图版!UVUL）。

*"# 透射电镜下病毒在细胞内的定位

病毒感染 8!9 在胞浆内可见到病毒颗粒，感染

!:9 胞浆内出现大量病毒颗粒（图版!U)UG、W）。

) 讨论

登革病毒的自然宿主是人和猴子等灵长类动

物，但登革病毒在体内复制的确切部位目前仍不清

楚［!］。所有的免疫效应细胞如巨噬细胞、单核细胞

及非免疫细胞如血管内皮细胞、皮肤成纤维细胞、脑

细胞等均被报道是潜在的宿主细胞［+ T ;］，然而这些

细胞都不能有效的呈递抗原给 1 细胞。树突状细胞

是主要抗原呈递细胞，在感染后可以从外周组织迁

移至淋巴结，并活化 2-![ 62-:[ 1 细胞［:，X］。目前

已发现多种病毒如 Y0.、巨细胞病毒、麻疹病毒等可

以在树突状细胞内增殖复制［#$］，由于髓系 -2 分布

在表皮和上皮，是免疫应答的始动者，因此很可能是

登革病毒经蚊虫叮咬后引起机体发生最初免疫反应

的主要细胞。

我们在体外实验中用登革病毒感染人树突状细

胞后，59 即可在培养上清中测出病毒，!:9 病毒滴

度达到高峰，以后逐渐下降。感染细胞表达病毒抗

原，以 !:9 细胞阳性数量最多，荧光最强，胞浆内可

见片状、大颗粒状阳性荧光。在透射电镜下观察病

毒感染不同时间段的树突状细胞，同样发现随感染

时间延长，病毒颗粒逐渐增多，在病毒感染后 !:9 即
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病毒滴度高峰时期的树突状细胞的胞浆里发现了大

量病毒颗粒，其直径在 !" # $"%&，与登革病毒直径

大小范围一致，并与病毒滴度及免疫荧光数据相一

致，说明在体外登革病毒能够感染人树突状细胞并

产生高滴度的病毒，因此有力地证实人树突状细胞

很可能是登革病毒感染的重要早期靶细胞。

我们的研究还发现登革病毒感染可促进树突状

细胞分泌 ’()*!、+,*-［..］，提示病毒滴度在后期的下

降可能与 /0 分泌对病毒有抑制作用的细胞因子有

关。由此推论，易感者经带毒蚊虫叮咬后，病毒首先

在位于表皮的树突状细胞内复制增殖，并传递抗原

给初始 ’ 细胞，诱发免疫应答，与此同时，病毒也可

在局部组织的皮肤成纤维细胞、血管内皮细胞内复

制、扩散至全身，以及分泌一系列细胞因子、炎性分

子等，从而导致 /) 或 /1)2/33。
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