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水泡性口炎病毒与Monocyte及MoDC的互作研究
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　　摘　要:为了探究水泡性口炎病毒(Vesicularstomatitisvirus,VSV)与天然宿主免疫细胞的互作关系,实验用

M 蛋白第５１位甲硫氨酸残基缺失后的重组病毒(VSVΔM５１ＧGFP)和第５１位甲硫氨酸敲除、第２２１位缬氨酸突变为

苯丙氨酸、第２２６位丝基酸突变为精氨酸的重组病毒(VSVＧMTＧGFP)以及野生型重组病毒(VSVＧGFP)感染猪单核

细胞(Monocyte)和单核细胞诱导的树突状细胞(MonocyteＧderiveddendriticcell,MoDC),通过空斑实验制作病毒生

长曲线,用激光共聚焦显微镜和流式细胞仪检测细胞的感染状况,ELISA 检测细胞培养上清中的细胞因子表达变

化.结果表明,VSV、VSVΔM５１、VSVＧMT 均可感染 Monocyte和 MoDC,且 Monocyte的感染率仅为８．３８％.３种病

毒在 MoDC中可以大量复制,但无法在 Monocyte中扩增.且与野生型 VSV相比,VSVΔM５１、VSVＧMT 细胞致病性

依次减弱.VSV能有效激活 TNFＧα、ILＧ８、IFNＧα相关免疫细胞因子在 MoDC中的表达,且 M 蛋白突变程度越大,病
毒激活能力越强.
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０　引　言

水泡性口炎(vesicularstomatitis,VS)是由水

泡型口炎病毒(vesicularstomatitisvirus,VSV)引
起的一种人畜共患急性传染病,可通过多种媒介广

泛传播.VSV属于弹状病毒科水泡病毒属成员,按
其血清型可分为新泽西型和印第安纳型[１],基因组

为一条单链RNA分子,分别编码 N、NS、M、G、L５
种主要结构蛋白,其中 M 和 G 蛋白定位于病毒粒

子包膜蛋白.M 蛋白由２２９个氨基酸组成,能使核

衣壳同含有 G蛋白的包膜或细胞膜发生相互联系,
故 M 蛋白被认为是一种桥连分子和重要的致病因

子[２].树突状细胞[３](DendriticCell)是目前已知功

能最强大的抗原递呈细胞,作为机体适应性 T细胞

免疫应答的始动者,DC细胞能够显著刺激初始 T
细胞的增殖.病毒感染 DC后,能够不同程度引起

MHCII、TNFＧα、ILＧ１２、和 CD８０/８６等细胞因子及

表面蛋白的变化.病毒感染致使细胞因子分泌的改

变可以反映出细胞免疫的倾向性.IFNＧα的分泌可

以促进动物体内未成熟 DC的成熟[４],TNFＧα的分

泌可诱导DC主要组织相容性复合物的表达,可以

提高DC细胞的抗原递呈能力.ILＧ８是一种强有力

的细胞趋化因子和活化因子,是激活中性粒细胞的

吞噬功能和溶酶体活性,此外对 T淋巴细胞也有一

定的趋化作用[５].
近年来,VSV 相继被人们应用于 HIV、乳腺

癌[６]等疾病的疫苗研究[７].２０１４年,起源于非洲的

埃博拉病毒引起全球恐慌,近日,加拿大公共卫生署

的科研人员成功研发出基于口炎病毒载体的 VSVＧ
EBOV埃博拉疫苗[８],已投入临床实验,并表现出强

大的临床效果.
而此前对 VSV与 M 蛋白的研究数据主要来源

于小鼠,在BALB/c小鼠实验中已经证明基质蛋白

M 与细胞感染有关,但其在天然宿主致病机制中的

作用并不清楚.与小鼠相比,VSV 在天然宿主中与

免疫细胞的互作模型回归本体动物,使研究结果更



具有参考意义.观察DC感染病毒后的功能和表型

变化,可帮助人们探究 VSV传播机制,通过比较 M
蛋白突变后病毒的致病性和免疫原性变化,也可为

VSV病毒弱化和载体疫苗提供参考.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

１．１．１　病毒株与细胞

表达绿色荧光蛋白的野生型重组 VSV(VSVＧ
GFP)、M 蛋白第５１位甲硫氨酸缺失的重组病毒

VSVΔM５１ＧGFP、以及在 VSVΔM５１ＧGFP基础上将

第２２１位缬氨酸突变为苯丙氨酸、第２２６位丝基酸

突变为精氨酸的重组病毒(VSVＧMTＧGFP)、猪肾细

胞 系 (IBRS２)和 非 洲 绿 猴 肾 细 胞 (VERO)、

Monocyte及 MoDC均由上海交通大学兽医生物技

术重点实验室分离制备和诱导.采血用猪为上海交

通大学实验动物中心的中型西双版纳猪.

１．１．２　主要试剂及仪器

细胞培养用 RPMIＧ１６４０培养基、DMEM 培养

基和胎牛血清以及 MHCII、CD８０荧光抗体购自赛

默飞.低吸附２４孔细胞培养板购自美国康宁公司,
细胞磁珠分选设备及CD１４抗体购自德国 Miltenyi
公司,流式细胞仪分别用到 BD 公司 FACSCalibur
和BeckmanCoulter公司的 CytoFLEX 型号,激光

共聚 焦 显 微 镜 为 德 国 徕 卡 TCS SP５II 型 号,

TNFＧα、ILＧ８、IFNＧα检测试剂盒购自北京四正柏生

物科技有限公司.其他常用试剂为国产分析纯.

１．２　实验方法

１．２．１　猪 Monocyte及 MoDC的分离及诱导

从猪心脏静脉丛取血１２０mL,加适量１％肝素

抗凝,缓慢移入装有１７mL淋巴细胞分离液的５０
mL离心管中,２０００r/min离心２０min,使离心机自

然减速.将上层与中层之间的乳白色单个核细胞层

用吸管吸出,加入红细胞裂解液裂解５min后再加

DPBS缓冲液２０００r/min离心５min,进行细胞计

数后按照每１０７ 个细胞加入１０μLCD１４磁珠抗体,
室温孵育１０min,加DPBS缓冲液离心后加入３mL
的无血清RPMIＧ１６４０培养基过柱,将磁性分选柱从

磁场中移走,用含１０％ FBS得到 Monocyte细胞.
将得到的 Monocyte细胞计数,用 RPMIＧ１６４０培养

基调整细胞密度至２×１０６/mL,加入猪ILＧ４和GMＧ
CFS,使二者工作浓度为１０ng/mL,将细胞移至表

面低吸附２４孔细胞培养板,诱导５d.

１．２．２　MoDC的鉴定

把经过诱导培养的 MoDC细胞从低吸附２４孔

板中轻轻吹打洗出,用DPBS洗１遍,用 MHCII及

CD８０荧光抗体避光染色２０min,１０００r/min离心２
min,加入５００μLDPBS重悬,上流式细胞仪检测

MHCII和CD８０含量.

１．２．３　病毒在IBRS２、Monocyte及 MoDC细胞的

多步生长曲线

按MOI(multiplicityofinfection)＝１,用VSVＧ
GFP、VSVΔM５１ＧGFP 和 VSVＧMTＧGFP 分别感染

IBRS２、Monocyte及 MoDC 细胞,孵育１h后,用

DPBS洗３遍,在接种病毒后的２、８、１２、２４、４８h收

集细胞上清,并依次按 １∶１０３;１∶１０４;１∶１０５;

１∶１０６;１∶１０７;１∶１０８ 稀释后,感染１２孔细胞培养

板中的 VERO 细胞,３７℃孵育１h后用 PBS洗涤,
按１∶１加入含有１０％ FBS的 DMEM 培养基和１
％低熔点琼脂糖凝胶,等凝胶冷却凝固后,放置在５
％的二氧化碳培养箱中培养１６~２４h,待空斑形成

后用微波炉加热,弃去培养基和琼脂糖凝胶,加入１
％的结晶紫染色液染色２min后洗去染色液,晾干

后选取合适的孔对空斑进行计数,根据病毒稀释倍

数计算病毒滴度,制作病毒多步生长曲线.

１．２．４　Monocyte和 MoDC细胞病毒感染检测

分别按MOI＝１将３种病毒接种 MoDC细胞,按

MOI＝１和MOI＝１０接种 Monocyte细胞.病毒孵育

１h后,用DPBS洗３遍,培养１２h.用流式细胞仪检

测细胞病毒感染率,随后用激光共聚焦显微镜对感染

病毒后 MoDC及 Monocyte观察GFP荧光.

１．２．５　细胞因子的检测

按MOI＝１将３种病毒接种 MoDC细胞,孵育

１h后,用 DPBS洗３遍,１２h后收集细胞培养上

清,用 ELISA 试剂盒检测 TNFＧα、ILＧ８和IFNＧα.
实验用RPMIＧ１６４０培养基作为空白对照,用未感染

病毒的 MoDC上清作为阴性对照.具体操作方法

参照检测试剂盒说明书.

２　结　果

２．１　MoDC诱导后的鉴定

Monocyte诱导过程中,在显微镜下可以看到细

胞逐渐聚集成团,从第三天开始逐渐呈现出典型的

毛刺状突起,呈现出 MoDC细胞表型.将诱导得到

的 MoDC细胞用 MHCII及CD８０荧光抗体避光染

色２０min,上流式细胞仪检测.用未经荧光抗体染

色的阴性细胞设门,如图１所示,MHCII及CD８０/
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８６表面标志的双阳性比例可达到８６％左右,成熟的

DC细胞高表达 MHCII类分子和CD８０/８６共刺激

分子[９],表明诱导得到的细胞成熟度和一致性较高.

图１　MoDC的纯度鉴定

图２　病毒在细胞中的生长曲线

２．２３　种病毒在IBRS２、Monocyte及 MoDC中生

长动力学特征

IBRS２作为一种猪肾细胞系,常用于很多猪瘟

病毒的增殖,本实验以IBRS２细胞作为病毒在普通

细胞中繁殖状况.通过空斑试验对接毒后的细胞培

养上清中的病毒含量进行定量,得到其各自的生长

曲线.观察病毒在IBRS２、Monocyte及 MoDC 中

的生长曲线,如图 ２(a)和 (b)所示,３ 种病毒在

IBRS２和 MoDC均可进行复制,IBRS２细胞在１２h
时上清病毒浓度达到最大值,且随着时间增加细胞

逐渐凋亡,病毒滴度快速降低.MoDC细胞在感染

病毒１２h后病毒滴度达到最大值,随后病毒滴度维

持在一定水平,下降趋势缓慢.如图２(c),多次重

复空斑实验表明病毒在 Monocyte培养上清中的浓

度并未增加.

２．３　病毒在 Monocyte和 MoDC中的感染状况

为了验证 Monocyte这一 DC前体细胞能否被

VSV有效感染,用 VSVＧGFP 分别在 MOI＝１和

MOI＝１０的条件下感染 Monocyte１２h后,进行激

光共聚焦显微镜和流式细胞仪检测感染状况.如图

３所示,重组病毒 VSVＧGFP感染 Monocyte后,可
以看到少量细胞发出 GFP荧光,表明 VSV 可以感

染 Monocyte.用未感染 VSV 病毒的 Monocyte细

胞做为 阴 性 对 照,如 图 ４ 所 示,在 MOI＝１ 时,

Monocyte感染率为８．３８％,当感染细胞的病毒浓

度提 高 十 倍 (MOI＝１０),其 感 染 率 仅 提 高 至

１６．５６％.相比之下,VSV 对 MoDC的感染率明显

高于 Monocyte,接种 VSVＧGFP８h后 MoDC感染

率可达到５４％.

图３　Monocyte的共聚焦荧光图像

注:A、D为白光模式,B、E为４８８nm蓝色激发光,C、F
为自光模式和４８８nm蓝色激发光的合并.
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图４　Monocyte病毒感染率

２．４　VSV感染 MoDC细胞对细胞因子分泌的改变

用ELISA 检测试剂盒对细胞培养上清中的

TNFＧα、ILＧ８及IFNＧα进行检测,结果发现 TNFＧα、

ILＧ８和 IFNＧα 在 感 染 前 后 发 生 了 较 大 的 变 化.

TNFＧα和IFNＧα在３种接毒 MoDC上清中的浓度

依次为 VSV＜VSVΔM５１＜VSVＧMT,ILＧ８在上清

中浓度为 VSVＧMT＞VSV＞VSVΔM５１.从图５可

知,TNFＧα、ILＧ８和IFNＧα在上清中的浓度高低与

M 基质蛋白突变的程度有关,即 M 蛋白突变的程

度越大,VSV引起细胞因子变化的的能力越强.值

得注意的是,３种病毒在 MoDC细胞中的生长动力

学特征表现出同样的趋势.

图５　MoDC感染病毒后细胞因子的表达变化

３　讨　论

通过病毒的生长曲线可以证实,VSV在体外可

以感染DC细胞.通过比较３种病毒的上清滴度,
可知３种病毒在DC细胞中复制能力依次为 VSV、

VSVΔM５１和VSVＧMT,M 蛋白作为VSV中重要的

毒力因子,未突变的 M 蛋白可阻遏宿主细胞的

mRNA从细胞核向细胞外的转运,一定程度上抑制

感染的细胞产生干扰素[１０],可使病毒躲过宿主的免

疫系统得以复制的同时,降低对宿主细胞杀伤性.
在空斑实验中,野生型的重组病毒 VSV 形成的空

斑较大且清晰,而 VSVＧMT 形成的空斑斑痕相对模

糊,毒力明显弱于野生型 VSV.
与病毒在 MoDC中的表现不同,多次空斑实验

均表明 VSV无法在 Monocyte中复制,激光共聚焦

实验和流式细胞仪检测说明 Monocyte的感染率明

显低于 MoDC.在研究登革热病毒的实验中发现登

革热病毒在 Monocyte细胞中同样无法扩增[１１],表
明部分病毒难以进入 Monocyte,而Singleton在研

究猪繁殖与呼吸综合征病毒(porcinereproductive
andrespiratorysyndromevirus,PRRSV)中 发 现

PRRSV在 Monocyte中的可以大量复制.以 VSV
为载体的疫苗虽然在动物实验中都产生了很好的保

护效果,但由于减毒重组活载体疫苗有在体内复制

的特点,其安全性受到质疑,因此,对 Monocyte能

被 VSV感染却无法复制的机制研究可为人们在

VSV疫苗研制中提供思路.

VSV感染DC后能够通过相关细胞因子的表

达和分泌激活 DC细胞,发挥其抗原递呈作用.病

毒的免疫源性与致病性一般表现为对应关系,当

VSV M 蛋白突变后,其致病性下降,免疫原性往往

随 之 下 降. 而 本 研 究 中 与 野 生 型 VSV 和

VSVΔM５１相比,VSVＧMT 在表现出低复制和低毒

性的特点的同时,却能够更大程度地激活DC细胞发

挥作用,M蛋白作为参与宿主细胞凋亡的重要病毒因

子,在 MoDC细胞中因其突变产生稳定差异将为研究

与 M蛋白相关的VSV载体疫苗提供参考和依据.
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StudyonInteractionsofVesicularStomatitis
ViruswithMonocyteandMoDC

ZOUShengli１,NIEZuoming１,WUXiangfu１,FangXinkui２,SUNTao２

(１．SchoolofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China;２．Shanghai
MunicipalVeterinaryKeyLaboratory,ShanghaiJiaoTongUniversity,Shanghai２００２４０,China)

Abstract:InordertoexploretheinteractionsbetweenVSV (Vesicularstomatitisvirus)andimmune
cellsofnaturalhost,threerecombinantVSVs,includingthewildＧtypeVSVＧGFP,theVSV with M５１
deletion(VSVΔM５１ＧGFP)andtheVSVwithtriplemutationsofM５１deletion,V２２１FandS２２６R (VSVＧ
MTＧGFP),wereusedtoinfectthepig monocyteand monocyteＧderived dendriticcell．Theplaque
experimentwasdonetomakevirusgrowthcurve．Thenconfocallaserscanning microscopeandFlow
cytometrywereusedtoassessthecellinfectionstatus．ThechangeincytokinesexpressioninMoDCwas
detectedbyELISAassaykit．Theresultsshowthatthreevirusescaninfectmonocyteand MoDC,andvirus
infectionrateofMonocyteisonly８．３８％．Thethreevirusesareunabletoreplicateinquantityinmonocyte,but
cannotproliferateinmonocyte．ComparedwithwildＧtypeVSV,thepathogenicityofVSVΔM５１andVSVＧMT

decreasessuccessively．TheycaneffectivelyactivatetheexpressionofTNFＧα,ILＧ８,IFNＧαinMoDC,andthevirus
activationcapacityispositivelycorrelatedwiththedegreeofMproteinmutation．
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