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人肺腺癌细胞 A549 对蜱媒脑炎病毒的易感性分析
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［摘要］　目的　研究蜱媒脑炎病毒（TBEV）在易感细胞中的培养特性，并鉴定病毒 RNA 的复制、蛋白质表达

和感染性。方法　利用非洲绿猴肾细胞 Vero 培养 TBEV，采用 qPCR 检测 TBEV RNA 的复制水平，采用蛋白质印迹

法检测黄病毒包膜蛋白的表达，采用空斑实验检测培养基中 TBEV 的滴度。用 TBEV 感染人肺腺癌细胞 A549，于显

微镜下观察 TBEV 感染 A549 细胞的细胞病变效应。通过免疫荧光法检测 TBEV 感染的 A549、Vero 细胞中黄病毒包

膜蛋白的表达。结果　与孵育 48 h 的细胞相比，孵育 72 h 的 Vero 细胞内 TBEV RNA 水平更高，并检测到有黄病毒

包膜蛋白表达。空斑实验结果显示，在孵育 72 h Vero 细胞的培养基中，TBEV 病毒滴度为（2.0±1.4）×106 空斑形

成单位（PFU）/mL。TBEV 感染可引起 A549 细胞的细胞病变效应。在 1 ∶ 1 000 稀释 TBEV 感染的细胞中，A549
细胞中黄病毒包膜蛋白表达的阳性率（61.0%）高于 Vero 细胞（9.3%）。TBEV 感染 A549 细胞 48 h 培养基中的病

毒滴度高于 Vero 细胞培养基中的病毒滴度［（2.0±0.4）×107 PFU/mL vs（8.5±2.1）×103 PFU/mL，P＜0.05］。 

结论　Vero 细胞可用于培养 TBEV，A549 细胞对 TBEV 更易感。
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Susceptibility of human lung adenocarcinoma cell line A549 to tick-borne encephalitis virus
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［ Abstract ］　Objective　To study the culture characteristics of tick-borne encephalitis virus (TBEV) in susceptible 
cells and identify the RNA replication, protein expression and infectivity. Methods　The TBEV was cultured using African 
green monkey kidney cells (Vero cells). The RNA replication of TBEV was detected by quantitative polymerase chain reaction, 
the expression of flavivirus envelope protein was detected by Western blotting, and the titer of TBEV was detected by plaque 
assay. The human lung adenocarcinoma cells (A549 cells) was infected with TBEV, and the cytopathic effect of A549 cells 
infected with TBEV was observed under microscope. The expression of flavivirus envelope protein in A549 and Vero cells 
infected with TBEV was detected by immunofluorescence staining. Results　The levels of TBEV RNA were increased in 
Vero cells at 72 h incubation compared with those at 48 h incubation, and the expression of flavivirus envelope protein was 
detectable. The results of plaque assay showed that the TBEV titer in the supernatant of Vero cells was (2.0±1.4)×106 plaque-
forming unit (PFU)/mL after culturing for 72 h. There was obvious cytopathic effect in A549 cells with TBEV infection. The 
positive rate of flavivirus envelope protein expression in A549 cells (61.0%) was higher than that in Vero cells (9.3%) after 
infection with 1∶1 000-diluted TBEV. Compared with Vero cells, the titer in the supernatant of A549 cells infected with TBEV 
for 48 h was significantly higher (［2.0±0.4］×107 PFU/mL vs ［8.5±2.1］×103 PFU/mL, P＜0.05). Conclusion　Vero 
cells can be used to culture TBEV, and A549 cells are more susceptible to TBEV. 
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蜱媒脑炎病毒（tick-borne encephalitis virus，
TBEV）是一种由传播媒介蜱叮咬传播的虫媒病

毒，也称森林脑炎病毒（forest encephalitis virus），

为自然疫源性疾病蜱媒脑炎的病原体。TBEV 感染

会侵犯中枢神经系统，引起急性脑膜炎或脑炎，可

伴有永久性后遗症，致死率为 12%～40%［1］。蜱媒

脑炎主要流行于欧洲、东亚和东南亚［2］。在中国，

蜱媒脑炎主要分布于东北和新疆地区，西藏和云南

也有病例；传播媒介蜱的生活习性造成疾病呈季节

性流行［3］。目前蜱媒脑炎的临床治疗缺乏高效、

特异的抗 TBEV 药物。

TBEV 属于黄病毒科黄病毒属，和该属其他成

员如寨卡病毒、登革病毒、黄热病毒、西尼罗病

毒、乙型脑炎病毒等均是重要的人类高致病性病原

体。TBEV 是有包膜的正链单链 RNA 病毒，病毒基

因组编码衣壳蛋白、前膜蛋白、包膜蛋白 3 个结构

蛋白和 7 个非结构蛋白［4］。TBEV 分为欧洲亚型、

西伯利亚亚型、远东亚型、贝加尔亚型和喜马拉

雅亚型［5］。文献报道，中国 TBEV 分离株均为远东

亚型［6］。TBEV 感染所致疾病的严重程度与病毒的

型别有关，而远东亚型 TBEV 是致病性最严重的型 
别［5］。全球蜱媒脑炎存在较高的发病率和致死率，

一些非自然疫源地也曾有病例发生。本研究旨在考

察 TBEV 在易感细胞中的培养特性及鉴定病毒的

RNA 复制、蛋白质表达和感染性，为抗 TBEV 药物

的筛选研究提供合适的细胞模型和病毒检测方法。

1　材料和方法

1.1　 主 要 材 料　DMEM、FBS、EDTA、胰蛋白

酶、TRIzol 试剂（美国 Invitrogen 公司），M-MLV
反转录酶、三磷酸脱氧核苷酸混合溶液、Eastep® 
qPCR 预混液试剂盒（美国 Promega 公司），随机

引物、TBEV 非结构蛋白 1 引物（北京六合华大基

因科技股份有限公司），黄病毒包膜蛋白鼠单克

隆抗体 4G2（美国 Sigma-Aldrich 公司），β- 肌动

蛋白兔多克隆抗体（美国 Cell Signaling Technology
公司），HRP 标记的山羊抗兔或鼠 IgG、ECL 化学

发光液（美国 Bio-Rad 公司），Alexa Fluor® 488 山

羊抗鼠 IgG、DAPI 封固剂（英国 Abcam 公司），

牛血清白蛋白（美国 Affymetrix 公司），4% 多聚

甲醛溶液（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）。

人肺腺癌细胞 A549 和猪肾细胞 PK-15 由复旦大学

基础医学院病原生物学系叶荣研究员馈赠，TBEV
及非洲绿猴肾细胞 Vero 由海军军医大学（第二军

医大学）海军医学系生物医学防护教研室保存。

1.2　细胞培养　A549、PK-15、Vero 细胞均采用

含 10% FBS、1% 谷氨酰胺、1% 青霉素、1% 链霉

素的 DMEM（完全培养基）在 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养。用含 EDTA 的胰蛋白酶消化细胞，对

融合度达到 95% 以上的细胞进行传代培养。

1.3　病毒制备　将生长状态佳的 Vero 细胞接种于

T75 细胞培养瓶，细胞融合度约为 90% 时吸弃培养

基，将 1 mL TBEV 和 5 mL 完全培养基涡旋混匀后

加入细胞培养瓶内，置 37 ℃培养箱中吸附 2 h，其

间轻缓摇动 2 次；2 h 后于培养瓶内补加 12 mL 完

全培养基，继续培养并开始计时。每天于显微镜下

观察细胞病变效应；培养 72 h 后将培养瓶内培养

基转移至 15 mL 离心管，1 010×g 离心 10 min，收

集、分装病毒，－80 ℃冰箱贮存备用。

1.4　空斑实验　对于 Vero 细胞培养的 TBEV，使

用前在 PK-15 细胞上用空斑法测定病毒滴度。空斑

实验操作参照文献［7］并适当改进：PK-15 细胞接

种于 12 孔培养板，细胞融合度接近 100% 时进行实

验；用完全培养基 10 倍系列稀释病毒，于吸弃培

养基的培养板内每孔加入稀释病毒液 1 mL，吸附

3 h 后吸弃病毒液，每孔加入 2% 羧甲基纤维素钠覆

盖液 3 mL，培养 6 d 后吸弃覆盖液；每孔加入 4%
多聚甲醛溶液 600 μL，室温固定 15 min 后吸弃 ； 
每孔加入 1% 结晶紫染液 600 μL，染色 15 min 后

吸弃；轻缓流水洗板至流水无色，晾干后观察并计

数病毒空斑。采用 Reed-Muench 法计算空斑形成

单位（plaque-forming unit，PFU），以 PFU/mL 表

示病毒滴度。

1.5　TBEV 感染细胞　将 A549 细胞接种于 12 孔

培养板，培养过夜。TBEV 感染细胞方式一：细

胞融合度接近 100% 时，吸弃孔内培养基；每孔加

入完全培养基稀释的病毒液 1 mL，病毒感染复数

（multiplicity of infection，MOI）为 0.1。方式二：

吸弃孔内培养基后，每孔加入稀释病毒液 200 μL，
MOI 为 0.1，于 37 ℃吸附 2 h 后吸弃病毒液，培养

基洗涤 1 次后加入完全培养基（每孔 1 mL）。每

种方式均设未感染病毒的细胞对照。培养 48 h 后，

使用倒置显微镜（日本 Olympus 公司）观察细胞

病变效应。

1.6　免疫荧光实验　A549、Vero 细胞接种于 48 孔 
培养板，培养过夜，细胞融合度约 90% 时吸弃培养

基，每孔加入完全培养基稀释的 TBEV 300 μL（分

别按 1 ∶ 1 000、1 ∶ 100 000 比例稀释），未感染
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病毒的对照孔加入完全培养基。细胞培养 48 h 后，

吸弃稀释病毒液，PBS 洗涤后每孔加入 4% 多聚甲

醛溶液 300 μL，室温固定 15 min。PBS 洗涤后每

孔加入甲醇 300 μL，于－20 ℃透化 20 min。PBS
洗涤后每孔加入 3% 牛血清白蛋白溶液 300 μL，封

闭 2 h。吸弃封闭液后加入 1% 牛血清白蛋白溶液

稀释的黄病毒包膜蛋白鼠单克隆抗体（稀释比例为

1 ︰ 500），4 ℃孵育过夜。PBS 洗涤 3 次，加入

1% 牛血清白蛋白溶液稀释的 Alexa Fluor® 488 标记

山羊抗鼠 IgG（稀释比例为 1 ︰ 1 000）避光孵育

1 h，PBS 洗涤 3 次后加入 DAPI 封固剂，细胞核染

色 5 min。使用全自动细胞成像及分析系统（BioTek 
Cytation 5 Imaging Reader，美国 BioTek 公司）观

察，分析病毒包膜蛋白的表达情况。

1.7　实时qPCR实验　Vero细胞中RNA样品收集、

RNA 浓度检测、反转录实验操作参照文献［8］。以

cDNA 为模板，使用 Eastep® qPCR 预混液试剂盒，

采用 Rotor-Gene 3000 型 PCR 仪（澳大利亚 Corbett
公司）扩增目的基因。TBEV 的非结构蛋白 1 引物

序列见文献［9］。

1.8　蛋白质印迹法实验　Vero 细胞中蛋白质样品

的制备、电泳及电转膜实验操作参照文献［8］，

电泳及电转膜实验使用 Bio-Rad Mini 仪。一抗用稀

释的黄病毒包膜蛋白鼠单克隆抗体（稀释比例为 
1 ︰ 1 000）和 β- 肌动蛋白兔多克隆抗体（稀释比

例为 1 ︰ 1 000），二抗用 HRP 标记羊抗鼠或兔

IgG（稀释比例均为 1 ︰ 2 000）。最后膜上加 ECL
化学发光液，用化学发光成像仪（英国 GeneGnome
公司）显色，分析黄病毒包膜蛋白的表达情况。

1.9　统计学处理　应用 GraphPad Prism 5.0 软件进

行数据分析。符合正态分布的计量资料以 x±s 表
示，病毒滴度的组间比较采用 Student t 检验。检验

水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　Vero 细胞能够用于培养 TBEV　qPCR检测结果

显示，在无TBEV孵育的对照Vero细胞中，TBEV的

非结构蛋白 1 基因未出现扩增曲线；TBEV孵育的

Vero细胞出现扩增曲线，并且孵育 72 h样品的扩增

曲线起峰时间较孵育 48 h样品早，荧光强度值也较高 
（图 1A）。蛋白质印迹法检测结果显示，在对照Vero
细胞中未见黄病毒包膜蛋白表达，而在TBEV孵育 
72 h的细胞中检出黄病毒包膜蛋白表达（图 1B）。

空斑实验结果显示，在TBEV孵育Vero细胞 72 h的

培养基中病毒滴度为（2.0±1.4）×106 PFU/mL。 
上述结果表明，Vero细胞能够用于TBEV培养。

图 1　Vero 细胞培养 TBEV 的 RNA 复制和黄病毒包膜蛋白表达

Fig 1　RNA replication and flavivirus envelope protein expression of TBEV in Vero cells incubated with TBEV
A: TBEV RNA levels in Vero cells incubated with TBEV for 48 h and 72 h or without TBEV (control) detected by real time 

quantitative polymerase chain reaction; B: TBEV envelope protein (TBEV E) expression in Vero cells incubated with TBEV for 72 h 

or without TBEV (control) detected by Western blotting. TBEV: Tick-borne encephalitis virus.
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2.2　TBEV 感染导致 A549 细胞病变　如图 2A 所

示，TBEV 未感染的 A549 细胞形态正常，铺满培

养板孔底；TBEV 感染 48 h 的 A549 细胞出现明显

细胞病变效应，表现为胞体皱缩、变圆，细胞间隙

增大，并出现细胞脱落。TBEV 孵育 2 h 后吸弃病

毒液，继续以新鲜培养基培养 48 h 的 A549 细胞也

有明显细胞病变效应，而无 TBEV 孵育的对照组细

胞则形态正常（图 2B）。这一结果提示，Vero 细

胞培养的 TBEV 具有高度感染性，A549 细胞对其

易感，2 种感染方式均可引发细胞病变效应。

Mr (×103)
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图 3　TBEV 感染的 A549 和 Vero 细胞中黄病毒包膜蛋白的表达（100×）

Fig 3　Expression of flavivirus envelope protein in TBEV-infected A549 and Vero cells (100×)
A: A549 cells; B: Vero cells. The cells with or without TBEV infection at 1∶1 000 dilution for 48 h were stained with flavivirus 

envelope protein-specific antibody and DAPI, and the TBEV envelope protein (TBEV E) (green) and cell nuclei (blue) were detected 

by indirect immunofluorescence staining. TBEV: Tick-borne encephalitis virus; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

图 2　TBEV 感染后 A549 细胞的细胞病变效应（100×）

Fig 2　Cytopathic effect of A549 cells after TBEV infection (100×)
A: A549 cells were incubated with or without TBEV for 48 h; B: A549 cells were incubated with or without TBEV for 2 h and 

continued to be cultured with fresh medium for 48 h after discarding the viral fluid. TBEV: Tick-borne encephalitis virus. 

Without TBEV (control) TBEV TBEV

2.3　TBEV 感染的 A549 和 Vero 细胞中黄病毒包膜

蛋白表达及病毒增殖水平　如图 3 所示，在未感染

TBEV 的 A549 细胞中无阳性信号，而在 1 ∶ 1 000
稀释 TBEV 感染的 A549 和 Vero 细胞中均可见阳

性信号——绿色荧光（包膜蛋白）。经计数分析，

在 1 ∶ 1 000 稀释 TBEV 感染的 A549 细胞中黄病

毒包膜蛋白表达的阳性率为 61.0%，而在 Vero 细

胞中阳性率仅为 9.3%；在 1 ∶ 100 000 稀释 TBEV
感染的 A549 细胞中黄病毒包膜蛋白表达的阳性

率为 43.0%，在 Vero 细胞中未检测到黄病毒包膜

蛋白表达。空斑实验结果显示，TBEV 感染 A549
细胞 48 h 的培养基中的病毒滴度为（2.0±0.4）
×107 PFU/mL，高于 Vero 细胞培养基中的病毒滴

度［（8.5±2.1）×103 PFU/mL］，差异有统计学意

义（P＜0.05）。上述结果表明，TBEV 在 A549 细

胞中的增殖水平较 Vero 细胞高，A549 细胞可作为

抗病毒药物筛选研究的细胞模型。
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3　讨　论

虫媒病毒在吸血昆虫和宿主动物体内循环，可

在自然界中长期存在，并随着传播媒介在全球分布

范围的扩大而传播扩散，被称为重要的被忽略的热

带传染病病原体［10］。深入研究 TBEV 的生物学性

状与致病机制对于防控 TBEV 感染具有重要意义。

病毒的生物学性状、病毒 -细胞相互作用、病

毒的致病机制和抗病毒药物的研发等研究工作需

要合适的细胞模型。一些人畜共患病病毒如天花病

毒、裂谷热病毒和脑心肌炎病毒 1 可在许多细胞系

中增殖，而西尼罗病毒、辛德比斯病毒和 TBEV 仅

在部分细胞系中增殖，表明特异的细胞分子可能参

与病毒的增殖过程［11］。文献报道，猪肾 PK 细胞对

TBEV 易感，可用于培养病毒，TBEV 感染的 PK 细

胞可观察到细胞病变效应和空斑形成［12］。

有研究通过检测TBEV滴度和RNA复制水平

发现，病毒可在人单核细胞THP-1 内有效复制和增

殖，提示在TBEV感染并播散至其他组织器官过程中

单核细胞可能起重要作用［13］。仓鼠肾细胞BHK-21 
可用于从野生啮齿动物体内分离 TBEV［14］。对

TBEV包膜蛋白变异与感染性的研究选用病毒感染

的BHK-21 细胞作为模型［15］。检测TBEV在BHK-21 
细胞内的空斑形成、RNA 复制和蛋白质合成可用于

比较不同型别 TBEV 生物学特性的差异［16］。Vero
细胞被用于从蜱体内分离培养 TBEV［17］，还可用

于蜱媒脑炎疫苗的研发［18］。本研究通过对 TBEV
的RNA复制、蛋白质表达与滴度等指标进行检测，

发现在 TBEV 孵育的 Vero 细胞内不仅检测到 TBEV 
RNA 与黄病毒包膜蛋白，还在细胞培养基中检测到

释放的病毒。这些结果表明 Vero 细胞能够用于培

养 TBEV，并可从病毒的 RNA 复制、蛋白质合成与

滴度方面对其进行鉴定。

TBEV 的增殖水平在不同类型细胞中有所差

异。A549 细胞曾被用于研究蜱体内 TBEV 分离

株与标准株 Hypr 之间的区别［17］。近年有研究报

道，在 A549 细胞中，腺苷类似物 NITD008 可抑制

TBEV RNA 复制，2- 脱氧糖尿苷衍生物也可降低

病毒滴度，均具有较高的抗 TBEV 活性［19-20］。本研

究用 Vero 细胞培养的 TBEV 感染 A549 细胞，发现

TBEV 在 2 种感染方式下均可引发明显细胞病变效

应；间接免疫荧光法检测结果显示 A549 细胞中病

毒包膜蛋白的表达水平远高于 Vero 细胞；空斑实

验结果证明 A549 细胞培养基中病毒滴度高于 Vero
细胞。本研究结果表明 Vero 细胞培养的 TBEV 具

有感染性，A549 细胞对 TBEV 更易感。
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