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体外培养人肝癌细胞系 7721中 HCV复制和表达特性

宋志强 ,郝　飞 ,闵　峰 ,马巧玉 ,王宇明 ,刘国栋　　(第三军医大学附属西南医院感染病科 、全军传染病专科中心 , 重庆

400038)

　　提　要:目的　建立支持 HCV体外长期复制的细胞培养体系 ,研究其体外复制和表达特性。方法　将

HCV感染血清接种人肝癌细胞系 7721后 , 以逆转录-聚合酶链反应 、免疫组化 、原位杂交检测细胞内 HCV 的

感染和复制情况。结果　细胞内和培养上清中在孵育后的 3 月余均可间断地检测出 HCV 正链和/或负链

RNA ,多种 HCV 抗原在细胞内能稳定表达;HCV RNA 和抗原多位于胞浆中。结论　HCV 在 7721 细胞系中的

复制和表达与体内感染状态接近 ,此长期培养体系将是深入研究HCV 的有效工具。
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Characteristics of replication and expression of HCV cultured in a human liv-
er cancer cell line in vitro
SONG Zhi-qiang , HAO Fei , MING Feng , MA Qiao-yu , WANG Yu-ming , LIU Guo-dong (Clinical Center of Infectious Disease ,

Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To establish a long-term cell culture system in order to study the characteris-

tics of HCV replication and expression in vitro.Methods　Human liver cancer cell line 7721 was incu-

bated in HCV-positive serum for 8 hours and then the infection and replication of HCV in 7721 cells were

observed with RT-PCR , in situ hybridization and immunohistochemistry.Results　The plus- and minus

-strand of HCV RNA was intermittently detected in the cells and the supernatant of the culture medium

over a period of more than three months after incubation.Various antigen against HCV were expressed in

cells.HCV RNA and the antigens were mainly located in the cytoplasm.Conclusion　Our findings sug-

gest that the replication and expression of HCV in the liver cancer cell line are similar to HCV infection of

human body and this long-term cell culture system can serve as a valuable tool for the further study of

HCV infection.
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　　建立 HCV 体外长期培养体系是深入 、系统研究

HCV的前提。近年来国内外学者的探讨表明 ,多种细

胞均可不同程度地支持 HV的体外复制 ,这些细胞模

型的建立极大开拓了人们研究 HCV的策略和途径的

选择[ 1～ 5] ,但这些培养体系多以非肝细胞为主 ,且迄今

国内尚未见HCV体外培养的报道 。我们在前期的研
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究中利用 HCV感染血清体外感染培养中的人肝癌细

胞系 7721获得了成功[ 6] ,为了研究体外长期培养人肝

细胞中HCV 复制和表达特性 ,我们对培养 3 月余的

7721细胞内及其培养上清中的 HCV病毒基因和/或抗

原作了检测 ,现将结果报道如下。

1　材料与方法

1.1　主要材料
1.1.1　实验血清　　研究所用的感染血清均来自重庆地区丙

型肝炎患者 , 所有血清均用 Ortho 抗 HCV 第二代 ELISA试剂及

逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)检测证实抗 HCV 和 HCV RNA

为阳性。正常血清来自我院输血科健康献血员。 血清无菌采
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集后分装并冻存于-20°C , 用前经 56°C 30 min灭活补体。

1.1.2　免疫组化试剂　链霉菌亲生物素蛋白-过氧化物酶连接

法(S-P法)免疫组化试剂盒及二氨基联苯胺(DAB)显色试剂盒

购自福州迈新生物技术开发公司;HCV NS3 及 NS5 单克隆抗体

由北京医科大学肝病研究所提供[ 7] , HCV CP10单克隆抗体由本

室制备[ 8] 。

1.1.3　RT-PCR检测 HCV 正 、负链 RNA 试剂盒　　由北京医

科大学肝炎试剂中心提供。

1.1.4　原位杂交试剂　　Dig 标记的 HCV正链寡核苷酸探针

序列位于 HCV 5′非编码区 , 即(-95 ～ -56 nt)5′-CTGCTAGCC-

GACTAGTGTTGGGTCCGCGAAACCGCTTGTGG-3′,由军事医学科学

院二所制备和纯化。碱性磷酸酶标记的地高辛抗体(工作浓度

1∶500)、封闭试剂和 NBT/BCIP液均为德国宝灵曼公司产品。

1.2　实验方法
1.2.1　HCV 感染血清接种细胞　　同时设立感染组和对照

组。取细胞生长良好的培养瓶/板 , 移去培养基 , 加入 HCV 感

染血清(感染组 , 感染血清终浓度为 10%)或等量的正常人血清

(正常对照组)或等量的生理盐水(空白对照组), 再加入适量完

全培养基(含 10%小牛血清), 轻轻摇匀 , 置入培养箱 37°C 孵育

8 h 后 ,弃上清 , 以 PRMI-1640 充分洗涤 4 ～ 6 次 , 并留取最后 1

次洗液以待检 ,然后再加入培养基继续培养。感染后每 5 d 收

集部分培养上清 、细胞或长有细胞的玻片(细胞爬片)。

1.2.2　细胞内及培养上清中 HCV正 、负链 RNA 的检测　　采

用RT-PCR 方法 , 按操作说明书进行。 简要步骤:提取 HCV

RNA ,加入逆转录反应体系(检测正链 RNA时选择负链引物 , 检

测负链 RNA 时选择正链引物), 37°C 60 min , 95°C 5 min;在逆录

产物中加入 PCR反应缓冲液(含聚合酶及 HCV 正链或负链外

引物)94°C 1 min , 55°C 1.5 min , 72°C 2 min , 60 个循环后 , 72°C 继

续反应 10 min , 取扩增产物 10 μl与 1 μl载样缓冲液混合 ,加样

于含溴化乙锭的 2%琼脂糖 ,于 1×TAE 缓冲液中 , 在5 V/ cm 的

电压下电泳 30 min。在紫外灯下观察 145 bp 处有荧光带者即

为阳性。

1.2.3　免疫组化检测细胞内 HCV抗原　　取制备好的细胞爬

片(或淋巴细胞涂片), PBS 漂洗 3 次 , 每次 5 min(下同);用

0.03%H2O2-甲醇溶液 37°C 孵育 10 min , PBS 漂洗;移入含

0.02%Tween 20 的 PBS 2 min , 20%的正常羊血清 37°C 孵育 10

min ,吸去多余的液体;加入 HCV NS3 、NS5 或 CP10单克隆抗体 , 4°

C 冰箱中孵育 12 ～ 24 h;PBS 漂洗 , 加生物素标记的第二抗体 ,

37°C 孵育 30 min;PBS 漂洗 , 加入 S-P 液 , 37°C 孵育 30 min , PBS

漂洗;DAB显色 3 ～ 5 min , PBS 漂洗终止显色 , 苏木素衬染 , 透

明 ,封片 , 显微镜下观察 ,照相。对照实验:分别用 1%小牛血清

白蛋白(第一抗体稀释液)、PBS 替代第一抗体做第一抗体替代

对照;用 PBS 分别替代生物素标记的第二抗体和 S-P 液作试剂

替代对照。

1.2.4　原位杂交　　细胞爬片(涂片)在 PBS 中漂洗 1 min , 25

mg/L的蛋白酶 K 消化 30 min , 4%的多聚甲醛室温下固定 10

min , PBS 漂洗 1 min , 2×SSC 溶液漂洗 15 min , 50%、75%、90%、

100%的乙醇序列脱水各 1 min , 自然风干;将含有探针的杂交液

(85°C , 1 ng/μl)滴加在细胞爬片上 , 每片约 20～ 40 μl , 用封口膜

覆盖 ,放入湿盒内(先用 50%甲酰胺浸湿的纸餐巾垫好)37°C 下

杂交16 h;50°C 2×SSC 溶液轻轻洗掉封口膜 , 42°C 2×SSC 溶液

漂洗 20 min , 37°C 1×SSC 溶液漂洗 15 min , 37°C 0.1×SSC 溶液

中漂洗 10 min , 1号 Dig缓冲液室温下 5 min , 含 1.5%的1 号 Dig

缓冲液 37°C下 60 min ,加入 1∶500 稀释的 DIG抗体 , 37°C 下孵

育 30 min , 1号 Dig 缓冲液漂洗 5 min , 2 号 DIG 缓冲液漂洗 3

min , NBT/ BCIP 显色 ,显微镜下观察确认充分显色后 , PBS 漂洗

终止显色 , 50%、75%、90%、100%的乙醇系列脱水 , 透明 , 中性

树胶封片 ,照相。替代对照;分别用不加探针的杂交液和不加

抗 DIG 抗体的 1号 DIG 缓冲液做对照。

2　结果

2.1　细胞生长和表型变化
　　培养中的 7721 细胞多呈椭圆形或梭形 , 连接成片状。 接

种和未接种感染血清的细胞生长均良好 , 细胞生长速度无明显

区别 ,感染后细胞形态光镜下未见明显的变化 。

2.2　HCV RNA的检出结果

　　细胞内HCV 正链和负链 RNA 的首次检出时间分别在感染

后第 2天和第 3 天 ,二者的检出率接近。培养上清中正链 RNA

从感染后的第 2 天一直到第 95 天均可间断地检测到;培养上

清中未检出负链 RNA , 见表 1。最后 1 次洗液 、加正常人血清的

正常对照组和未加任何人血清的空白对照组均阴性。

表 1　细胞内和培养上清中 HCV正 、负 RNA的检测

Tab 1　Detection of plus-and minus-strand of HCV RNA

in cultured cells and supernatant

Cells SupernatantTime after

infection(d) Plus-strand Minus-strand Plus-strand Minus-st rand

1 - - - -

2  -  -

3  +  -

5 - - + -

15    -

20    -

30  +  -

40 - - - -

45    -

52  + - -

62    -

66 +  + -

70 - + - -

80 + + + -

85 + - + -

95 + - - ND

+:weakly positive; :positive;-:negative;ND:not detected

2.3　细胞内HCV抗原的表达

　　在细胞接种感染血清及传代后用 S-P 法检测细胞内的不

同抗原的表达 ,可见棕黄色着色的阳性细胞多呈点状和散在分

布 ,弥漫性分布少见;阳性物质呈细小颗粒 , 多呈胞浆均质型 ,

少数呈胞浆不均质型;少数细胞核内亦可见阳性表达。光镜下
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阳性细胞未见形态的变化。正常对照和空白对照 、免疫组化对

照实验均未表达 HCV 抗原的阳性细胞。

2.4　感染细胞内HCV负链 RNA的定位

〗　　在细胞接种感染血清后不同时间的杂交片中 , 可见蓝色

着色的杂交阳性细胞 ,阳性细胞呈散在分布/点状分布 , 阳性物

质呈蓝紫色细小颗粒 , 其表现形式可分为浆型 、核型和核浆混

合型 ,以胞浆型为多见。空白对照组 、正常对照组未见杂交信

号。

2.5　细胞传代对HCV复制的影响
　　在感染后每隔 3 ～ 5 d 将细胞消化后进行传代。 发现传代

多次后细胞内和/或培养上清中仍可检测到 HCV RNA;免疫组

化证实传代细胞内有 HCV抗原的表达;原位杂交可见蓝色着

色的杂交阳性细胞。

2.6　感染细胞分泌成熟病毒颗粒的验证
　　为证实 7721细胞感染 HCV 后能分泌具有感染性的成熟病

毒颗粒 ,我们在实验中采取了两种方案:①不同细胞的共孵育:

先彻底洗去已感染 HCV的 7721 培养体系中的培养上清 , 然后

加入健康人的淋巴细胞及培养基继续培养 , 2～ 3 d 后收集淋巴

细胞做 HCV 感染指标的检测。 结果发现淋巴细胞内可检出

HCV RNA 和抗原表达。 ②用培养上清感染新鲜细胞:将 7721

细胞感染后的培养上清与新鲜的 7721 细胞共同孵育后 , 如前

彻底洗去培养上清 ,收集标本检测新鲜细胞感染情况。结果显

示新鲜的 7721细胞及其培养上清中 HCV RNA阳性 , 细胞内可

见HCV 抗原表达。

3　讨论

　　HCV分子生物学方面的研究已有很大进步 ,但其

感染的机制 、复制的方式及疫苗研制等尚未完全明确

和解决 ,这主要是因为迄今一直缺乏适宜 HCV感染和

复制的细胞和动物模型。发展有效的体外培养体系是

深入研究HCV 的前提 。尽管目前的研究已证实 HCV

可在人 T 细胞中长期复制 ,但 HCV感染非肝细胞的方

式和途径是否类似体内感染肝细胞 ,以及在非肝细胞

细胞中的长期培养的 HCV ,其生物学特性是否已经发

生改变 ,尚存在许多疑问
[ 4]
。

　　肝细胞是体内HCV感染的自然靶细胞 ,用自然存

在于血液中的 HCV直接感染培养人肝细胞建立的细

胞模型可能会更接近自然感染状态 ,可为系统地研究

HCV感染 、复制 、抗原表达及病毒颗粒的蛋白形成 ,为

HCV病原学 、发病机制及尤其是疫苗的筛选等方面的

研究打下基础。

　　本研究中 ,我们将 HCV感染血清接种 7721细胞

后 ,从细胞和/或培养上清中检出 HCV 的正链 RNA及

负链 RNA(复制中间体)。我们认为细胞及培养上清

中检出的HCV RNA是新复制的 ,而不是感染血清残留

的 ,因为所用的感染血清中未检出负链 RNA ,且感染

血清与细胞共同孵育 8 h后经 4 ～ 6次洗涤留取的最

后一次洗液经 RT-PCR检测证实为阴性 。

　　我们研究发现 ,细胞接种感染血清后的 HCV 正 、

负 RNA的出现似乎并无规律可循。正链和负链 RNA

在培养细胞内并非持续阳性 ,而是间断检出;HCV正 、

负链 RNA可单独或同时阳性或在一段时间内均为阴

性 ,说明 HCV在体外培养细胞中的复制是间歇性的。

这与丙型肝炎患者病毒血症及其他细胞培养体系的结

果相似[ 1 ～ 4] 。

　　Ikeda等[ 5]对MT-2和 PH5CH细胞(人非肝肿瘤细

胞系)对不同基因类型的 HCV易感性所作的对比研究

中发现 ,HCV感染某种细胞并在其中能够得到长期复

制能力与细胞类型有关 , 即具有细胞嗜性(Cell

tropism),表现在HCV感染和复制进程中 HVR1的准株

逐渐转变同源性 , 并且仅仅是血清中一种占少数的

HCV株被选择和适应在细胞内复制 。我们目前正在

对此培养体系做上述现象的研究。

　　有关 HCV患者肝组织中 HCV 抗原和 HCV RNA

原位杂交的报道较多 ,而有关培养细胞中 HCV抗原的

表达和 HCV RNA的定位研究报道不多 。我们的结果

显示 ,表达 HCV 三种抗原的细胞多呈点状和散在分

布 ,弥漫性分布少见;抗原在细胞内的表达多呈全胞浆

型和局灶型 ,少数细胞核亦可见阳性表达;感染细胞内

存在 HCV负链 RNA的杂交信号呈蓝紫色细小颗粒 ,

其表现形式可分为浆型 、核型和核浆混合型 ,以胞浆型

为多见 ,这些现象与其他细胞培养体系及丙型肝炎患

者肝组织的检测结果相似
[ 1 ,2 , 4 ,9 ,10]

,提示HCV在体外

培养 7721细胞中的复制及表达特征可能和体内十分

接近 。

　　培养细胞能分泌具有感染性的病毒颗粒是体外

HCV培养成功的重要标志 。我们在研究中证实 ,已感

染HCV的 7721与健康人的淋巴细胞共孵育后能使后

者亦感染上 HCV ,且前者的培养上清可以再次感染新

鲜的 7721细胞 ,提示 7721细胞感染 HCV 后可分泌具

有感染性的病毒颗粒 ,这对进一步研究HCV病毒颗粒

性状乃至可能的病毒纯化都有着重要意义。

　　人肝癌细胞系 7721来源较易 ,细胞纯度好 , 7721

细胞感染 HCV 后经数次传代后仍可间断地检出 HCV

复制和抗原表达 ,说明HCV在本培养体系中的复制和

表达具有良好的稳定性 ,此细胞培养体系对深入 、系统

地研究HCV体外复制机制及预防性疫苗和抗病毒药

物的筛选有着良好的应用前景 。
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28例原发髓外硬膜下肿瘤的MRI诊断

MRI of primary intradural extramedullary tumor

陆　明 ,丁仕义　　(第三军医大学附属西南医院放射科 , 重庆 400038)

　　MRI 对于脊柱和脊髓病变的诊断具有极大的优越性。 本

研究对 28例髓外硬膜下肿瘤的 MR诊断进行回顾性分析 , 探讨

MR的定位定性诊断价值。报告如下。

1　临床资料

　　28 例髓外硬膜下肿瘤均经手术病理证实 ,其中男性 16 例 ,

女性 12例。年龄 16 ～ 65 岁 , 平均 46.4 岁。28 例肿瘤中神经鞘

瘤 9例 , 神经纤维瘤 7例 , 脊膜瘤 5例 , 表皮样囊肿3 例 , 脂肪瘤

2 例 ,皮样囊肿和畸胎瘤各 1例。

　　采用 Siemens 公司 Magnetom Open 型 0.2 T 磁共振成像系

统。常规检查序列为矢状位 SE序列 T1WI , Turbo SE 序列 T2WI ,

横断位SE序列 T1WI。另有 8 例同时做了冠状位扫描。层厚为

4 ～ 5 mm ,层距为 2 ～ 4 mm。 FOV 为 200 ～ 250 mm。采集次数为

3 ～ 6 次。其中 22 例做了 Gd-DTPA 增强 , 剂量为 0.1 mmol/kg ,

检查均在静脉注射后即刻开始。

2　结果

　　所有病例定位准确率 96.4%(27/28 例), 定性准确率

71.4%(20/28 例)。

　　神经鞘瘤 9例 , 男7 例 , 女2 例 , 26～ 63 岁。颈段2 例 , 胸段
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7 例。位于后侧方的 6 例 ,余 3 例位于前侧方。大小 1 cm×1.2

cm～ 1.6 cm×3.5 cm。均边界清楚锐利。 T1WI 显示病灶多呈

等信号 , T2WI显示病灶多呈高信号(与脊髓信号比), 内部信号

可从相当均匀(2/9)到几乎完全囊变(1/ 9), 可见斑点状出血

(2/9)。增强后呈明显强化 , 囊变者呈外周环状强化。 7 例局限

于椎管内 , 2例呈哑铃形向椎管外生长 ,伴椎弓根破坏。

　　神经纤维瘤 7例 , 男3 例 , 女4 例 , 23～ 65 岁。胸段 6例 , 颈

段1 例。大小 1.5 cm×2.0 cm ～ 5.3 cm×6.3 cm。位于前侧方

5 例 ,后侧方2 例。4 例局限于椎管内 , 其中3 例有囊变 , 均无出

血 , T1WI病灶呈等或低信号 , T2WI呈等或高信号 , 增强后表现

为外周环状强化。3 例呈哑铃形 ,伴同侧椎弓根和椎板等破坏 ,

在T1WI呈等信号 , T2WI 呈高信号 ,信号略有不均 , 增强后有明

显强化 。其中有 1例因与脊髓粘连紧密且纵行生长而误诊为

髓内肿瘤。

　　脊膜瘤 5 例 , 男 1 例 , 女 4 例 , 40～ 58 岁。均位于胸段。 4

例在脊髓侧后方 , 1 例在左前方。大小1.5 cm×1.7 cm ～ 1.9 cm

×3.2 cm。边界清楚锐利。 病灶在 T1WI和 T2WI 上均呈等信

号,信号多均匀 ,个别信号不均(1/ 5例)。增强后有明显均匀强化。

　　表皮样囊肿 3例 ,均为男性 , 16～ 42 岁。胸段 1 例 ,腰段 2

例。均表现为腊肠状肿块 , 纵径较长 , 在 10 cm 左右。局限于

椎管内 ,边界清楚锐利。 T1WI为低或等低混杂信号 , T2WI为显

著高信号。增强后均无强化。

　　脂肪瘤 2 例 ,均在颈段 , 其中 1 例伴有脊髓低位及原发栓

系综合征。T1WI 和 T2WI均表现为高信号。
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