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摘要 A型流感病毒能诱导淋巴细胞、单核巨噬细胞的凋亡，为进一步探讨淋巴细胞和单核巨噬细胞在凋亡中可能存在的相
互作用，用 H1N1亚型流感病毒诱导人外周血淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋亡．结果显示，前 48 h，H1N1流感病毒能诱导
淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋亡，但在培养 48 h后，流感病毒对单核巨噬细胞表现为凋亡抑制作用，同时流感病毒对淋巴
细胞吸附不同时间后，荧光染色和流式细胞术检测凋亡未见明显差异，说明细胞凋亡与病毒吸附时间长短并无相关性．检测

p53抑制剂 Pifithrin-琢(PFT-琢)加入前后淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋亡情况，结果显示，淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋亡均
被抑制,提示通过 p53诱导的凋亡可能是流感病毒诱导细胞凋亡的一条重要途径．
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流行性感冒是由流感病毒引起的急性呼吸道传

染病，其起病急、蔓延快，对人群尤其是儿童、老

年人及免疫缺陷者危害尤为严重．流感病毒不仅能

导致上呼吸道和肺部的感染，同时还能导致脑部、

心脏、胰腺等全身性多器官的感染．流感病毒点突

变造成的抗原漂移可导致流感每年季节性流行，而

基因重配造成的抗原转换则可能产生新的亚型，因

人类对新亚型普遍缺乏免疫力而可能导致流感世界

大流行[1～4]．

流感病毒能诱导多种组织细胞的凋亡，包括外

周血单个核细胞，但其相关的免疫病理学机制至今

未得到进一步的阐述[5～7]．研究表明，在病毒感染

细胞时，病毒自身蛋白以及细胞分泌的信号分子都

参与到这一过程中，如 Fas-FasL、肿瘤坏死因子
(TNF)、RNA依赖的蛋白激酶 R(PKR)、一氧化氮
(NO)、转化生长因子(TGF)、有丝分裂原激活蛋白
(MAP)激酶等．尽管许多蛋白质被证明与流感病毒
的凋亡有关，但尚缺乏进一步的机制探讨[8～11]．

本实验从健康自愿者的外周血中分离培养淋巴

细胞和单核巨噬细胞，用 A型流感病毒(H1N1亚
型)感染后，通过流式碘化丙锭 (PI)单染色以及
Annexin V-PI双染色检测并比较外周血淋巴细胞和

单核巨噬细胞在不同情况下的凋亡情况．RT-PCR
分别检测 p53 的 RNA 表达水平．根据检测的结
果，加入 Pifithrin-琢(PFT-琢)抑制 p53 转录，检测
p53被抑制时外周血淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋
亡情况．

1 材料与方法

1.1 病毒与细胞

犬肾上皮细胞系 MDCK (Madin-Darby canine
kidney)细胞，本实验室保存．A 型流感病毒
A/Shantou/169/2006(H1N1)株，于 2006年分离于汕
头大学医学院第一附属医院，本室保存．通过红细

胞凝集抑制试验( hemagglutination inhibition assay,
HAI )及基因测序对比确认病毒亚型．病毒感染
MDCK 细胞后， 在含有 1 mg/L TPCK-Trypsin
(Sigma公司)的无血清 1640培养基中增殖，空斑形
成试验(plaque-forming assay)确定病毒效价[12]．
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Table 1 Apoptosis of mononuclear cell
with different treatments

Fig. 1 Plaque of H1N1 virus in MDCK cell
(a) Virus dilution: 10-4. (b, c) Virus dilution: 10-5. Plaque was 115 and

119 respectively. (d, e, f) Virus dilution: 10-6. Plaque was 14, 13 and 9

respectively. Plaque forming unit (PFU)=12伊106=1.2伊107 PFU/ml．

1.2 淋巴细胞的分离、培养与感染

采集自愿者的新鲜血液并于 1 h内用 Ficoll淋
巴细胞分离液分离并得到单个核细胞，并进一步通

过细胞贴壁，得到淋巴细胞和单核巨噬细胞，细胞

用含 10%胎牛血清 (Hyclone 公司 )的 RPMI 1640
(Gibco公司)培养．用病毒液吸附不同处理方式的
细胞，包括：a．病毒直接吸附单个核细胞；b．病
毒直接吸附淋巴细胞和单核巨噬细胞 1 h后，再将
淋巴细胞和单核巨噬细胞进行分离；c．将淋巴细
胞、单核巨噬细胞进行分离后再用流感病毒进行吸

附；d．病毒吸附不同时间后，淋巴细胞和单核巨
噬细胞的凋亡情况．通过细胞计数和调节病毒颗粒

数控制病毒感染复数(multiplicity of infection, MOI )
为 2．
1.3 RNA提取与半定量 RT鄄PCR
分别提取病毒感染后培养 2、4、8、12 h的淋

巴细胞和单核巨噬细胞的 RNA，检测淋巴细胞和
单核巨噬细胞中 p53在 RNA表达水平上的差异，
RNA抽提试剂盒为 Qiagen公司的 RNeasy mini kit，
逆转录试剂盒为 SuperScript芋(Invitrogen公司)，使
用随机引物获得 cDNA．利用 2伊MasterMix(天根生
化科技(北京)有限公司)进行 PCR扩增，p53引物
序列分别为：5忆 ACC CAG GTC CAG ATG AAG C 3忆,
5忆 ATG TAG TTG TAG TGG ATG GTG GTA 3忆，
茁-actin 引物序列分别为：5忆 ATG CCT GCC GTG
TGA ACC ATG T 3忆, 5忆 AGA GCT ACC TGT GGA
GCA ACC T 3忆．PCR 产物经凝胶电泳后，用
BandScan4.3进行分析．
1.4 凋亡检测

使用流式细胞术，通过碘化丙锭(propiolium,
PI，Sigma 公司)单染色和 Annexin V-PI 双染色的
方法检测细胞的凋亡,以确认不同处理间凋亡是否
存在差异，凋亡试剂盒为美国 Bipec Biopharma公
司产品．使用 Pifithrin-琢(PFT-琢，Santa Cruz公司)
抑制 p53转录，通过流式 PI单染色检测淋巴细胞
和单核巨噬细胞的凋亡情况．

2 结 果

2.1 空斑形成试验确定病毒滴度

根据血凝试验测得 H1N1病毒的滴度，分别对
流感病毒进行 10-4、10-5、10-6稀释，并吸附单层

MDCK细胞，60～72 h后，得到流感病毒增殖的
空斑试验结果，如图 1 所示．流感病毒滴度为：
1.2伊107 PFU/ml．

2.2 流感病毒不同感染条件对单个核细胞凋亡的

影响

考虑胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)对流感
病毒复制的抑制作用和 TPCK-Trypsin对单个核细
胞的影响，以不同的方式处理细胞，培养 48 h进行
PI单染色，流式细胞术检测不同处理方式下单个
核细胞的凋亡水平，以确定 FBS和 TPCK-Trypsin
对流感病毒所诱导凋亡的影响．结果如表 1所示，
在无血清培养基中添加 1 mg/L的 TPCK-Trypsin，
有利于病毒感染．

2.3 流感病毒不同感染时间对单个核细胞凋亡的

影响

考虑病毒吸附时间的不同可能对凋亡比例造成

的影响，病毒吸附细胞 1、2、4、8 h后，细胞培
养 48 h分别进行 Annexin V-PI荧光检测和流式细
胞术检测．结果如图 2，3所示．

Manipulation method
Non-infection

group

Virus-infection

group

10%FBS(-)TPCK-Trypsin(-) 7.36 9.97

10%FBS(-)TPCK-Trypsin(1 mg/L) 8.30 24.291)

10%FBS(+)TPCK-Trypsin(1 mg/L) 6.13 12.961)

1)P < 0.01, the apoptosis ratio of virus-infection group was

significantly higher than non-infection group.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

%
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病毒吸附淋巴细胞 1、2、4、8 h后培养 48 h，
流式细胞术检测淋巴细胞凋亡比例分别为 29.28%、
27.62%、30.34%、34.92%，重复试验，得到相似
的结果．实验结果表明，凋亡比例整体表现为上升

趋势，但病毒吸附时间与淋巴细胞凋亡之间无明显

相关．

2.4 流感病毒感染单个核细胞的凋亡检测

按上述确立的感染条件，用病毒感染复数

MOI=2的 H1N1流感病毒，对 Ficoll分离液分离得
到的单个核细胞混合液吸附 1 h，进一步分离得到
淋巴细胞和单核巨噬细胞，分别培养 12、24、48、
72 h，用 PI单染流式细胞术检测细胞凋亡情况．
淋巴细胞凋亡结果如表 2，单核巨噬细胞结果如表 3.
表 2结果表明，随着时间的推移，淋巴细胞在

流感病毒的作用下凋亡率逐渐增加．同时，随着淋

巴细胞体外培养时间的延长，淋巴细胞自身出现的

凋亡也逐渐增加．在 24～48h这一时间段凋亡比例
出现了较大幅度的变化，未感染组凋亡比例由

6.02%升至 32.6%，病毒感染组则由 12%升至
45.71%．比较各时段的凋亡比例，P < 0.01，差别
有统计学意义．

表 3结果表明，培养 24 h后，单核巨噬细胞
感染组凋亡比例较未感染组高，说明流感病毒对单

核巨噬细胞凋亡起促进作用．从 48 h开始，病毒
感染的单核巨噬细胞其凋亡比例则较未感染组低，

8次重复试验均得到相似的结果．48 h后，流感病
毒对单核巨噬细胞的凋亡再无促进作用．在 24～
48 h之间细胞凋亡情况发生了一次转换．
考虑到淋巴细胞和单核巨噬细胞一起吸附感染

存在的相互影响，我们还进行了以下实验．实验

一：分离淋巴细胞和单核巨噬细胞，病毒吸附 1 h
后再培养 48 h；实验二：病毒吸附混合的淋巴细胞
和单核巨噬细胞 1 h后，再进行分离并培养 48 h．
PI单染流式细胞术检测比较实验一、实验二淋巴
细胞凋亡区别．结果如图 4所示．

PI单染色流式细胞术检测结果表明，淋巴细
胞和单核巨噬细胞先分离后再病毒吸附 1 h进行培
养，与混合淋巴细胞和单核巨噬细胞病毒吸附 1 h
后再进行分离，两者凋亡比例比较，先细胞分离再

病毒吸附组的凋亡比例较先病毒吸附再细胞分离组

要高，分别为 38.33%、23.21%，P < 0.01，差别有
统计学意义．说明淋巴细胞与单核巨噬细胞之间存

在相互作用，并且单核巨噬细胞可能在吸附感染过

程中分泌相关蛋白和细胞因子、趋化因子抑制了淋

巴细胞的凋亡．

(b)(a)

(d)(c)

Fig. 2 Fluorescence microscope Annexin
V鄄PI staining result

(a) Virus adsorbs lymphocyte for 1 h. (b) Virus adsorbs lymphocyte for

2 h. (c) Virus adsorbs lymphocyte for 4 h. (d) Virus adsorbs lymphocyte

for 8 h. Early apoptosis of lymphocyte show green fluorescent and late

apoptosis of lymphocyte show red fluorescent, green fluorescent was

Annexin-V staining, red fluorescent was PI staining. There was no

difference in proportion of apoptosis when cells were cultured 48 h after

1 h, 2 h, 4 h, 8 h virus adsorption．

Fig. 3 The Annexin鄄V PI staining results for
lymphocyte adsorbed by virus at different time

(a) Virus adsorbs lymphocyte for 1 h. (b) Virus adsorbs lymphocyte for
2 h. (c) Virus adsorbs lymphocyte for 4 h. (d) Virus adsorbs lymphocyte
for 8 h. The Annexin-V PI staining results, lymphocyte cultured for 48 h
after adsorbed by virus at 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, the proportion of apoptosis in
lymphocyte was 29.28% , 27.62% , 30.34% and 34.92% , repeated test
obtained the similar result．The result indicated that there was no
difference in proportion of apoptosis when cells were cultured 48 h after
1 h, 2 h, 4 h, 8 h virus adsorption.
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2.5 单个核细胞感染流感病毒后 p53基因转录水
平的变化

由于 p53是一种重要的凋亡诱导蛋白，为证实
p53在流感病毒诱导的凋亡中所起到的作用，实验
检测了流感病毒 H1N1吸附淋巴细胞和单核巨噬细
胞后培养 2、4、8、12 h 的 PCR 结果．结果如
图 5、6所示，流感病毒 H1N1感染淋巴细胞后，

p53的 mRNA与同期的对照细胞组相比无明显变
化．流感病毒 H1N1感染单核巨噬细胞后，在 8 h
和 12 h mRNA 表达水平明显上调．p53的 mRNA
转录水平的上调与凋亡水平具有相关性．

2.6 抑制 p53对流感病毒感染的单个核细胞凋亡
的影响

将单个核细胞进行分离后，加入 30 mmol/L终
浓度的 p53抑制剂 PFT-琢进行预处理，2 h后用流
感病毒 H1N1吸附，培养 48 h后对淋巴细胞、单
核巨噬细胞进行 PI染色，流式细胞术检测凋亡情
况．结果如图 7和图 8所示，加入 PFT-琢后，淋
巴细胞对照组与病毒感染组之间的凋亡比例分别为

0.86%、0.68%，P > 0.05．单核巨噬细胞对照组与
病毒感染组之间的凋亡比例分别为 4.42%、4.74%，
P > 0.05，均不再有凋亡峰的出现，即 PFT-琢使病
毒感染组凋亡比例明显下降，结果提示，p53抑制
剂 PFT-琢可以抑制流感病毒感染所致的单个核细
胞的凋亡．

Fig. 5 RT鄄PCR results for lymphocyte p53
M: Marker (PCR Marker, NEB), 1～4: Virus infected group(2 h, 4 h,

8 h, 12 h), 5～8: Control group(2 h, 4 h, 8 h, 12 h). p53 expression level

in lymphocyte rise at 2 h, 4 h both in virus infected group and control.

茁-Actin

M 8 7 6 5 4 3 2 1

Fig. 6 RT鄄PCR results for mononuclear macrophage p53
M: Marker (PCR Marker, NEB), 1～4: Virus infected group (2 h, 4 h,

8 h, 12 h), 5～8: Control group(2 h, 4 h, 8 h, 12 h). Slight rise in control

could be found after 4 h. p53 expression level in mononuclear

macrophage is obviously higher in virus infected group than control at

8 h, 12 h.

茁-Actin

8 7 6 5 4 3 2 1 M

1)P < 0.01, the apoptosis ratio of virus-infection group was significantly higher at 12 h and 24 h, but greatly lower at 48 h and 72 h compared

with the non-infection group.

1)P < 0.01, the apoptosis ratio of virus-infection group was significantly higher than non-infection group. x 依 s, n=8.

Table 2 Apoptosis of lymphocyte infected by influenza virus then cultured for different time
%

tcultivation/h 12 24 48 72
Non-infection group 0.26 6.02 依 2.11 32.60 依 2.02 48.63 依 1.95
Virus-infection group 7.031) 12.00 依 1.931) 45.71 依 2.131) 65.99 依 1.821)

Table 3 Apoptosis of mononuclear macrophage infected by influenza virus then cultured for different time
%

tcultivation/h 12 24 48 72

Non-infection group 0.32 6.94 依 2.13 12.38 依 3.12 33.06 依 2.03

Virus-infection group 0.961) 13.34 依 2.671) 7.89 依 2.341) 27.78 依 1.891)

Fig. 4 PI staining of lymphocytes incubated for 48 h
(a) Apoptosis of lymphocyte isolated from mononuclear cell which was

treated with influenza virus for 1 h. (b) Apoptosis of lymphocyte treated

with influenza virus for 1 h after it was isolated from mononuclear cell.

1
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2
(a) (b)

Diploid peak

Apoptotic peak
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0
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3 讨 论

本研究选取人类 A型流感病毒，体外接种于
人外周血单个核细胞．通过对单个核细胞的不同处

理，探讨其与凋亡的相关性以及单个核细胞中单核

巨噬细胞和淋巴细胞间可能的相互作用，并尝试探

寻参与凋亡反应过程的相关蛋白和细胞因子．考虑

到培养条件、处理方式对单个核细胞凋亡的影响，

对单个核细胞做了 3种处理方式，包括：a．单个
核细胞中加入 FBS 和 TPCK-Trypsin；b．只加入
TPCK- Trypsin；c．既不加入 TPCK-Trypsin，也不
含 FBS．试验结果表明，终浓度为 1 mg/L 的
TPCK- Trypsin的加入并未对单个核细胞的凋亡造
成显著影响，而 10% FBS的加入则对单个核细胞
的凋亡有抑制作用，这与众多文献中提到的流感病

毒能被血清非特异性抑制这一结果相符[13]．

实验结果表明，淋巴细胞病毒感染组和其未感

染组在 48h均开始出现较明显的凋亡峰，但病毒感
染组凋亡比例明显较未感染组高．分析未感染组出

现凋亡的原因可能包括以下几个方面：a．在分离
外周血时或在处理单个核细胞时受到了机械损伤；

b．培养过程中没有加入 FBS；c．单个核细胞，特
别是淋巴细胞，在体外易凋亡．整个试验采取将单

个核细胞置于 6孔板中进行病毒吸附的方式，使用
流感病毒吸附细胞 1～2 h，病毒吸附的同时，根据
淋巴细胞悬浮生长、单核巨噬细胞贴壁生长的特性

进行分离，并分别培养 12、24、48、72 h．人外周
血淋巴细胞在 H1N1流感病毒诱导下的凋亡也进一
步证实了流感病毒能促进淋巴细胞凋亡这一事

实[14]．但单核巨噬细胞的凋亡情况却与一些文献报

道有不一致之处，我们的实验结果表明，单核巨噬

细胞感染并培养 24 h后流感病毒对其凋亡具有促
进作用，但培养 48 h和 72 h后流感病毒对其凋亡
无明显作用．出现这种结果可能与单核巨噬细胞有

分泌相关的蛋白质或细胞因子、趋化因子抑制自身

的凋亡有关，或者其中涉及到淋巴细胞的共参与．

Tadlock等[15]在 2003年用 H5N1感染外周血单核巨
噬细胞时发现，病毒能诱导 p38 MAPK 的活化，
并最终能抑制 casepase-3、-8、-9．2002年 Cheung
等[16]和 2005年 Tyner等[17]也发现，无论是 H5N1还
是 H1N1均能诱导人外周血单核巨噬细胞产生趋化
因子 Ccl5，而在单核巨噬细胞中 Ccl5与其受体的
结合又能诱导抗凋亡信号的产生．

将 P53抑制剂 PFT-琢加入到淋巴细胞和单核
巨噬细胞中培养 48 h后，流式细胞术 PI单染色的
结果显示，未感染组和病毒感染组的凋亡峰均消

失，表明淋巴细胞和单核巨噬细胞的凋亡可能与

p53存在一定的联系， p53可促进淋巴细胞和单核
巨噬细胞的凋亡．结果进一步说明了 p53在凋亡中
所起到的作用，也提示 p53参与的凋亡诱导途径可
能是流感病毒诱导细胞凋亡的一条公共途径[18, 19]，

进一步的研究正在进行中．
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Abstract Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) was induced apoptosis when infected by influenza A virus.
To observe the interaction between lymphocyte and macrophage, the lymphocyte and macrophage were induced by
H1N1 subtype influenza virus. The result showed that apoptosis of PBMC including lymphocyte and macrophage
was promoted by virus infection in the first 48 h, but the apoptosis of macrophage was inhibited after 48 h
cultivation. According to fluorescent staining and flow cytometry there was no difference in apoptosis of
lymphocyte after virus adsorption at different time. The result showed that there was no relationship between
apoptosis and adsorption time. The apoptosis of lymphocyte and macrophage was detected when PFT-琢 was
added, the result show that the apoptosis of lymphocyte and macrophage was inhibited. It hinted that p53 may be
impact the apoptosis of lymphocyte and mononuclear macrophage that treated with influenza virus.
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