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Abstract :Objective　 To observe and compare the difference of apoptosis in tumer cells induced by differ2
ent influenza viruses. Methods　The shapes of HeLa cells in different time were observed in the elect ron

microscope after they were infected by influenza virus type A1 , B and ult raviolet exposure virus respec2
tively. We used Annexin V2FITC staining flow cytometry ( FCM) to observe the percentage of apoptosis.

Results　Typical apoptosis in HeLa cells were observed in microscope after infected by influenza viruses

type A1 and B 24 hours. The percentage of apoptosis increased along with time expanded and culminated

f rom 12 to 24 hours. The maxima of the percentage of apoptosis induced by influenza virus type B , A1 ,

ult raviolet exposure influenza B virus (UV2B) and ult raviolet exposure influenza A1 virus (UV2A1) come

to 38 . 65 % ,23 . 94 % , 18 . 20 % and 10 . 05 % respectively. There have significant difference between influ2
enza A1 and B virus ( P < 0 . 01) . Conclusion　Influenza B virus is more st rong than influenza A virus in

the ability of inducing apoptosis. More over , the ult raviolet exposure influenza virus perhaps still has the

certain ability of inducing apoptosis in HeLa cells. Compared with the influenza A virus , influenza B vi2
rus have greater research and application value in the t reatment of cancer.
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摘　要 :目的　观察并比较不同流感病毒诱导肿瘤细胞凋亡能力的差异。方法　A1、B型流感病毒及

经紫外线照射后的病毒分别感染 HeLa细胞 ,于不同时间取 HeLa细胞分别在电镜下观察细胞的形态 ,

Annexin V2FITC染色流式细胞仪检测凋亡百分率。结果　A1亚型及 B型流感病毒作用于 HeLa细胞

后 24 h ,电镜下可见细胞凋亡的特征性改变 ,且凋亡百分率随时间延长而增高 ,于 12～24 h达高峰 ,其中

B型流感病毒的凋亡诱导率最高达38 . 65 % ,A1 亚型最高为23 . 94 %。紫外线照射后的 B 型流感病毒

(UV2B)最高达到18 . 20 % , UV2A1 最高达到10 . 05 % , A1 亚型与 B 型相比差异有统计学意义 ( P <

0 . 01) 。结论　B型流感病毒诱导肿瘤细胞凋亡的能力比 A型流感病毒强 ,而且经紫外线照射后的流感

病毒可能仍然具有一定的诱导细胞凋亡能力 ;在肿瘤治疗方面 ,B型流感病毒比 A型流感病毒具有更大

的研究和应用价值。
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0　引言

细胞凋亡是细胞在生理或病理信号刺激下 ,启

动自身凋亡相关基因而发生的主动“自杀”过程。近

年来的许多研究表明 ,流感病毒可诱导多种细胞发

生细胞凋亡 ,包括其容纳细胞和非容纳细胞 ,特别是

A型流感病毒研究较多。由于流感病毒可诱导多种

肿瘤细胞发生细胞凋亡 ,因此为肿瘤治疗提供了一

个新的研究方向。

1　材料与方法

1 . 1　材料

1 . 1 . 1　病毒与细胞

流感病毒 (A1/京防 8621、B/沪防 9321)均购自

武汉大学中国典型培养物保藏中心 ; HeLa 细胞为

大连医科大学微生物教研室保存的传代细胞。

1 . 1 . 2　主要试剂与仪器

Annexin V2FITC apoptosis detection kit Ⅰ试

剂盒购自 BD 公司。透射电子显微镜 ( J EM2
2000 EX) , 流式细胞仪 ( FACS V antage TMSE) ,

酶标仪 (model 3550 ,biorad 公司) 。
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1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　病毒培养

将流感病毒 A1 亚型和 B型分别接种于 9～11

日龄鸡胚尿囊腔 ,35 ℃孵育 48～72 h ,收获尿囊液经

3 000 r/ min离心 15 min ,取上清液检测血凝效价 ,

取血凝效价 > 1∶640的尿囊液低温保存备用。

紫外线照射的流感病毒对照制备方法 :分别将

流感病毒液 2ml置于无菌小试管内 ,置于紫外灯下

40 cm处照射 30 min。

1 . 2 . 2 　HeLa细胞凋亡的形态学检测

HeLa细胞用 RPMI21640 生长液传代培养 ,待

长至 80 %单层时 ,将 A1 亚型及 B型流感病毒用维

持液稀释至 1∶64 ,各取0 . 5 ml 分别感染细胞 ,37 ℃

吸附 1 h ,换维持液 ,于感染后 24 h 观察细胞病变 ,

并收集细胞 ,立即加入2 . 5 %戊二醛固定 ,经脱水、包

埋、切片、枸橼酸铅和醋酸铀双染色后在透射电镜下

观察细胞的超微结构改变。同时设不加病毒的阴性

对照。

1 . 2 . 3 　Annexin V2FITC/ PI染色检测细胞凋亡

分别取效价为 1∶64 的 A1 亚型及 B 型流感病

毒0 . 5 ml接种至长成 80 %单层的 HeLa 细胞 ,37 ℃

吸附 1 h ,弃去病毒液 ,加入维持液 1 ml。于接种后

4、8、12、24、48 h 收集细胞 ,用冷 PBS洗涤 2 次 ,调

整细胞浓度为 1×106个/ ml ,取 100μl 进行染色 ,流

式细胞仪检测细胞凋亡。同时设不加病毒的阴性对

照及经紫外线照射的流感病毒 (A1及 B)对照。

1 . 3　统计学分析

采用 SPSS12 . 0 统计软件 ,凋亡百分率的比较

用 t检验法。

2　结果

2 . 1　流感病毒诱导 HeLa细胞凋亡的形态学观察

2 . 1 . 1 　A1亚型流感病毒作用于 HeLa细胞后的形

态学观察

A1亚型流感病毒作用于 HeLa细胞后 24 h ,透

射电镜下显示早期凋亡细胞 ,细胞表面微绒毛消失 ,

体积缩小 ,染色质浓集并靠近核膜 ,形成新月状体 ,

见图 1a ,另有部分晚期凋亡细胞 ,表现为核体积进

一步缩小 ,染色质聚集 ,胞浆内出现空泡 ,见图 1b。

2 . 1 . 2 　B 型流感病毒作用于 HeLa 细胞后的形态

学观察

B型流感病毒作用于 HeLa 细胞后 24 h ,倒置

显微镜下可见明显的细胞病变效应 ,透射电镜下显

示大部分细胞均已进入凋亡晚期 ,表现为细胞微绒

毛消失 ,胞核浓缩、碎裂 ,形成多个凋亡小体 ,见图

2a ,有部分细胞出现了继发性坏死、细胞肿胀、空泡

化 ,见图 2b。

图 1　A1亚型流感病毒作用于 HeLa

细胞后 24 h的超微结构变化

图 2　B型流感病毒作用于 HeLa

细胞后 24 h的超微结构变化

2 . 2 　Annexin V2FITC/ PI染色流式细胞仪检测结

果

A1亚型、B 型及经 UV 照射后的流感病毒
(UV2A1、UV2B)分别作用于 HeLa细胞后 ,于 4、8、

12、24、48 h分别检测细胞凋亡 ,按下式计算凋亡百

分率。

　　凋亡百分率 =凋亡百分率检测值 - 阴性对照凋

亡百分率

检测结果发现病毒感染后 4 h开始出现细胞凋

亡 ,且凋亡百分率随时间延长而增高 ,于 12～24 h

达高峰 ,之后凋亡百分率下降 ,而坏死细胞百分率逐

渐增加。其中 A1亚型流感病毒诱导细胞凋亡在 24

h达高峰 ,凋亡百分率为 (23 . 94 ±3 . 01) % ,B 型流

感病毒在 12 h 达高峰 ,凋亡百分率为 ( 38 . 65 ±

3 . 44) % ,两者差异有统计学意义 ( P < 0 . 01) 。经紫

外线照射后的两种流感病毒也具有一定的诱导细胞

凋亡的能力 ,在 12 h时凋亡百分率最高 ,UV2A1 为

(10 . 05 ±1 . 79) % ,UV2B为 (18 . 20 ±2 . 26) % ,两者

差异有统计学意义 ( P < 0 . 01) (见图 3) 。

3　讨论

细胞凋亡是机体生长发育、细胞分化和病理状
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图 3　流感病毒诱导肿瘤细胞凋亡百分率曲线

态下细胞自主性死亡的过程 ,它参与机体内的许多

生理或病理过程。研究表明 ,细胞凋亡的抑制与肿

瘤的发生、发展及其对治疗的耐受都有着密切的关

系。因此 ,探索各种诱导肿瘤细胞凋亡的途径成为

人们研究肿瘤治疗的一个新方向。

流感病毒可以诱导多种细胞发生细胞凋亡 ,包

括其容纳细胞 ( MDC K)和非容纳细胞 ,如 HeLa 细

胞、Raji细胞、支气管上皮细胞、淋巴细胞等 ,其中研

究得较多的是 A 型流感病毒[ 124 ]。本研究发现 ,A1

亚型及 B型流感病毒均可诱导 HeLa 细胞凋亡 ,而

且 B型流感病毒诱导细胞凋亡的能力比 A1 亚型更

强 ,两者有极显著性差异。当 A1 亚型流感病毒作

用于 HeLa细胞后 24 h ,透射电镜下显示部分为早

期凋亡细胞 ,其细胞表面微绒毛消失 ,细胞体积缩

小 ,染色质浓集并靠近核膜 ,形成新月状体 ;而 B 型

流感病毒作用于 HeLa 细胞后 24 h 即可见明显的

细胞病变效应 ,此时大部分细胞均已进入凋亡晚期 ,

甚至有部分细胞出现了继发性坏死 ,细胞肿胀、空泡

化等。从诱导时间来看 ,流感病毒作用后 4 h 开始

出现细胞凋亡 ,12～24 h时的细胞凋亡百分率达到

高峰 ,之后随着坏死细胞增多 ,凋亡百分率开始下

降。与此同时 ,经紫外线照射的 A1 亚型与 B 型流

感病毒作用于 HeLa 细胞后 ,流式细胞仪也同样检

测到了一定的凋亡率 ,其中 , UV2B 最高达到

18 . 2 % ,UV2A1 最高达到10 . 05 %。提示经紫外线

作用后的流感病毒可能仍具有一定的诱导细胞凋亡

的能力。但其他报道认为紫外线灭活后的流感病毒

不能诱导细胞凋亡[ 5 ] ,是否因照射方法或各毒株对

紫外线的敏感性不同而产生这种差异 ,对此尚需进

一步研究。流感病毒诱导细胞凋亡一方面是其致病

的一个重要机制[ 6 ,7 ] ,另一方面也提示在肿瘤的治

疗方面可能具有一定的应用价值。

综上所述 ,B型流感病毒诱导肿瘤细胞凋亡的

能力比 A1 亚型流感病毒强 ,而且经紫外线照射后

的流感病毒仍然具有一定的诱导 HeLa细胞凋亡的

能力。在肿瘤治疗方面 ,B型流感病毒比 A 型流感

病毒可能具有更大的研究和应用价值 ,对此尚需作

进一步实验加以证实。
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