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　 　 【摘要】 　 目的　 建立 ＥＶ７１ 对树鼩原代肾细胞的感染模型。 方法　 胰蛋白酶消化法获得树鼩的原代肾细胞，
用 ＥＶ７１ 感染树鼩肾细胞，测定 １、２、４、６ 和 ８ ｄ 培养上清病毒滴度，分别用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光法检测细胞

中 ＥＶ７１ 病毒 ＶＰ１ 蛋白的表达，以确定 ＥＶ７１ 病毒对树鼩原代肾细胞的感染性。 结果　 对分离得到的树鼩原代肾

细胞进行传代纯化和形态鉴别，建立以树鼩原代肾细胞为主的细胞培养。 用 ＥＶ７１ 病毒感染树鼩原代肾细胞，感染

后 ４８ ～ ９６ ｈ 病毒滴度可达到 １􀆰 ３ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，说明 ＥＶ７１ 病毒可有效感染树鼩原代肾细胞并有效增殖。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现，ＥＶ７１ 病毒 ＶＰ１ 蛋白可在感染后 ２ ～ ８ ｄ 的树鼩原代肾细胞中有效检出，间接免疫荧光法则

在感染后 ２ ～ ６ ｄ 细胞的细胞质中检测到病毒 ＶＰ１ 蛋白的分布。 结论　 在成功建立树鼩原代肾细胞培养的基础

上，确定了 ＥＶ７１ 病毒对树鼩原代肾细胞的感染性和病毒增殖特性，初步建立了 ＥＶ７１ 树鼩原代肾细胞感染模型。
【关键词】 　 树鼩原代肾细胞；ＥＶ７１；病毒增殖；ＶＰ１ 蛋白；感染模型
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　 　 人肠道病毒 ７１ 型（ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１， ＥＶ７１）是导

致人手足口病的主要病原体之一，主要感染人群为

５ 岁以下的婴、幼儿，重症感染可引发严重的中枢神

经系统和心肺系统并发疾病，严重威胁人类健

康［１］。 目前，尽管已有可预防 ＥＶ７１ 感染的疫苗上

市，仍需要建立合适的手足口病动物模型，用于病毒

感染后致病机制研究和药物研发。 现有的 ＥＶ７１ 感

染动物模型主要为幼龄小鼠或乳鼠、免疫缺陷小鼠，
以及非人灵长类的食蟹猴、恒河猴［２， ８］。

树鼩（Ｔｕｐａｉａ ｂｅｌａｎｇｅｒｉ， ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ）是一种属于

攀鼩目的小型哺乳动物，主要分布于南亚，东南亚以

及中国的西南地区。 作为一种与灵长类亲缘关系较

近的新型实验动物［３ － ５］，其体型较小、繁殖周期短、
成本较低以及在生理解剖方面和灵长类高度相似等

特点，现已被用于建立了多种人类病毒性疾病的动

物模型［６］，如甲型肝炎病毒（ＨＡＶ）、乙型肝炎病毒

（ＨＢＶ）、丙型肝炎（ＨＣＶ）和单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）
等［７］。 ２０１２ 年，王文广等［８］ 发现 ＥＶ７１ 能够感染幼

龄中缅树鼩，在手掌、口鼻除出现水泡等典型的手足

口病症状，初步证实树鼩可以作为 ＥＶ７１ 手足口病

的疾病动物模型。
在建立病毒感染动物活体模型的同时，建立合

适的动物感染细胞模型，对于 ＥＶ７１ 感染与致病机

制的深入研究，以及体外药物筛选与评价都至关重

要。 目前，与 ＥＶ７１ 相关的体外感染及其机制的深

入研究都以细胞系作为主要工具，在与活体机能更

为相似的原代细胞上开展的研究较少报道。 本研究

在 ＥＶ７１ 可以感染树鼩活体，认为树鼩可以作为

ＥＶ７１ 病毒感染模型的基础上，分离培养树鼩的原代

肾细胞，确定 ＥＶ７１ 病毒对其感染与增殖特性，探索

建立 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞模型，并为建立

ＥＶ７１ 感染树鼩手足口病模型提供必要的佐证。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物与 ＥＶ７１ 病毒株

经人工繁育的清洁级，４ 月龄 Ｆ１ 代雄性中缅树

鼩 １ 只，体重 １４５ ｇ，由中国医学科学院医学生物学

研究所树鼩种质资源中心【ＳＣＸＫ（滇）２０１３ － ０００１】
繁育。 饲养期间给予啮齿类动物标准颗粒饲料，饲
养和实验操作在昆明理工大学实验动物中心。

ＥＶ７１ 标准株（２０１０ＦＪＬＹ００８），来自中国典型培养物

保藏中心，以 Ｖｅｒｏ 细胞进行培养，测定其滴度为 １􀆰 １
× １０５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
１􀆰 ２　 树鼩原代肾上皮细胞的培养与鉴定

树鼩腹腔注射苯巴比妥进行麻醉，解剖取出双

侧肾脏，用含青链霉素的 Ｄ⁃Ｈａｎｋ’ｓ 清洗 ３ 次，去除

肾蒂及包膜，用眼科剪将其剪成 １ ｍｍ３ 左右的颗粒

状，转移至含 ０􀆰 ２５ ％ 的胰蛋白酶消化液中，３７℃孵

育 １ ｈ，每隔 １０ ｍｉｎ 振荡 ３０ ｓ。 消化 １ ｈ 后用 １００ 目

的网筛过滤，去除组织块后加入完全培养基（１０％
ＦＢＳ ＋ ９０％ ＲＰＭＩ １６４０）中和胰酶，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ 离心洗涤 ３ 次，获得树鼩原代肾细胞。 用含

有 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 表皮生长因子（ＥＧＦ，购自 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ）
的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基（１０％ ＦＢＳ ＋ ９０％ ＲＰＭＩ
１６４０），５％ ＣＯ２、３７℃培养细胞，每 ２ ｄ 换一次培养

基，并根据细胞生长状况进行胰酶消化传代。
根据原代肾细胞和成纤维细胞对胰蛋白酶的敏

感度差异以及细胞贴壁的时间不同，对分离得到的

原代肾细胞进行纯化，经 ２ 次传代培养即可获得较

纯的肾细胞。 用角蛋白 １８（ＣＫ１８）抗体（Ａｂｃａｍ 公

司）和荧光二抗（ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＦＩＴＣ）对树鼩肾细

胞进行免疫荧光检测，确定肾上细胞的比例与纯度。
１􀆰 ３　 ＥＶ７１ 病毒感染树鼩原代肾细胞与病毒增殖

情况测定

按感染复数为 ０􀆰 １（ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １）的 ＥＶ７１ 病毒感

染 Ｖｅｒｏ 细胞，维持培养至 ３６ ｈ 时收取培养上清，为
用于感染树鼩原代肾细胞的 ＥＶ７１ 病毒液。 以感染

复数为 ２（ＭＯＩ ＝ ２）的 ＥＶ７１ 病毒接种原代树鼩肾细

胞，同时设 Ｖｅｒｏ 细胞作为阳性对照，在培养箱中孵

育 ２ ｈ 后去除上清，使用 ＰＢＳ 洗 ６ 次，以最后一次洗

液作为 ０ ｄ 对照。
用完全培养基培养感染病毒的细胞，每 １２ ｈ 收

集一次病毒上清，提取上清中的核酸，一步法 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测病毒核酸（ＴａＫａＲａ Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ），
上游引物 ＶＰ１⁃Ｆ２： ＧＣＣＴＡＴＡＴＡＡＴＡＧＣＡＣＴＡＧＣＧ⁃
ＧＣＡＧ，下游引物 ＶＰ１⁃Ｒ２：ＴＴＧＡＣＣ ＡＣＴＣＴＡＡＡＧＴ⁃
ＴＡＣＣＣＡＣＡＴ，扩增片段为 ５０７ ｂｐ）。 ＴａｑＭａｎ 荧光定

量 ＰＣＲ 法检测上清中的病毒载量（ＴａＫａＲａ Ｏｎｅ⁃Ｓｔｅｐ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ），上游引物：ＥｖＦ１（４７４ － ４９３
ｂｐ）⁃ＴＧＧＡＧＣＣＣＣＴＡＡＧＣＣＡＧＡＴＴ，下游引物 ＥｖＲ１

８１１
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（５７７ － ５９６ ｂｐ）⁃ＣＴＣＧＣＡＧＧＴＧＡＣＡＴＧＡＡＴＧＧ，探
针序列为：ＴａｑＭａｎ Ｐｒｏｂｅ（５０４ － ５２８ ｂｐ）：ＣＣＴＴＧ⁃
ＣＡＴＧＧＣＡＡＡＣＣＧＣＣＡＣＴＡＡＣ。
１􀆰 ４　 ＥＶ７１ 病毒滴度检测

注：红圈部分表示纤维细胞。

图 １　 树鼩原代肾上皮细胞的培养、纯化及鉴定（１０ × １０）
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｃｙｔｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｃｕｌｔｕｒｅ， ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

将 Ｖｅｒｏ 细胞以 ５ × １０３ 的密度接种到 ９６ 孔板

中，取收获的病毒上清 ５０ μＬ，用无血清的 ＤＭＥＭ 培

养基进行 １０ 倍梯度稀释，每个梯度设 ４ 个复孔。 将

稀释好的病毒接种到长成致密单层的 Ｖｅｒｏ 细胞中，
每孔 １００ μＬ，正常细胞对照组中仅加入细胞培养

液，３７℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ２ ｈ，弃去孵育液，加
入含 ２􀆰 ５ ％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基维持液，置于

３７℃ ５ ％ ＣＯ２ 培养箱中培养，显微镜下观察细胞病

变（ＣＰＥ），直至 ＣＰＥ 不再增加时 （６ ～ ７ ｄ），按照

Ｒｅｅｄ⁃ Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒滴度（ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）。
１􀆰 ５　 树鼩原代肾细胞中 ＥＶ７１ ＶＰ１ 的表达检测

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＶ７１ ＶＰ１ 蛋白。 感染后 １、
２、４、６ ｄ 和 ８ ｄ 收集的树鼩原代肾细胞，及病毒感染

与不感染 Ｖｅｒｏ 细胞，用 ＲＩＰＡ 裂解液（购自北京碧

云天生物技术）提取细胞总蛋白，ＢＣＡ 法进行蛋白

定量后，按上样量为 ２０ μｇ 进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，转
膜后用 ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＶＰ１ 一抗和 ＨＲＰ 二抗（Ａｂｃａｍ）
进行细胞中 ＥＶ７１ ＶＰ１ 蛋白检测。

间接免疫荧光检测 ＥＶ７１ ＶＰ１ 蛋白在树鼩肾细

胞中的表达。 甲醇固定细胞病毒感染后 １、２、４ ｄ 和

６ ｄ 的树鼩原代肾上皮细胞，经 ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＶＰ１ 一抗

和 ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＦＩＴＣ 二抗（Ａｂｃａｍ）标记，荧光显

微镜下检测被感染细胞中 ＶＰ１ 蛋白的分布情况。

２　 结果

２􀆰 １　 树鼩原代肾细胞的分离培养及鉴定

用优化的培养条件对分离得到的树鼩原代肾细

胞进行培养至第 ４ 天，可显微观察到细胞形态呈现出

不规则多边形，细胞间界限和轮廓较为清晰（图１⁃ａ），
细胞生长与增殖状况良好。 传代纯化传至第 ２ 代时，
培养细胞中存在较少的成纤维细胞（图 ｂ 中红色圈所

示）已几乎不见（图 ｃ），角蛋白 ＣＫ１８ 抗体进行免疫荧

光鉴定发现，大多细胞呈现出特异性绿色荧光，树鼩

原代肾细胞的纯度达 ９０ ％ 以上（图 １ｄ）。
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注：（ａ）Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｖｅｒｏ 细胞感染后培养上清； ２． Ｖｅｒｏ 细胞洗液； ３． 树鼩原代肾细胞感染后培养上清； ４． 树鼩原代肾细胞洗

液； ５． 未感染树鼩肾细胞培养上清。 （ｂ）０ ｈ 为洗液；ｎｓ 为差异无显著性；∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，差异有显著性。

图 ３　 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞上清中病毒核酸检测

Ｎｏｔｅ． （ａ）： Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ； １， ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ２， ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ３， ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ４， ｗａｓｈ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ； ５， ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ

ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｉｎｆｅｃｔｅｄ． （ｂ）： ０ｈ ｉｓ ｗａｓｈ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； ｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｏｎ⁃ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ ａｎｄ ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ｉｎ⁃
ｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＶ７１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ａｎｄ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 树鼩原代肾细胞培养与细胞增殖

对树鼩原代肾细胞维持培养至 １７ ｄ，通过 ＭＴＴ
法测定其细胞活力，绘制树鼩原代肾细胞增殖曲线

（图 ２），同时设 Ｖｅｒｏ 细胞作为对照进行比较。 在优

化培养条件下，树鼩原代肾细胞可有效增殖，线性增

殖可至第 １０ 天达到细胞增殖平台期。 培养前期树

鼩原代肾细胞的增殖能力基本等同于 Ｖｅｒｏ 细胞系，
培养至 １１ ～ １７ ｄ 的过程中，树鼩原代肾细胞增殖能

力相比 Ｖｅｒｏ 细胞逐渐下降，至 １５ ｄ 开始明显下降，
表明 １５ ｄ 以后树鼩原代肾细胞开始凋亡。

图 ２　 树鼩原代肾细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞培养增殖特性

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ａｎｄ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞与病毒增殖

Ｖｅｒｏ 细胞接种 ＥＶ７１ 病毒后，培养 ３６ ｈ 收取细

胞上 清， 经 测 定 上 清 中 病 毒 滴 度 为 １􀆰 １ × １０８

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 用培养得到的 ＥＶ７１ 病毒感染树鼩原

代肾细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞，最后一道洗液及感染 ４８ ｈ
的培养上清，提取病毒核酸进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 如

图 ３⁃ａ 所示，Ｖｅｒｏ 细胞和树鼩原代肾细胞的培养上

清中都能检测到 ＥＶ７１ 的特异性目的条带，大小为

５０７ ｂｐ，而洗液及阴性对照均未扩增出目的条带。
用实验室建立的荧光定量 ＰＣＲ（ＴａｑＭａｎ 探针

法）法检测培养上清中的 ＥＶ７１ 病毒载量，感染树鼩

原代肾细胞培养上清中病毒载量为 １０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
远高于洗液中残留的病毒量，但明显低于阳性 Ｖｅｒｏ
细胞产生的病毒量（图 ３⁃ｂ）。 据此结果，可初步确

定 ＥＶ７１ 可以感染树鼩原代肾细胞并有效增殖。
以最适感染复数的 ＥＶ７１ 病毒接种树鼩原代肾

细胞，每隔 １２ ｈ 收取培养上清测定病毒载量和滴

度，绘制 ＥＶ７１ 在树鼩原代肾上皮细胞中的增殖曲

线（图 ４）。 根据病毒在树鼩原代肾细胞增殖曲线

知，病毒感染树鼩原代肾上皮细胞 ４８ ｈ 内，上清中

病毒载量与病毒滴度呈线性升高的趋势，４８ ～ ９６ ｈ
上清中病毒随着培养时间的延长缓慢上升，在 ９６ ｈ
达到高峰，然后病毒载量仍可维持较高水平，但病毒

滴度显著下降。 通过观察细胞形态发现，病毒感染

９６ ｈ 时细胞已经开始凋亡，至 １９２ ｈ（８ ｄ）时细胞几

乎完全脱落。 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞后的 ４８ ～
９６ ｈ 期间病毒滴度最大，达到 １􀆰 ３ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，
进一步说明 ＥＶ７１ 病毒能够感染树鼩原代肾细胞并
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有效增殖。

图 ４　 ＥＶ７１ 在树鼩原代肾细胞中的增殖曲线

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＥＶ７１ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ

２􀆰 ４　 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞中 ＶＰ１ 蛋白表达

ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞后不同时间收集感

染上清与细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测被感染细胞内的

病毒蛋白 ＶＰ１。 如图 ５ 所示，在感染后的第 １ 天，未
能检测到 ＶＰ１ 蛋白，而在感染后 ２ ～ ８ ｄ 内均能够

检测到特异性 ＶＰ１ 蛋白条带。 阳性对照 Ｖｅｒｏ 细胞

在被感染后第 ２ 天的 ＶＰ１ 蛋白最明显，然后 ４ ～ ８
ｄ 时处于同一水平，较第 ２ 天弱一些。 未感染的树

鼩原代肾上皮细胞（ｎｅｇａｔｉｖｅ）未检测到 ＶＰ１ 蛋白。
免疫荧光法检测 ＥＶ７１ 感染树鼩原代肾细胞后

ＶＰ１ 蛋白在细胞内表达情况。 观察发现，在感染后

的第 １ 天，并未检测到明显的用于标记 ＶＰ１ 蛋白的

绿色荧光反应，而只能见到 ＤＡＰＩ 复染细胞核的蓝

色荧光，说明病毒还未发生明显的复制活动。 从感

染后第 ２ 天开始至第 ６ 天均能检测到明显的绿色荧

光，主要围绕在细胞核的外周质中，说明 ＥＶ７１ 的

ＶＰ１ 蛋白主要表达于被感染细胞的细胞质中，这一

现象和 ＥＶ７１ 感染 Ｖｅｒｏ 细胞（４ ｄ）后的现象相同，
标记 ＶＰ１ 蛋白的绿色荧光分布于细胞核周围的胞

质中。 未感染的树鼩原代肾上皮细胞未检测到绿色

荧光，只能见到 ＤＡＰＩ 复染的细胞核。
ＷＢ 检测与免疫荧光观察结果均表明，ＥＶ７１ 病

毒能够感染树鼩原代肾细胞，并且在细胞内有效增

殖，ＶＰ１ 蛋白主要存在于细胞质中。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＶ７１ ＶＰ１ 蛋白在树鼩原代肾上皮细胞中的表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＶ７１ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨论

当前 ＥＶ７１ 感染的动物模型研究主要是以幼龄、
免疫缺陷或基因修饰小鼠以及恒河猴作为对象，但小

鼠在遗传和亲缘关系上与人相对较远，而非人灵长类

的恒河猴成本较高。 树鼩作为一种低等灵长类动物，
因其与人类的亲缘关系较近、成本低、繁育周期短等

优点，现已被运用于人类相关重大疾病的研究［７，９，１０］。
在王文广等［８］ 关于幼龄树鼩能够感染 ＥＶ７１ 的实验

基础上，本实验采用树鼩的原代肾上皮细胞进行

ＥＶ７１ 体外感染特性的研究。 对于原代肾上皮细胞的

分离培养已有文献报道，而本实验采用的是张丽娇

等［１１］报道的胰酶消化法来获取树鼩的原代肾上皮细

胞，通过优化培养条件得到了较纯的树鼩原代肾上皮

细胞，并通过角蛋白 ＣＫ１８ 鉴定［１２，１３］。 通过比较 Ｖｅｒｏ
细胞系和树鼩原代肾上皮细胞的生长特性，发现树鼩

原代肾上皮细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞在 １５ ｄ 以内可由对数生

长期至平台期，并能在对数期维持一定的生长活力，

由此说明树鼩原代肾上皮细胞能够充分满足体外

ＥＶ７１ 感染实验的条件。
通过 ＥＶ７１ 对树鼩原代肾上皮细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞

感染 ４８ ｈ 后的核酸以及培养上清病毒载量的测定，
结果是在感染树鼩原代肾上皮细胞的培养上清中能

明显检测到了病毒的扩增条带，这和阳性对照的 Ｖｅｒｏ
细胞结果一致。 并且再测定两种细胞培养上清中的

病毒载量时发现没有存在显著性的差异，且都要明显

地高于 ０ ｈ 的洗液，初步确立了 ＥＶ７１ 能够较好地感

染树鼩原代肾上皮细胞，并且病毒能够在细胞内进行

复制过程。 为了进一步确定 ＥＶ７１ 在被感染细胞内

的感染和复制活动，本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫

荧光分别检测了细胞内的 ＥＶ７１ 病毒蛋白 ＶＰ１ 和定

位情况。 比较树鼩原代肾上皮细胞和 Ｖｅｒｏ 细胞的结

果，其能够证明和 Ｖｅｒｏ 细胞一样，在经 ＥＶ７１ 感染 ２ ｄ
后开始，此后在不同时间段均能检测到 ＶＰ１ 蛋白的

持续存在，这和免疫荧光的检测结果相吻合，说明

ＥＶ７１ 在感染树鼩原代肾上皮细胞后的 ６ ～ ８ ｄ 内，
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图 ６　 免疫荧光检测 ＥＶ７１ ＶＰ１ 在树鼩原代肾上皮细胞中的表达（１０ × １０）
Ｆｉｇ． ６　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＶ７１ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ

病毒可持续存在并活动。
通过本研究，我们成功分离并优化了树鼩原代肾

上皮细胞的培养条件，得到较纯且生长状态良好的原

代肾上皮细胞，进而成功建立了 ＥＶ７１ 的树鼩体外细

胞感染模型。 在进行树鼩的原代肾上皮细胞感染后，
通过系统地评价其感染特性，根据被感染细胞中病毒

的核酸和蛋白层面检测结果，均能够证明 ＥＶ７１ 可以

感染树鼩体外的原代肾上皮细胞，其特征和 Ｖｅｒｏ 细

胞相符。 以上这些研究成果能够为后继进一步深入

的研究 ＥＶ７１ 的体外感染机制奠定基础。 同时，ＥＶ７１
对树鼩体外感染模型的建立为将来细胞层面的药物

筛选提供了平台，进而也为树鼩活体感染模型的研究

提供必要的依据。
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