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摘要 目的：建立严重发热伴血小板综合征病毒(SFTSV)培养和病毒滴度检测的方法，为其致病机制研究奠定基础。方法：选取生

长良好的 Vero细胞铺六孔板接种 SFTSV，每隔 24 h收集培养病毒上清检测 SFTSV病毒复制拷贝数，从而选取最佳时间点收获

病毒液并用浓缩离心管浓缩病毒液，保存备用。将 SFTSV病毒液进行 10倍比稀释，每梯度 200 滋L接种生长良好的单层 Vero细

胞，用 3 mL高压灭菌的甲基纤维素 -DMEM覆盖物覆盖每孔 Vero细胞，约 9 d后温和去除甲基纤维素 -DMEM覆盖物，经预冷

的 4 %甲醛固定细胞后，用结晶紫染色，PBS洗脱 3次，计算空斑数。结果：根据病毒繁殖生长情况，病毒在第 4 d后达复制高峰并

随后进入平台期，第 8天病毒复制开始下降。参照甲基纤维素 -结晶紫空斑法实验结果，病毒滴度为 6× 106 PFU/mL。结论：

SFTSV病毒培养以及滴度检测方法成功建立，选取 4天后收获病毒上清最佳，甲基纤维素 -结晶紫空斑法形成的空斑清晰可数。
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Development of Methods for Culture and Titer Determination of Severe
Fever with Thrombocytopenia Syndrome Virus*

To develop methods for culture and titer determination of severe fever with thrombocytopenia syndrome

virus (SFTSV) and provide basis for the pathogenesis research. SFTSV was cultured in well-grown Vero cells plated in six well

plate. Culture supernatant was collected to test copies of viral genomes every 24 h and the optimal harvest time was selected. Virus was

condensed with Millipore centrifuge tube and conserved for next use. A series of 10-fold dilutions of virus were added into well-grown

Vero cells with 200 滋L every well. Vero cells were overlaid with 3 mL autoclaved methylcellulose-DMEM covering every well, the cover-

ing was removed gently by PBS after 9 days. Then, the Vero cells were fixed with 4 % pre-cooling formaldehyde and stained with crystal

violet. After washing three times by PBS, the plaques were counted. During the process of severe fever with thrombocytopenia

syndrome virus culture, virus reached the peak of replication at 4th day and then enter the plateau. Finally, replication of virus started to

declined from 8th day. According to plaque assay, the viral titer was 6× 106 PFU/mL. A successive method to culture SFTSV

and detect virus titer was developed. Culture supernatant was harvested at 4th days post-inoculated. Plaques were clearly visible by

methylcellulose plaque assay.
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前言

严重发热伴血小板减少综合征(Severe fever with thrombo-

cytopenia syndrome，SFTS)是一种新发传染病，其主要临床表现

为高热、血小板减少、白细胞减少以及胃肠道症状，严重者可发

生多器官功能衰竭甚至死亡。目前，此病广泛分布于我国 20个

省份，在日本、韩国亦有报道，我国平均病死率达 7.8 %。临床

上，该病缺乏有效的治疗药物及疫苗。SFTS的病原体是严重发

热伴血小板减少综合征病毒(Severe fever with thrombocytopeni-

a syndrome virus，SFTSV)，属于布尼亚病毒科白蛉病毒属[1-4]，通

过非洲绿猴肾细胞(Vero)和犬巨噬细胞(DH82)体外培养分离

进一步确认证实[4]。既往研究显示此病毒感染人体之后会引起

免疫状态的改变，病毒载量和细胞因子风暴与病人的临床预后

相关[5-9]，但具体机制尚不清楚。本研究通过 Vero细胞进行病毒

的培养以及空斑实验测定病毒滴度，旨在为下一步致病机制的

探索奠定一定的基础。
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1 材料与方法

1.1 材料

SFTSV JS14株由江苏省疾病预防控制中心提供，非洲绿

猴肾细胞 (Vero细胞) 为本实验室保存。胎牛血清(Biological

Industries公司)，DMEM基础培养基(美国 GIBCO公司)，甲醛、

甲基纤维素(Sigma公司)，结晶紫(碧云天公司)，布尼亚核酸定

量检测试剂盒 (中山达安公司)，7500型 PCR仪 (美国 Applied

Biosystems公司)，CO2培养箱(美国 Thermo Fisher公司)，倒置

显微镜(日本 NIKON)，15 mL超滤离心管(美国Millipore)。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 取 Vero细胞，按常规方法在 T25方瓶中传

代，胰酶消化 3-5 min，完全培养基终止消化。培养基为含 10 %

胎牛血清、1 %青 -链霉素的 DMEM培养基，放置于 37℃、5 %

CO2细胞培养箱进行培养。

1.2.2 病毒培养 病毒接种前一天，用 Vero细胞铺六孔板，待

细胞密度达 70 %~80 %，吸弃培养基，用 PBS洗 2 次，加入 1

ml细胞维持液 (含 2 %胎牛血清和 1 %青 -链霉素) 稀释的病

毒，置于培养箱中孵育 2 h，其间每隔 30 min轻晃六孔板促进

病毒吸附。病毒吸附完成后，吸弃病毒液，用 PBS洗 3次，加入

4 mL细胞维持液，继续置于培养箱，每隔 24 h收集 200 滋L上
清置于 -80℃保存，持续收集 9 d，待测病毒拷贝数，操作步骤严

格参照中山达安布尼亚核酸定量检测试剂盒说明书。

1.2.3 空斑试验 Vero细胞接种病毒培养 4 d后，将 Vero细

胞与上清反复冻融 3次后离心去底部沉淀，取上清用Millipore

离心管，4000× g、30 min离心浓缩后病毒液分装，-80 ℃保存。

将生长良好的 Vero细胞铺 6孔板，待细胞长成致密单层时，取

100 滋L收获的病毒液，用维持液进行 10倍比稀释，每梯度吸

取 200 滋L病毒液，用 DMEM维持液稀释后接种于 Vero细胞，

同时设置空白对照。放置于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱孵育 2

h，期间每隔 30 min晃动培养板促进病毒进入细胞，2 h后吸弃

病毒液，用 PBS洗 3 次，然后每孔加入 3 mL 甲基纤维素

-DMEM覆盖物(含 1 %甲基纤维素，2 %胎牛血清)，继续置于

培养箱，每日观察细胞病变情况，约 9 d后用预热的 PBS冲洗，

去除甲基纤维素 -DMEM覆盖物，用预冷的 4 %多聚甲醛固定

细胞 10 min，PBS洗 2 次，加入结晶紫染色液染色 5 min，用

PBS洗 2次，室温干燥，计算空斑数。

2 结果

2.1 病毒增殖情况

Vero细胞感染病毒后，每隔 24 h收集上清检测病毒拷贝

数，结果可见第 4 d后达复制高峰并进入平台期，第 8 d开始病

毒复制下降(图 1)，镜下未见明显的细胞病变。

2.2 空斑试验

Vero细胞接种 10倍比稀释病毒液 9 d后，去除甲基纤维

素 -DMEM覆盖物，用结晶紫染色可见空斑(图 2)以及镜下细

胞图(图 3)。病毒滴度为 6× 106 PFU/ml。未发生细胞病变的区

域，被结晶紫染紫色；发生细胞病变处，不能被结晶紫染色，呈

现为无色空斑(图 2 b)。肉眼可见：空斑类圆形，直径 1~3 mm，

边缘不甚规则，六孔板内散在分布，空斑较多时可以邻近空斑

形成融合现象(图 2 a)。显微镜下可见形成空斑处细胞脱落，而

未形成空斑处，细胞存留(图 3)。

图 1 病毒增殖曲线

Fig.1 Proliferation curve of severe fever with thrombocytopenia syndrome

virus

图 2 细胞空斑(a)SFTSV感染 Vero细胞，病毒浓度为 10-4的空斑；(b)SFTSV感染 Vero细胞，病毒浓度为 10-5的空斑；(c)未感染病毒的 Vero细胞

Fig.2 Cell plaques. (a) SFTSV infected Vero cells with a virus concentration of 10-4; (b) SFTSV infected Vero cells with a virus concentration of 10-5

plaque; (c) Uninfected Vero cells
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3 讨论

SFTSV于 2009年第一次被分离，2010年被确认为一种新

病毒并且被正式命名。人感染该病毒后无特异性临床表现，少

数人可死于多器官功能衰竭，但具体致病机制尚不明确[1]。迄今

为止，关于 SFTSV的致病机制研究主要集中在两个方面：一是

固有免疫的削弱，二是细胞因子风暴介导的免疫激活。Sun等

和 Peng等[9,10]研究显示 SFTS患者细胞因子 TNF-琢、IL-6、IL-10
等升高，IFN-酌水平降低；韩等[11]研究亦发现 SFTSV感染后的

疾病严重程度和预后与病毒载量以及 IL-6、IL-10等细胞因子

水平有关，死亡患者 "细胞因子风暴 "更为复杂，病毒如何引

起人体免疫系统受损，又如何引起 "细胞因子风暴 "将有待进

一步的探讨。因此，完善 SFTSV培养及准确定量的方法将有助

于开展 SFTS致病机制、治疗以及疫苗等研究。

SFTSV具有广泛的细胞嗜性，可感染肝、肺、肾等多器官

细胞以及部分免疫系统来源的细胞系 [12]，杜燕华等证实 Vero

细胞适合分离培养 SFTSV [13]，故本研究选取 Vero细胞接种

SFTSV。接种后 4天内，病毒对数增殖，根据病毒生长曲线，可

选择病毒复制高峰 4 d后收获病毒液，这一研究结果和既往研

究结果相似 [12,14]。空斑试验是测定病毒滴度的经典方法，比

TCID50法更具有说服力。每个空班代表单个具有感染力的病

毒颗粒繁殖，被破坏的死细胞不能染色而出现白斑。理论上一

个空斑代表一个具有感染力的活病毒，其可以精确测定病毒感

染单位量同时还可以检测活病毒感染能力[15-17]。传统空斑实验

是琼脂糖 -中性红法，但此法琼脂糖对温度要求高，倒置培养

皿会增加液体外漏的安全风险且中性红易褪色保存时间较短，

故要选取一个合适的方法避免上述局限性。既往研究显示汉坦

病毒、肠道病毒 EV71、RSV、SARS-CoV以及MERS-CoV等[18-26]

均可有空斑现象，并且甲基纤维素 -结晶紫法优于琼脂糖 -中

性红法，但国内外未见甲基纤维素 -结晶紫空斑法用于 SFTSV

的报道，也未见 SFTSV琼脂糖 -中性红空斑法和甲基纤维素 -

结晶紫空斑法两者之间优劣比较。本研究发现 SFTSV甲基纤

维素 -结晶紫空斑法形成的正常细胞着紫色的背景下，病变处

不着色的类圆形空白斑，直径 1~3 mm，清晰可数，为 SFTSV病

毒滴度检测提供了一种新的方法。此方法操作简单、经济方便，

能精确计算病毒感染单位量用于基础研究，且实验结果亦可长

期保存。另外，空斑实验过程中要注意选取细胞代数小、状态好

的细胞铺板；吸弃病毒液过程迅速，避免细胞干掉脱落影响空

斑结果。最近文献报道琼脂糖 -中性红法对 SFTSV p50株进行

病毒滴度检测[27]，形成的空斑略有融合，但由于与本实验所选

病毒株有所差异，故无法进行客观比较，本研究亦未使用琼脂

糖 -中性红法对 SFTSV进行病毒滴度检测，无法比较两种空

斑试验法的优劣，在以后的研究中会进一步完善。

综上所述，本研究成功运用 Vero细胞培养严重发热伴血

小板减少综合征病毒并且完成甲基纤维素－结晶紫法对病毒

滴度的检测，建立了测定 SFTSV病毒滴度的新方法，为后续进

一步研究 SFTSV相关致病机制等奠定了一定的基础。
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