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Abstract
AIM: To investigate the significance of laboratory detection
for PERV in primary porcine hepatocytes.

METHODS: Porcine hepatocytes was isolated and cultured
with a two-stage perfusion method. Polymerase chain re-
action (PCR) were used to detect PERV previrus sequences
and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR) assays were used to detect PERV RNA sequences by
using specific primers in primary porcine hepatocytes and
culture supernate, controlled with no RT-PCR.

RESULTS: All these PCR assays gave positive results in
tissue and serum samples from 2 HCV patients, 1 rabbit
and 1 rat. Observation showed the persistent releasing of
PERV in the culture supernate in different time points without
the stimulation of mitogen by the established method and
could last till cell death.

CONCLUSION: The method is rapid, cheap and safe, and
it will be helpful to the further study of PERV infection and
biosafety. The releasing of PERVs in the culture model
demonstrates the existence of PERV security in the
bioartificial liver support system.
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摘要

目的: 探讨猪肝细胞内源性逆转录病毒(PERV)检测方法

及意义.

方法: 采用体外二步灌流法获取猪肝细胞 使用特异性引

物对其前病毒序列进行观察; 以未逆转录PCR为对照 采

用 RT-PCR 方法检测原代猪肝细胞 PERV 携带及释

放情况 并用套式 RT-PCR 对扩增产物进行鉴定.

结果: 原代猪肝细胞基因组中可检测到PERV 前病毒序

列 肝细胞中亦可检测到特异性的PERV RNA序列. 在

缺乏有丝分裂原刺激的情况下 猪肝细胞普通培养的不同

时段均可检测到病毒释放 并可持续至细胞死亡.

结论: 中国实验小型猪肝细胞携带PERV 病毒序列 猪

肝细胞普通培养时可释放该病毒 其感染性及生物安全性

尚需进一步研究.
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0   引言

由于同种细胞来源有限 且肝癌细胞株具有潜在危险

性 猪器官 组织和细胞逐渐成为异种移植使用较多的

生物材料之一. 包括体外生物人工肝 肝细胞移植及肝

移植的广义生物人工肝对终末期肝病患者的支持作用

已经得到了国内外学者的共识 其中 以培养猪肝细胞

为基础的生物人工肝成为研究热点之一. 采用猪或转基

因猪肝细胞已成为生物人工肝的主要细胞来源 具有

良好的应用前景[1-7].  但自报道猪内源性逆转录病毒

(porcine endogenous retrovirus PERV)感染体外培养人细

胞来[8-12] 跨种族间感染越来越引起人们的重视. 为检测

原代培养猪肝细胞PERV携带以及病毒释放情况 我们

选用了PERV特异性引物进行PCR及RT-PCR检测 以

为进一步研究PERV感染及其安全性研究奠定基础.

1   材料和方法

1.1 材料  健康1-7日龄中国实验型小型猪由第三军医

大学动物所提供; Collagenase DMSO 台盼蓝等由

Sigma公司提供; 离心管为Nuculon公司产品; 胎牛血清

(FBS) DMEM培养液等购于Gibco 公司; 参照 PREV

RNA gag区的序列合成2对引物 由上海生工合成 上

游引物序列P1: 5 -GCGACCCACGCAGTTGCATA-3 ;
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下游引物序列P2: 5 -CAGTTCCTTGCCCAGTGTCCT

T-3 目的片断为 662 bp. 套式 PCR 上游引物序列

为P3: 5 -TGATCTAGTGAGAGAGGCAGAC-3 ; 下游

引物序列P4: 5 -CGCACACTGGTCCTTGTCG-3 扩

增目的片断为262 bp. 加样缓冲液购自FMC 公司(美

国) PCR Markers 购自华美生物工程公司; 扩增仪为

iCyclerPCR 仪 (美国 Bio-Rad 公司); Protanase K

DEPC Taq 酶 10 PCR Buffer 和 25 mmoL/L MgCl2
RT-PCR试剂盒购自Promega公司 10 mmoL/L dNTP购

自 Sigma 公司  Trizol 试剂购自 Roche 公司 GET

DOC2000型凝胶成像仪购自Bio Rad公司(美国).

1.2 方法  常规消毒后采用改良Seglen 体外二步胶原酶

灌注法分离肝细胞 双层消毒纱布过滤 然后50 g

3 min离心3次 获取肝细胞[13-20]. 从获取猪肝细胞中提

取基因组DNA 8 mL消化缓冲液重悬 50 温育12-

16 h 等体积酚/氯仿/异戊醇 1 700 g离心10 min 取

上清 加入1/2体积7.5 moL/L乙酸铵和2体积无水乙

醇 1 700 g离心2 min 700 mL/L乙醇洗涤制成PCR模

板. 分别于培养第1 d 3 d 5 d 7 d 9 d留取1 mL培

养上清, 200 g离心10 min以去除脱落细胞 3 500 g离

心10 min 10 000 g离心30 min以去除细胞碎片 按Trizol

试剂操作说明提取血清及培养上清总RNA. 略作改动

取血清50 µL 加入150 µL Trizol试剂 震荡混匀 静
置后加入氯仿60 µL 离心后取上清液50 µL加入等体积
异丙醇 静置离心去上清并加入750 mL/L乙醇450 µL
洗涤 离心 干燥 沉淀作逆转录. PCR扩增 100 µL
反应体系中含0.5 µmoL/L 引物 200 µmoL/L dNTP
1.5 mmoL/LMgCl2 1 µL模板 扩增条件: 95 10 min;
95 1 min; 55 1 min; 72 1 min; 72 1 min;

共 35个循环. RT-PCR扩增按Promga公司试剂盒进行

稍作变动. 提高镁离子浓度为1.5 mmoL/L 逆转录温度不

变 以未行逆转录PCR作对照. 产物经15 g/L琼脂糖凝胶

电泳 溴化乙锭染色后于凝胶成像仪上拍照. 参照DNA

Marker 在 662 bp处出现特异性扩增核酸带为阳性. 使

用套式PCR鉴定扩增产物 取扩增产物5 µL 加入内
循环引物按上述条件进行再次扩增 在262 bp处出现

特异性扩增核酸带为阳性.

2   结果

2.1在6例中国实验香猪肝脏标本中均可检测出PERV

前病毒序列 阳性率为100 而在兔 鼠 正常人及

HCV感染患者肝脏中均未检测出其前病毒序列(图 1).

在中国实验香猪血清标本中均可检测出PERV RNA序

列 而在正常人 HBV HCV感染患者血清以及其他

动物血清中均未检测出其病毒序列(图2).

2.2 在原代猪肝细胞普通培养的早期 未检测到PERV

RNA序列 在培养3-5 d时 上清中可检测到262 bp的

扩增产物 并可持续至细胞死亡(图3).

图1  原代猪肝细胞前病毒PCR检测. 图A  1: 猪肝细胞; 2: 兔肝细胞;
3: Marker. B 1: 正常人肝组织;  2: Marker;  3:  HCV阳性肝组织;  4:  猪
肝细胞PCR. C 1:  Marker;  2:  阴性对照;  3:  猪肝细胞.

图2  中国实验小型猪血清PERV检测. 1: 正常成人; 2: HBV阳性; 3:
HCV阳性; 4: 兔; 5: 猪套式PCR产物; 6: HCV阳性; 7: 猪未RT的PCR;
8: 猪RT-PCR; 9: Marker.

图 3  普通培养上清PERV检测. 1: day 1未RT的PCR; 2: day 1 RT-
PCR; 3: day 3 RT-PCR; 4: day 3 套式PCR; 5: Marker; 6:  day 5 RT-
PCR; 7:  day 7 RT-PCR; 8:  day 9 RT-PCR; 9:  day 9未RT的PCR.

3   讨论

近年来的研究显示 以培养猪肝细胞为生物材料的广

义生物人工肝系统可为急性肝衰竭患者提供可靠的过渡

支持治疗 但自报道PERV感染体外培养人细胞系[8]

并建立该病毒感染SCID鼠的动物模型以来[21-22] 当猪

的细胞 组织或器官植入处于高度免疫抑制状态(如: 肝

衰竭或肝移植)患者体内时 是否会突破种间屏障而造

成感染 因此 PERV跨种族间感染及异种移植的生物

安全性越来越受到重视[23-31].

       当前 在对猪源性细胞材料进行病毒安全性评估的

诸多研究中 多采用猪PK-15 细胞系作为 PERV 来

源细胞. 要全面 准确地了解中国实验小型猪PERV
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携带情况 不仅需要可靠 特异的PERV 检测方法

同时还需要对病毒释放情况进行观察. 本研究采用体外

两步灌流法获取中国实验小型猪肝细胞 选用特异性

引物 对原代细胞 血清及培养上清进行了PERV检

测.  结果发现 中国实验小型猪原代细胞均携带有

PERV前病毒序列 血清及培养上清中亦可检测到该

病毒释放 且培养上清中所检测到的病毒属新产生病

毒 不是血清残留或是脱落细胞所致 其理由在于:

(1)体外分离获取的猪肝细胞经3-4次洗涤留取的最后

一次洗液 经RT-PCR检测证实为阴性; (2)根据Specke

et al 所使用的检测方法 基本可以排除脱落细胞对实

验结果造成的干扰. (3)对培养第3 d 5 d 7 d培养上

清的检测均得到相同的结果 也对此作了佐证. 在培养

的初期 病毒释放量较少; 培养中后期 病毒释放量

比较恒定 并可持续至细胞死亡. 据此可初步认为

中国实验小型猪肝细胞能够作为PERV来源细胞 应

对其进行生物安全性评估 此外 还需对病毒分型

病毒复制的动态定量分析等工作进行深入研究.

       免疫抑制剂的使用 病毒重叠感染以及细胞毒疗

法等诸多因素均可增加逆转录病毒被动激活的可能性

虽然在对使用胎猪神经细胞治疗Pakinson s Huntington

s病 移植猪胰岛细胞治疗糖尿病以及使用猪肾进行透

析治疗患者的实验研究中 均未发现PERV感染的直

接证据 但Van der Laan et al [21]将猪的胰岛细胞移植

入SCID 鼠的肾囊下 使用定量RT-PCR 方法检测到

PERV特异性mRAN的存在 证实了PERV在体内能

感染SCID 鼠 再次表明异种移植存在病原安全性问

题. 正当猪源性生物材料应用逐渐增多[32-38] 并取得一

定临床疗效之时 对异源性生物材料的潜在感染性问

题应引起足够的重视.

         猪肝细胞被公认是目前生物人工肝较好的细胞材料

之一 由于暂无更好的细胞来源 猪肝细胞在今后一段

时期内仍会继续使用 故需进一步建立和完善生物人

工肝病毒安全性的评估系统. 随着对PERV的分子生物

学以及免疫学特性研究的不断深入 对其转录 翻译及

感染机制将会更加清楚 从而逐步完善异种移植安全

性的评估体系 进而推动猪源性生物材料临床应用的

广泛开展.
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• 消息 •

国科技论文产出世界第五 医药卫生期刊竞争力强劲

健康报  记者张荔子2003-12-10报到: 这是一连串枯燥的数字 却是大量科研人 员辛勤一年的收获. 12月 9

日 中国科学技术信息研究所在京发布的2002年度中国科技论文统计结果显示 我国科技论文产出由2001年全

世界第六位上升为第五位 在世界论文总数中首次超过5 . 论文数据统计取自3种在国际上颇具影响的检索工具

科学引 文索引 (SCI) 工程索引 (EI)和 科学技术会议录索引  (ISTP). 2002年我国科技论文产出比2001年增

长19.9 达 77395 篇 占世界论文总数的5.37 . 排在前四位的国家依次是美国 日本  英国和德国. 我国国

际论文被引用数和被引用次数也分别增长31.6  和 33.3 其中临床医学国内论文数量和被引用次数居各学科

第一  基础医学论文在国内被引用次数排名第四. 临床医学和基础医学论文 较以前都显示出更多的国际合作. 分

类统计还排列出高等院校 科研机构 医疗机构各类机构论文 产出和被引用情况前20位 其中解放军总医院连

续3年获国内科技论 文被引用数量全国医疗机构第一名 第四军医大学西京医院连续3年 获国内科技论文数量

全国医疗机构第一. 10位国际论文高产作者和高 引用作者中有3位是来自上海第二医科大学的沈志祥 陈国强

和牛超  他们因在 血液 发表的论文被广泛引用而分别名列第三 六 九. 共有387种医药卫生类期刊进入今

年的影响因子分类排序 其中影响 因子超过1的期刊有12种 除 世界华人消化杂志 和 世界胃肠病 学杂

志 外 其余10种均为 中华牌 期刊. 此外 刚选出的第二届 中国百种杰出学术期刊中 19种医药卫生类期

刊及其主编榜上有名. 纵观2002年中国科技论文各项统计 可以看到中国科技论文数量 和影响力水平继续保持

上升趋势 但中国与世界科技强国还有很大差 距. 据 国际竞争力度报告 评价 中国科技竞争力在49个被评

价的 国家和地区中处于中等偏下的水平. 据 SCI 统计 中国论文平均被引 用率低于世界平均水平.


