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摘　要:【目的】探讨人巨细胞病毒(HCMV)对红系祖细胞(CFU-E)的分化和增殖的影响 ,并初步探讨其作用机制。【方

法】取 15例脐血标本 ,用红系祖细胞单向半固体培养技术 , 观察 3 种不同浓度的 HCMV AD169 株对 CFU-E 集落形成的影

响 ,用 PCR和 RT-PCR检测集落中的 HCM V DNA 与 la te mRNA 。【结果】3个感染组的 CFU-E 均减少 ,与正常对照组比较 ,

分别为 11.46%、21.88%、34.45%(P <0.05),显示 CFU-E集落数与 HCMV 感染浓度有关 ,病毒感染浓度越高 ,抑制程度越

大。CFU-E 集落细胞中的 HCM V DNA 均为阳性 , 而 late m RNA 为阴性。【结论】HCMV AD169 株可直接感染红系祖细胞 ,

并抑制其分化与增殖 ,该抑制作用可出现于仅有病毒潜伏的细胞。
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Abstract:【Objective】To investigate the ef fect of HCMV on the differentiation and proliferation of ery thri-

od progenitor , and its mechanism tentatively.【Methods】15 samples of cord blood , with semi-solid CFU-E

hemo topoietic progenitor culture sy stem ,3 concentrations of HCMV AD169 w ere surveyed to determine the im-

pact on the CFU-E colony formation DNA and late mRNA w ith PCR and RT-PCR separetely in the colony

cells.【Results】Compared wi th normal group , the decrease of the CFU-E colonies in HCMV infection g roups

w as 11.46%、21.88%、34.45%(P <0.05);show n that CFU-E is associated with concentration , the higher

the HCMV concentration , the more the CFU-E colony decrease.HCMV DNA detectd in colony cells f rom three

vi ral infection groups w as posit ive ,but the tests of HCMV late mRNA were negative.【Conclution】HCMV AD

169 can directly infect ery throid progeni tor and suppress it s differentiation and proliferation.This suppression

may occur in the cells only w ith HCMV latency .
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　　血液系统是人巨细胞病毒(HCMV)感染的主

要受累部位之一 。健康 HCMV携带者骨髓造血祖

细胞中可检出内源性 HCMV DNA;它可在敏感细

胞中重新激活和复制。近年应用细胞集落形成分

析法 ,发现 HCMV 不但可直接感染造血祖细胞 ,而

且对其分化与增殖产生抑制作用 ,但其机制尚未明

确[ 1] 。熊伟 、何政贤 ,等[ 2] 报告:HCMV AD169 株

能直接感染人骨髓粒-巨噬系造血祖细胞(CFU-

GM),并抑制其集落形成 , 经原位聚合酶链反应

(ISPCR)方法证实 HCMV 对造血祖细胞的直接感

染。我们则继续进行 HCMV 对红系祖细胞影响的

探讨 。应用红系祖细胞单向半固体培养体系 ,对脐
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血单个核细胞进行培养 ,并设多个实验分组分别加

入不同浓度的 HCMV AD169实验株 ,观察红系祖

细胞(CFU-E)集落形成和数量变化 ,拟阐明病毒对

红系祖细胞分化与增殖的影响 。并用 PCR方法检

测集落细胞中的 HCMV DNA ,试图证实病毒对红

系祖细胞的直接作用;用逆转录聚合酶链反应

(RT-PCR)检测集落细胞中 HCMV 晚期(late)mR-

NA ,以窥视 HCMV 在红系祖细胞内的转录 、复制

活动 ,初步探讨病毒对红系祖细胞影响的作用机

理。

1　材料与方法

1.1　材　料

1.1.1　脐血标本　15份脐血标本由本院产房提

供 ,取自正常足月顺产新生儿断脐后的胎盘段脐

带。其母亲健康 ,HBsAg 阴性。每份标本均经本实

验室常规 PCR方法检测HCMV DNA阴性 ,ELISA

法HCMV IgM 阴性。

1.1.2　病　毒　HCMV AD169株原液由中国预

防医学科学院病毒研究所病种室提供 。滴度为:

10-7 ml 50%感染单位(TCID50)/mL 。

1.1.3　引　物　参考 Chee M 等设计
[ 3]
,针对病

毒复制晚期出现的主要衣壳蛋白(MCP)编码基因

设计的一对引物序列:5′G TG ATC CGA CTG GGC

GAA AA 3′(正义), 5′GAG CGC G TC CAC AAA

GTC TA 3′(反义)。该编码基因在多个实验株和

野株 HCMV都具有高度保守 。由中山医科大学达

安基因诊断中心合成 ,并作 PAGE纯化 。

1.2　方　法

1.2.1　PCR检测
[ 4]
　细胞经裂解液处理后 ,按苯

酚-氯仿-异戊醇提取方法进行两次 DNA 提取。

加入 Taq DNA 聚合酶 、PCR缓冲液 、正义引物 、反

义引物。变性 94 ℃1 min ,退火 60 ℃1 min ,引物

延伸 72 ℃ 1 min 。共 40个循环 ,末次循环引物延

伸延长至 10 min。反应产物在含溴化乙锭的 30 g/

L 琼脂糖凝胶中电泳 ,紫外灯下观察 ,产物长度为

263 bp。

1.2.2　RT-PCR检测[ 4 , 5] 　首先用异硫氰酸/酸酚

一步法取细胞总 RNA:有核细胞在匀浆过程中被

变性液破膜 、溶解 ,变性液中有抑制 RNase 活性的

作用 ,并溶解蛋白质和核酸;经酸酚-氯仿将 RNA

抽提至水相 ,与 DNA和蛋白质分离后 ,经异丙醇沉

淀回收总 RNA。然后加入 AMV 逆转录酶 、

dNTP 、逆转录酶缓冲液 、反义引物 、RNasin , 42 ℃

反应 60 min , 95 ℃5 min灭活逆转录酶 ,完成逆转

录反应 ,合成 cDNA第一条链。再进行 PCR扩增 ,

步骤与反应产物观察同上(方法 1.2.1)。

1.2.3　实验过程与结果观察　常规密度梯度法分

离脐血单个核细胞。加入 EPO 、小牛血清 、巯基乙

醇 、甲基纤维素 ,建立红系祖细胞培养体系
[ 6]
。以

10-3 、10-4 、10-5 3种不同浓度的 HCMV感染体系

中的造血祖细胞 ,并设置空白和灭活病毒(mock)

对照 ,共分 5组 。37 ℃,体积分数为 5%CO2 ,全湿

培养 5 ～ 7 d ,用倒置显微镜直接观察培养皿中红系

集落 ,集落细胞数达 8个以上为 CFU-E集落;以低

倍镜对各培养皿 CFU-E集落进行计数 ,对各组数

据间差异进行统计学分析。集落细胞经用 40 g/L

多聚甲醛固定后吸取到玻片上 ,常规Wright-Giem-

sa染色 ,高倍油镜下确认为各期红系细胞 。收集

CFU-E集落细胞 , 清洗 2 次后进行 PCR 和 RT-

PCR检测。

2　结　果

2.1　各实验分组 CFU-E集落计数

15份脐血标本进行实验 ,各实验分组 CFU-E

集落计数表示为:均数±标准差(表 1)。与空白对

照组比较 ,灭活病毒组 CFU-E 集落数轻微减少 , 3

个病毒感染组 CFU-E集落数均出现不同程度的减

少。方差分析和各实验分组间两两比较结果显示:

灭活病毒组 CFU-E集落数与空白对照组差别无统

计学意义 ,各病毒感染组间及其与空白对照组 、灭

活病毒组间的差别均有统计学意义。与灭活病毒

组作比较 , 3 个病毒感染组的 CFU-E 集落减少程

度依次为 11.46%、21.88%、34.45%,其中病毒感

染浓度较高组 ,减少程度较大 。

表 1　HCMV 对 CFU-E 集落形成的影响

Table 1　Effect of HCMV on CFU-E colony formation(CFU)

Groups Range  x ± s

Control 930 ～ 2 538 1 582.7±466.7

Mock 1 002 ～ 2 385 1 535.5±410.3

10-5HCMV 896 ～ 2 103 1 359.5±369.8

10-4HCMV 886 ～ 1 930 1 199.5±329.0

10-3HCMV 740 ～ 1 614 1 006.5±297.1
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2.2　CFU-E集落细胞 PCR检测

病毒感染组显示一条特定分子量 DNA 片段的

条带 ,长度为 263 bp ,与所设计引物应扩增的 DNA

片段的长度一致 ,表明集落细胞中存在着 HCMV

DNA;而空白对照组 、灭活病毒组未出现 HCMV

DNA的特异扩增条带(图 1)。

图 1　CFU-E集落细胞中 HCMV DNA PCR 检测结果

Fig.1　Detection by PCR of HCMV DNA in

CFU-E colony cells

(Lane 1 DNA ladder;lane 2 10-5HCMV;lane 3 mock;lane 4

cont rol;lane 5 HCM V cont rol)

2.3　CFU-E集落细胞 RT-PCR检测

各病毒感染组均未出现 HCMV cDNA的扩增

条带 ,表明集落细胞中无 HCMV 晚期转录。作为

阳性对照 , 受 HCMV 感染人胚肺成纤维细胞的

RNA提取物可扩增出长度为 263 bp的 HCMV 特

异性 cDNA片段 ,说明该细胞中存在病毒转录(图

2)。

图 2　CFU-E集落细胞中的 HCMV late mRNA

RT-PCR 检测结果

Fig.2　Detection by RT-PCR of HCMV late mRNA

in CFU-E colony cells

(Lane l DNA ladder;lane 2 PCR on RNA from 10-3 HCMV ;

lane 3 RT-PCR on RNA from 10-3HCMV;lane 4 PCR on RNA from

10-3HCMV(liquid cul ture);lane 5 RT-PCR on RNA from 10-3

HCMV(liquid culture);lane 6 RT-PCR on RNA from HCMV-infected

HEF fibroblast(positive cont rol);lane 7 PCR on RNA from HCMV-

infected HEF fibroblast;lane 8 PCR on DNA from HCMV-infected

HEF fibroblast)

3　讨　论

3.1　HCMV对红系祖细胞分化 、增殖的影响

根据细胞集落分析法原理 ,每个细胞集落均由

一个祖细胞分化增殖而成 。实验结果显示:病毒感

染组 CFU-E的集落形成均出现不同程度的减少 ,

表明:HCMV AD169实验株对脐血红系祖细胞分

化增殖具有抑制作用 。

多个研究小组曾观察到 HCMV对早期红系祖

细胞(Brust Fo rming Unit-Ery throid , BFU-E)有抑

制作用 , 仅有个别报告对 CFU-E 亦有抑制作用。

MacKintosh FR ,等[ 7]报告 HCMV AD169 株和临

床分离株对人 BFU-E 明显抑制 ,而 CFU-E未受影

响。本实验结果表明:HCMV AD169 实验株对脐

血CFU-E 具有抑制作用。可能是造血祖细胞来源

不同。有研究报告认为脐血造血祖细胞较骨髓造

血祖细胞更原始 ,具有更强的扩增潜能[ 8] ,对促红

细胞生成素更敏感[ 9] ;因此 ,体系中对促红细胞生

成素(EPO)敏感的红系祖细胞分化和增殖相对活

跃 ,使 HCMV 对其抑制的效应较显著 。

体系中 CFU-E 集落形成的受抑制程度为

11.46%～ 34.45%,抑制程度与病毒感染浓度有

关 ,病毒感染浓度越高 ,抑制程度越大。其他研究

中也有类似结果[ 5 ,7] ,但其相关关系的研究需要更

详细的感染浓度分组和数据分析 , 目前尚未见报

道。

HCMV 症状性感染常有贫血 。本研究和其他

体外研究结果提示:除溶血性因素外 ,红系祖细胞

分化 、增殖受到抑制而导致的成熟红细胞生成减

少 ,可能是贫血的另一重要因素。

3.2　HCMV对红系祖细胞的直接感染

应用 PCR方法检测病毒感染组红系集落细胞

HCMV DNA 均为阳性 , 表明 HCMV 可直接感染

红系祖细胞 ,而且经历分化增殖后的子代细胞中仍

存在着该病毒 DNA。

本实验中对红系集落细胞的 RT-PCR检测结

果均为阴性 ,表明红系集落细胞中没有 HCMV 的

晚期转录和复制 ,病毒处于潜伏状态。其原因可能

是:①受检测的红系集落细胞已充分分化 、增殖 ,接

近成熟 ,包括病毒在内的 DNA转录活动已基本停

止。Movassagh M ,等[ 5]研究发现:HCMV 在造血

祖细胞中的晚期转录仅限于带有抗原 CD
34+
的较
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原始造血祖细胞 。有研究认为 HCMV 只在造血祖

细胞分化时才出现病毒转录和复制。 ②HCMV 直

接感染红系祖细胞后 ,仅在其中潜伏 ,或成为顿挫

性感染 ,不出现产毒性复制[ 1] 。

3.3　HCMV抑制红系祖细胞分化增殖作用机制

以上已阐明 HCMV 对红系祖细胞的直接感染

和抑制 ,但未发现转录 、复制活动 ,说明该抑制作用

可出现于仅有病毒潜伏的细胞 。因此推测:HCMV

对造血祖细胞的抑制出现于病毒感染后和病毒蛋

白质合成之前 ,可能与造血祖细胞对病毒被膜蛋白

(如 pp65 、pp71 、pp150等)的吸收和处理有关 ,并干

扰和阻碍造血祖细胞的正常新陈代谢 ,或减低其对

细胞因子(如 EPO 等)的效应 ,使细胞分化 、增殖活

动被抑制
[ 1]
。

间接作用机制可包括:HCMV 可通过感染和

抑制参与机体造血的骨髓基质细胞 、或调节细胞

(T 淋巴细胞 、单核细胞),或使机体对受感染细胞

产生特异性免疫反应 ,导致造血祖细胞及相关细胞

被抑制或破坏[ 7 ,10] 。本实验体系中仅加入来自正

常新生儿脐血的单个核细胞 ,可包括 T 淋巴细胞 、

单核细胞和血管内皮细胞 ,但不含骨髓基质细胞和

特异性免疫细胞 ,可能存在调节细胞参与对红系祖

细胞的抑制 ,但有待进一步证实。
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