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　　巨细胞病毒(cy tomegalovirus , CMV)在人群中

感染普遍 ,对免疫抑制人群如骨髓移植病人 、艾滋

病病人危害严重 ,可引起严重的骨髓造血抑制等多

器官损害。骨髓基质细胞是造血微环境的重要组

成成分 ,可以调节造血细胞的增殖和分化 。已有文

献表明 ,CMV 感染骨髓基质细胞后 ,使基质细胞对

造血细胞的支持能力明显下降 ,但机理尚不清楚 ,

可能与骨髓基质细胞分泌功能异常有一定的关

系[ 1] 。成纤维细胞是骨髓基质细胞的主要成分 ,我

们观察了 CMV对人骨髓基质成纤维细胞增殖的作

用 ,以进一步了解CMV 对骨髓基质细胞的影响。

1　材料和方法

1.1　骨髓基质成纤维细胞的培养

骨髓单个核细胞取自本院胸外科肺部疾患的

病人手术中切除的肋骨 ,共 23例 ,包括肺癌 、支气

管扩张症 、肺不张等 。肺癌患者骨质未受侵犯 ,未

发现肿瘤转移 ,所有病例外周血象正常。骨髓基质

成纤维细胞集落(CFU-F)的培养方法参见文献

[ 2] 。成纤维细胞传代 2 ～ 3次后备用。

1.2　CMV来源

CMV 从病人体内分离 ,由广州市儿童医院病

毒室常汝虚主任惠赠 ,已经血清学鉴定 。再用 PCR

(试剂盒购自深圳晶美)方法检测 CMV-DNA ,用免

疫组化(EnVision
TM
+System 购自美国 DAKO)检

测CMV早期即刻抗原(IEA),结果证实为 CMV 。

1.3　CMV的灭活

将 CMV 置于冰上 , 距紫外灯 5 cm , 照射 40

min
[ 1]
。

1.4　CMV感染骨髓基质成纤维细胞

CMV 剂量按实验要求 ,加于成纤维细胞层上 ,

37 ℃孵育 2 h ,再用 PBS洗去多余的 CMV病毒颗

粒 ,换新鲜培养液继续培养[ 1] 。

1.5　CMV感染后骨髓基质成纤维细胞数量的测

定

将培养的成纤维细胞用胰蛋白酶消化后 ,调整

细胞浓度为 1×10
5
/mL ,接种在 96孔培养板 ,每孔

100 μL ,37 ℃,0.05 CO2 孵育过夜 。细胞成层后予

CMV感染 ,继续培养。感染后第 1天 ,第 3天 ,第5

天分别检测活细胞的数量 。每孔加入 20 μL 四甲

基偶氮唑盐(MTT 5 g/L),再培养 4 h。吸取培养

上清 ,加入二甲基亚砜(DMSO),每孔 200μL ,使甲

月赞颗粒溶解 。在酶标仪上测定吸光度 A ,波长 570

nm ,参考波长 630 nm 。以上实验每实验点均重复

3孔 。

1.6　统计学分析

应用 t 检验对实验数据进行统计学分析 。

2　结　果

2.1　CMV感染骨髓基质成纤维细胞

用 TC ID50(能使 50%的细胞感染的 CMV 剂

量)CMV 加在骨髓基质成纤维细胞层上后 , 24 h

CMV-IEA 阳性 , 120 h CMV- IEA 强阳性 , 几乎

100%为阳性细胞 ,说明用上述方法可使 CMV 感

染成纤维细胞 ,并在其中复制 ,骨髓基质成纤维细

胞是本实验 CMV 的容许细胞 。经紫外线灭活的

CMV加在成纤维细胞层上后 , 24 h CMV- IEA 阴

性 ,120 h CMV- IEA仍为阴性。
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2.2　CMV感染骨髓基质成纤维细胞的形态学改

变

将 不 同 剂 量:TCID50 、 100 TCID50 、 500

TCID50 、1 000 TCID50的 CMV 分别感染骨髓基质

成纤维细胞后 ,在倒置镜下直接观察细胞的形态。

结果在感染后 24 h , TCID50可以引起细胞从培养皿

壁脱落 、肿胀 ,而 100 TCID50以下的剂量感染后

120 h 细胞形态在倒置镜下没有明显的改变 。

2.3　CMV对骨髓基质成纤维细胞增殖的作用

本实验室以往的实验表明细胞的数量与吸光

度 A 值成正比(r =0.991)[ 3] ,因此细胞的数量可

以用吸光度 A 来表示 ,结果见表 1。

2.3.1　CMV 的剂量与骨髓基质成纤维细胞增殖

的关系　将不同剂量的 CMV 感染骨髓基质成纤

维细胞后 , 观察细胞的增殖情况 , 结果在 100

TCID50～ 1 000 TCID50的剂量范围中 , CMV 感染

均可以诱导细胞的增殖 ,且细胞的增殖与 CMV 的

剂量大小无明显关系 ,各剂量组之间 A 值差别无

统计学意义。

2.3.2　CMV 感染的时间与骨髓基质成纤维细胞

增殖的关系　CMV 感染骨髓基质成纤维细胞后第

1天 、第 3 天 、第 5天观察细胞增殖的情况 ,感染后

第 1 、3 、5天 ,细胞的数量均明显高于未感染组。提

示 CMV诱导细胞增殖的作用持续时间较长 ,至少

5 d以上。

2.3.3　紫外线灭活的 CMV与骨髓基质成纤维细

胞的关系　加入灭活 CMV 后第 1天 、第 3天 、第 5

天骨髓基质成纤维细胞数量均明显高于未加入灭

活 CMV组 。说明灭活的 CMV 也有诱导骨髓基质

成纤维细胞增殖的作用。

表 1　CMV 感染后骨髓基质成纤维细胞数的变化

Table 1　The number of bone marrow stromal fibroblast after CMV infected (A ,  x ± s)

Dose of CMV n
1 d

Non-infected/ infected(group)

3 d

Non-infected/ infected(group)

5 d

Non-infected/ infected(group)

100 TCID50 　10 0.361±0.11/ 0.466±0.18 1) 0.391±0.13/ 0.498±0.23 1) 0.476±0.13/ 0.591±0.25 1)

500 TCID50 8 0.397±0.07/ 0.480±0.16 1) 0.413±0.12/ 0.538±0.22 1) 0.512±0.10/ 0.598±0.19 1)

1 000 TCID50 5 0.441±0.06/ 0.590±0.12 1) 0.458±0.10/ 0.617±0.16 1) 0.528±0.06/ 0.702±0.14 1)

I nactive CMV 3 0.472±0.01/ 0.667±0.04 1) 0.579±0.03/ 0.728±0.02 1) 0.597±0.02/ 0.761±0.03 1)

　　1)Com pared w ith non-infected group , P <0.05

3　讨　论

3.1　CMV对骨髓基质成纤维细胞的感染

在本实验的培养体系中 ,所培养的细胞主要是

骨髓基质成纤维细胞 ,成纤维细胞通常是 CMV 的

易感细胞之一 。本实验中 CMV 感染骨髓基质成

纤维细胞后 ,用 PCR方法和免疫组化的方法可以

在感染的细胞中检出 CMV-DNA和 IEA ,证明所分

离的 CMV 可以感染骨髓基质成纤维细胞 ,并在其

中复制 。但小剂量 CMV 并不引起明显的细胞破

坏。

3.2　CMV诱导骨髓基质成纤维细胞增殖

CMV 感染细胞后可以诱导细胞凋亡和增殖 ,

例如 CMV 可诱导造血细胞凋亡 ,促进血管内皮细

胞和血管平滑肌细胞增殖
[ 4 ,5]

。CMV 对骨髓基质

细胞的增殖或凋亡的作用目前未见报道 ,在本实验

中 ,CMV 感染骨髓基质成纤维细胞后 ,可以诱导基

质细胞明显增殖 ,但增殖的机理尚不清楚 ,可能与

CMV 的基因产物对细胞基因转录的调控有关。

CMV的即刻早期基因(IEG)可以使细胞周期蛋白

E 、A 、B表达增高 ,刺激细胞的有丝分裂[ 6] 。

CMV 的结构蛋白在 CMV 开始复制前就可以

对细胞的增殖及功能代谢有增强作用。结构蛋白

pp71可以刺激蛋白激酶活化 ,触发信号传导通路 ,

使细胞的基因启动子活化而引起基因的转录[ 7] 。

pp65也可以快速进入受染的细胞核内 ,参与染色

质的缩合 ,影响细胞分裂的全过程[ 8] 。在本实验

中 ,用紫外线灭活 CMV 加在骨髓基质成纤维细胞

层上后 ,细胞中 IEA阴性 ,但也可以诱导成纤维细

胞的增殖 ,提示可能 CMV 的结构蛋白对成纤维细

胞的增殖也有一定的诱导作用 。

3.3　CMV诱导骨髓基质成纤维细胞增殖的意义

CMV 诱导细胞增殖是 CMV 感染的重要病理

之一 ,例如 CMV 诱导心血管内皮细胞和血管平滑
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肌细胞增殖是 CMV 致动脉粥样硬化的组织基

础[ 4 ,5] ,是导致心 、肺移植失败的重要原因 。CMV

感染骨髓基质细胞后 ,虽然可以诱导成纤维细胞增

殖 ,但细胞分泌功能紊乱 ,促进造血的细胞因子分

泌减少 ,抑制造血的细胞因子分泌增多[ 1] ,因此支

持造血的能力仍降低 。CMV 感染所致骨髓基质成

纤维细胞增殖是否是某些恶性血液病骨髓纤维化

的原因之一 ,目前还不清楚 ,有待于进一步研究。
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