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亚型登革病毒对人骨髓巨核

祖细胞集落生长的影响

林东军
件

梁锦华 林桂真

( 附属第三医院血液病研究室 )

提 要 采用人骨髓巨核祖细胞体外半固体培养技术
,

观察 14 例次 I 型登革病毒 ( D ZV ) 对 巨 核

祖细胞集落 ( C F U 一
M K ) 生长的影响

,

与对照组进行比较
,

显示 环V 感染组 C F U 一
M K 产率 明显减

少
,

经统计学处理差别有非常显著意义
,

从而证实在体外 巩V 能抑制巨核祖细胞增殖
。

这提 示 登革

出血热病人的出血和血小板减少与巨核细胞受该病毒抑制有关
。
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I 型登革病毒 , 登革出血热 ; 血小板减少
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登革出血热是登革热一种严重类型
,

临床

上 主要特征为皮肤粘膜及多个器官发生出血
,

在病程的初期常常有粒细胞减少
,

血小板减少

和骨髓巨核细胞减少或消失表现
〔 ` ’

2 ’ ,

病死率

较高
。

鉴于 目前 D
Z
V 对 C F U一M K 生长的影

响
,

作者在国内外文献中尚未见报道
,

且该病

血小板减少的原因还不十分明了
,

故作者采用

巨核祖细胞培养技术来观 察 D厂 在体外对人

骨髓 CFU
一M K 生长的影响

,

以阐明该病血小

板减少的原 因
。

材 料 与 方 法

骨髓标本来源 巨 核 祖 细胞 培养共 14 例

次
,

骨髓标本全部取自于胸外科手术切除的肋

骨
,

供髓者无肿瘤细胞的骨髓转移
,

无化疗或

放疗史
,

造血东统基本正常
。

病毒来源 D
Z
V 为新儿内亚株

,

病毒原液

是山中山医科大学微生物教研室提供
。

感染滴

度为 1 。
“ 5

`
“

个半数组织堵 养 感染量 ( T C I D 。 。
)

,

于 一 70 ℃冰箱保存 备 用
。

上 述病毒原液经 56

℃ ,

加热 3 0分钟即为灭活的 D
Z

V 原液
。

实验方 法 人 骨 髓 C F U一M K 培 养采用

eM ss en r 的甲基纤维素法加以改 良
〔 ’ 3。

体系
、

组

成为
: 0

.

9% 甲基纤维素
、

30 % 去血小板血浆
、

5%植物血凝素刺激的单个核细胞培养液
、

s x

1 0
“ ”

m ol / L Z一琉基 乙醇
、

每毫升含有 1 又 10
“

个

骨髓单个核细胞 ( B MM C ) 和适量眠 I M D M培

养液
。

每个体系分别接种在两个 35 m m x 10 m m

的 P et r i 培养皿中
。

放在 3 7 oC
, 5% C o , 、

1 0 0 ;石湿

度条件下的 C仇 培养箱中培养 14 天
。

实验分组 按自身配对比较 设 计 进 行分

组
。

实验组 A
:

为 正 常 人 骨 髓 C F U一M K 培

养
,

不加任何处理因素作为空白对照
;
实验组

B :
在 C F U ee M K 培养体 系 中 加入 1%灭活的

D
Z

V 原液
,

以排除 D
Z
V 原液中的杂质对 C F U -

M K生长的影响 , 实验组 c :

在 C F U一M K 培养

体系中加入 l o o T C I D
。 。

D
Z
v 原液

,

感染方式为

持续性感染
。

结果观察及统计分析方法 在培养的第 14

天从 C q 培养箱 取出
,

放 在 倒置显微镜下观

察并计数
,

) 3 个 巨核细 胞 为 工个 C F U ~ M K

集落
,

取两个平皿的均值
。

计数后用毛细吸管

将 C F U 一M K 取出涂片
,

用 瑞 氏一
姬姆萨染色

和抗人血小板糖蛋白单克隆抗 体 ( 5 2 一 21
,

5 2 -

2) 免疫荧光染色
,

鉴定证实 所 培养的细胞为

巨核细胞
。

结果资料用配伍组资料的两两 比较

秩 和检验进行统计学分析
L。 ’ 。
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结 果
O

Z

V 对人骨髓 C F U一M K 生长影响 结果

见表 1
。

表 I D : V对人骨髓 C F U
-
M K 生长的影响

实验组 (集落数八o s
B M M C )

配伍组号 一
-

-
-
-

- - - -

一
- 一

- - -

A

3 4
。
0

1 1
。
O

2 3
。

0

2 2
。
0

1 4
。
0

3
。
5

1 7

1了

0
。
0

O
。

0

2
。

0

0
。

0

0
。

0

O
。
0

1
。
5

1 0

l 王

8
。
5

1 4
。

5

1 1
。

5

7
。
5

1 6
。
0

1 9
。

O

2 6
。
0

1 0
。
0

3 1
。

0

9
。

O

1 1
。
0

2
。
5

1 5
。
5

2 1
。
0

9
。

0

1 0
。

O

1 3
。

5

9
。

O

1 2
。
5

j 4
。

5

2
。

5

2
。
5

3
。
5

3
。

5

0
。
5

l
。

0

/

}
。

O

秋次 1 2 3

R 止 3 7 3 3 1 4

表 2 配伍组资料的两两比较秩和检验

对 比组 两秩和之差
a
差的标准误 q P

1 与 3 2 3 3 3
。
7 4 2 6

.

1 4 7 < 0
。
0 1

1 ,丁 2 4 2 3
.

7 4 2 1
·
0 6 9 > o

·

0 5

2 与 3 1 , 2 3
·

7 4 2 5
·

0 7 8 < 0
·

0 1

从表中的结果可知空白对照组 与 D
ZV 感

染组 C F U一M K 之 间 的差 异有 显著性 ( p <

0
.

0 1 )
,

而空白对照组与 D
: V 灭活 组 C FU -

M K 之间的差异无显 著 性 ( p > 0
.

05 )
,

这丧
,

明 D
:
V 原液对 C F U 一M K 生长的 抑制作用 廷

D Z v 而不是 D
Z

V 原液中的杂质
。

讨 论

病毒感染骨髓导致巨核细胞减少或结构的

破坏
,

而引起血小板减少
,

已有不少的报道
。

最近
,

在 A I D S 血小板减 少 的发病机制的研

究中
,

发现人类免疫缺陷病毒可以直接感染巨

核细胞
,

使巨核细胞发生畸变
,

进而导致血小

板减少
〔`

’
5 〕 。

登革病毒在 体内引起人骨髓 巨核

细胞的改变 也己有报巡
。

一些学者通过对登革

出血热病人的骨髓检查
,

发 现 在 疾 病的最初

1一 4 天骨髓增生低 卜
,

骨髓中的巨核细胞亦

有减少或消失
,

并伴有细胞的空泡变性和退行

性变
, 7 一 8 天后

,

逐渐恢复
_

11三常
t ’

,
2

’ “ 〕 。

在体

外登革病毒对人骨髓 C F U 一M K 生
一

长的影响尚

没有报遂
。

而 登 革 病 毒对人骨髓 C F U 一G M和

C F U 一E 生长的抑 制作用
,

已被证实
〔 了

’ “了。

本

文研究 结 果 显示 D
ZV 在体外能示登 革 出血

明显抑制人骨髓 C F U 一M K 集落生长
,

从而提

热病人的血小板减少与该病毒抑制骨髓巨核细

胞的增殖有关
。

这种抑制作用是病毒直接损伤

巨核细胞或者是免疫异常的间接因素所致
,

则

有待今后阐明
。
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