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摘要 ：为了长期培养 人骨髓基质细胞和研究其对病毒的敏感性．我 们采用静置贴壁培养法，体外长 

期培养了眙儿 、儿童和成人骨髓基质细胞．并将传至 5代 上的肌样骨髓基 质细胞采 用微量细 胞 

病变(CPE)法，开展了对 5种病毒的敏感性试验。结果表 明，人骨髓基质肌样细胞对滤泡性 口腔炎 

病毒，脊髓 灰质炎病 毒、I型和 Ⅱ型单纯疱疹病毒均敏感，能产生明显的 CPE．其效 价(TCID5．．)可达 

l0～～10 4 5其中胎 儿骨髓基质肌样 细胞对病毒敏感性至少 比儿童 高 2倍，比成人高 4倍，即眙儿 

>儿童>成人 ．但对 型柯萨奇病毒均不敏感。我 们的研究结果不仅可 为人骨髓基 质细胞 体外 

长期培养提供 了确实可行的简便方法，而且 为该细胞对病毒的 敏感性提供 了实验依据，井 为该细 

胞的利用开辟 了新的应用前景。 ． 
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人骨髓基质细胞包括成纤维细胞、内皮细胞、脂肪细胞、巨噬细胞等，体外长期培养既利于 

观察上述各类细胞独特的细胞形态⋯，又利于研究细胞的生物学特性及其表型特 征 J。近年 

来国外在基质细胞的造血调控【 、成骨效应【 和软骨缺损修复功能 等方面的研究虽已取得 

了较大的进展，但仍需进行深入研究，特别是人骨髓基质细胞对病毒敏感性研究至今未见报 

导，为此，我们将来源于胎儿、儿童 、成人的骨髓基质细胞进行了体外长期传代培养，井将传至 

5代以上的肌样细胞(成纤维样细胞)开展了滤泡性 口腔炎病毒(VSV)，脊髓灰质炎病毒 (Polio 

v)．＆ 型柯萨奇病毒(Cox )，I型和 Ⅱ型单纯疱疹病毒(}{SV．I和 HSV．Ⅱ)的敏感性研究， 

现报告如下： 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1 1．1 人骨髓基质细胞的来源：胎儿骨髓基质细胞取 自于孕期 5十月人工流产的正常胎 儿骨髓(由苏州市二 

院妇产科提供)。儿童骨髓 基质细胞取 自2岁骨折健康 儿童骨髓(由本院附属儿童医院骨科提f!})，成人骨髓 

基质细胞取 自20岁骨折健康青年骨髓 (由本院附属一院骨科提供)。 

1．1．2 病毒 ：脊髓灰质毙病毒(Poliovirus，Polio v)为混合型疫苗抹(由苏州市卫生 防疫站提供) 型扣J萨 
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奇病毒(CoxsackievirusB3，CoxB3)由上 海 中 LU医院杨 英珍教 授惠赠 。滤 炮性 口腔 炎病毒 (Vesicular stoma c【ts 

Vi rus-Indiana株．VSV)．单纯癌疹病毒(Herpes simplex virus)I型和 Ⅱ型(HSV．I SM44株．HSV_Il蛆x株)均 

为本室保存。各病毒的效价(TCI n)均可进 10～。 

1 1 3 病毒敏感细胞株：对 Polio V，Vsv和 Cox岛 病毒的敏感 细胞选用的 wish细胞(人 羊膜传代细胞林)． 

对 HSV-I和 HSV．Ⅱ型单纯癌疹病毒敏感的细胞选用 Veto细胞 (绿猴 肾传代细胞株)。按常规 法传代 培养， 

以用于病毒的繁 殖、效价测定和实验时的 阳性对照细胞 

1 2 方法 

1 2．1 人骨髓基质细胞的分离和培养 ：取骨髓 3～5 mL，用 Ficdl淋 巴细胞分层液 (比重 1．077)分离单核细 

胞，用 PIgS和培养基洗 3次后，用含 20％．56℃灭话 30rain的小牛血请 的 RPMlI640静置粘壁培养．每隔 3～ 

4 d换液 1次，并将悬浮的细胞移入新瓶继续静置培养，观察粘壁细胞的生长情况和不同细胞类掇的形态。待 

贴壁的肌样成纤维细胞形成单层后，用含 0 02％EDTA和 0．25％胰酶消化．进行传代培养。为便于统一描 

述，将胎儿、儿童 及成人骨髓基质肌样细胞分别用 FBMSC、CBMSC及 ／kBMSC表示 ．C后用数字嵌 示代次。 

1．2 2 病毒的繁殖和 效价攫：定：PolioV，vsV，Cox 病毒经 1：10稀释后接种形成单层的 Wish细胞．于 37℃ 

培养 24．48 h待细 胞出现圆缩 ．破裂的细胞病变 (CPE)达卅 ～+HI时收获，于 一20℃冻存，并取样在 96孔板上采 

用 Wish细胞的微量细胞病变法测定病毒效价 ，Polio V教价(TCIDso)为 10～，vsv效价 为 10～．COxI~效 价 

为 10—4 HSV-I和 HSV-Ⅱ也按上述方法用 Veto细胞进行病毒繁殖和效价测定．其效价(TCl )二者均可进 

l0一 。 

1．2 3 胎 儿、儿童和成人骨髓基质肌样细胞对病毒的敏感性试验 ：将 Wish，Veto，FBMSC-5．CBMSC-5，ABM． 

SC-7细 胞 1：1比例消化传代的细胞悬液分 别加入 96孔板 中．每块扳 的前两捧 (A、B排)为 性 对照细胞 

(w曲 或 Veto细胞)l至 l2孔每孔均加工 100 IJ细胞悬液．后 6排(c、D、E、F、G、H排)依次分 别加入实验组 

FBMSC-5．CBMSC-5，ABMSC-7的人骨髓基质肌样细胞，每组 2孔 ，100 rid孔 ，于 37℃ 5％ 0 贴壁培养 6 h 

后．将各病毒以 1：100稀 后分别再进行双倍稀释 ．并向各组的孔 中由低向高从第 11孔至第 1孔加入不 同稀 

释度的病 毒悬液 100 L／孔．第 12孔均加入培基作为细胞对照(即病毒的阴性对照)。其中 vem 细胞的嗣性 

对照孔 加入不同稀释度的 HSV-I或 HSV-Ⅱ病 毒渡。Wish细胞的 阳性对 照孔加入 不同稀释 度的 vsv、 ． 

1ioV、COx岛 病毒液．继续培养 24．48 h，观察细胞病 变(CPE)程度．并与 阳性对照组进行 比较．判定胎 儿、儿奄 、 

成人骨髓基质肌样细胞对上述各类病毒的敏感性。 

2 结果 

2．1 各种人骨髓基质细胞培养情况及其形态 

人骨髓细胞悬液静止培养 4 d开始有大而亮的圆细胞和成纤维样细胞贴 壁生长，一周后 

即有大量成纤维样细胞贴壁(图 1一A)．并有集落产生，经换液培养 2周左右贴壁 的肌样细胞 

即可形成单层(图 1一B)．每次换液时悬浮的细胞经移瓶继续培养仍有许多纤维样细胞贴壁生 

长，再次移瓶继续培养有很多单核巨噬细胞贴壁生长(图 I—C)．唯有肌样细胞可生长繁殖并 

形成单层，巨噬细胞不能增殖，但可继续存活 1～2个月，单层肌样细胞经消化传代时发现肌样 

细胞 比内皮细胞易脱壁，因此又可获比较纯的内皮细胞(图 1一D)。经镜检发现，成纤维肌样 

细胞形体大而细长，多呈纤维状，成束排列，胞浆丰富．核大。内皮细胞形体较小．呈上皮样，排 

列紧密．类似蜂窝状。巨噬细胞形体大，多呈圆形或椭 圆形，膜周边不齐，胞浆淡 ．核太而明显。 

现已将肌样细胞传至 5～l0代，长达 6个 月以上，现已冻存保种，仍留少量继续进行传代培养． 

但生长速度明显减慢。经长期传代和扩大培养后．为开展生物学特性和病毒学试验 、成骨和造 

血效应的研究创造了条件。 
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图 1 不同的骨髓基质l睚胞形态 

A 培养一周的骨髓肌样童田咆(同糯)．B 

c 骨髓基质细瞻中的单壤巨噬细胞．D 

培养二周的骨髓肌佯细胞{单层) 

骨髓基质细胞中的内应l时膻 

Fig I SIIape of different h∞ e m H。w stroma[cells 

A．BoneⅢ mw stmmal d cultured for 1 weed(reticulation)； 

B．B 弼 st~ al myoid cdb cukured for 2 weed(m∞o IIu ) 

C-Tn。n帅 ucl髓 phag~ yte in culture。f L·one脚 rT w stromal ceIls 

n  Endothelial cB m calcite 0f b。耻 瑚  m k 

第 15卷 

2．2 各种人骨髓基质细胞对不同病毒的敏感性 

2．2．1 对 VSV的敏感性 ：滤泡性 口碹炎病毒为 RNA病毒，常 f起口腔及呼吸道感染。对鸡 

胚细胞，人羊膜细胞(wish或 FL细胞株j、人胚肌皮细胞、L929、Hela细胞等均敏感。本实验 
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选用 wish细胞作为 vsv敏感的阳性对照细胞以比较 vsv对 FBMSC、CBMSC、ABMsC人骨 

髓基质肌样细胞 的敏感性，其结果如表 1： 

衰 l FBMSC．5、CBMSC-$、ABMSC-7人骨髓基质IL样细胞对 VSV病一曲蕾感性 

Table 1 The su~eptibility of FBMSC-5．CBM SC-5 ABMSC·7 mycid ste al。e to v~iaular sto~ titls virus 

由表 l结果表明，FBMSC-5胎儿骨髓基质肌样细胞对 vsv病毒的敏感性 比 Wish阳性 对 

照细胞更加敏感(高 4倍)．儿童骨髓基 质肌样细胞 CBMSC-5对 vsv病毒的敏感性与 Wish 

细胞相同，但成人骨髓基质肌样细胞 ABMSC-7对 vsv病毒 的敏感性低于 wish细胞 (低 4 

倍)．由此可 见，人 骨髓 基质肌样 细 胞对 vsv 病毒 的敏感性 胎 儿 >儿 童 >成 人．其效价 

(TCIDso)分别 为 512×10～．128×10～，32×10～。 

2 2 2 对 CoxB3的敏感性 ：【=。xB3病毒为 RNA肠道病毒，对 Wish、Hep．2、Hela、Veto细胞均 

敏感，其中以对 wish细胞更敏感．因此也选用 wish细胞作为 cox 病毒敏感的 阳性对照细 

胞，以比较 Cox 病毒对 FBMSC，CBMSC，ABMSC人骨髓基质肌样细胞的敏感性 结果发现 

cox 病毒在 Wish细胞上其效价可达 5．12×10_。。．但对各种人骨髓基质肌 样细胞．只有在 

FBMSC-5细胞上于 48 h才产生 10I1病毒效价，比 Wish细胞对 cox 病毒的敏感性 低 5 000 

倍，而在 CBMSC-5和 ABMSC．7细胞上均未 出现明显的 CPE，由此可见，cox 对 人骨髓基质 

肌样细胞均不敏感。 

2．2 3 对 PolioV的敏感性 ：PolioV也 为 RNA的肠道病毒，对 Hep-2、Veto以及 Wish细胞均 

敏感。本实验选用的 Wish细胞作 为对 PolioV敏感的阳性对照细胞．以 比较 PolioV对 FBM— 

SC-5．CBMSC一5，ABMSC．7人骨髓基质肌样细胞的敏感性 。结果如表 2： 

衰 2 n Msc5、CBMSC-5，ABMSC．7人骨■基厦肌样细胞对 PoaloV的蕾蒜性 

Table 2 The susceptibility of FBMSC-5，CBMSC-5．ABMSC-7 mymd strornal cells to pollo',4rus 

由表 2结果表明，PolioV对 wish细胞最敏感 ，其效价可选 5．12×10I4而 FBMSC-5，CBM． 

SC-5．ABMSC-7人骨髓基质肌样细胞对 PolioV 的敏感性依次 比 Wish细 胞低 4．8．16倍，即 

FBMSC-5>CBMSC-5>ABMSC．7．其效价(TCIDsn)依次可达 1．28×10～．6．4×10 ．3．2× 

10一．说明 PolioV感染者一旦病毒进入骨髓也可使骨髓基质细胞产生病理改变而受损伤。 

2．2．4 对 HSV—I．HSV．1I的敏感性 ：HSV．I和 HSV—II均为 DNA病 毒，对 Veto、人胚 肾等纲 

胞敏感．本实验选用 Veto细胞作为 HSV．I和 HSV．U阳性对照细胞．以比较 HSV-I和 HSV．1l 

对 FBMSC-5、CBMSC-5、ABMSC一7人骨髓基质且儿样细胞的敏感性。鉴于 HSV-I和 HSV一Ⅱ结 
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果一致，故列入同一表中。 

寰 3 I~MSC．5、CBMSC-$．ABMSC．7^骨髓基质肌样细胞对 HSV．I和 HSV．Ⅱ病毒的t蒜性 

Tabh 3 The su~ ptibility of FBMSC-5、CBMSC-5．ABM S~ 7 myoid stromal。e to HSV-T and HSV Ⅱ 

由表 3结果表明，HSV．I和 HSV．Ⅱ对 Vero细胞均敏感．其效价(TCID50)可达 6．4×l0 I3 

而 FBMSC-5人骨髓基质肌样细胞对 HSV．I和 HSV-Ⅱ的敏感性与 Vero细胞相同．但 CBM— 

SC-5．ABMSC-7骨髓基质肌样细胞对 HSV．I和 HSV．1I的敏感性 分别 比 Vem 细胞低 2倍 、4 

倍．其效价分别为 3．2×10_‘、1．6×10～。由此可见，HSV．I和 HSV．II对 人骨髓 基质肌样细 

胞的敏感性是 FBMSC-5>CBMSC-5>ABMSC．7。 

3 讨论 

骨髓基质细胞是血液学 、骨科学等诸多学科研究的热点，不同类型的基质细胞具有独特的 

形态学特征和表型特点，特别是基质干细胞可能有独特的生物学特性和分化机制，并通过基质 

细胞释放多种钿胞 因子及生物学活性蛋 白，可 为造血调控 及其成骨 作用提 供 良好的微 环 

境 j，不仅对培养扩增骨髓造血干细胞．用于骨髓移植有广 阔的应用前景．而且通过骨髓基质 

细胞的成骨作用和软骨映损恢复的试验，为扩增培养的骨髓基质细胞用于治疗软骨缺损和骨 

不连也有重要的医学意义和治疗应用价值。 

本研究室在确立基质细胞培养方法后，通过长期传代和扩增培养，对造血效应 、软骨缺 损 

的修复和成骨作用方面已着手研究，已取得了一定的进展．有待总结，另行报告。 

鉴于人骨髓基质细胞对病毒的敏感性研究经查询至今未见报告．为此本文着重研 究了胎 

儿、儿童、成人骨髓基质肌样细胞对 vsV．PoI~V，CoxB ，HSV—I和 HSV．Ⅱ型五种病毒的敏感 

性 。这不仅对今后开展病毒学研究提供了新的细胞来源和新思路_7 J．而且也可为采用单纯 疱 

疹病毒载体开展转基因研究和基因治疗开辟 了新的细 胞源泉 J。 

鉴于人骨髓基质肌样细胞对 vsv．PolioV，HSV一】 HSV—II型病毒均敏感．说明这些病 

毒一旦进入骨髓可破坏骨髓中的基质细胞而使骨髓造血fu成骨作用等均会造成障碍，特别是 

Poliov．在病毒血症后常可侵犯脊髓前角运动神经细胞，导致麻痹 j．若随之进入 骨髓 同样 会 

损害骨髓基质细胞而严重破坏骨髓的造血功能和成骨效应。本文又可为临床病理分析提供新 

的实验依据 。 
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The Long·term Culture of hum an bone marrow stromai cells 

in vitro and their susceptibiiltty to viruses 

YANG Ji—cheng．SHENG W ei—hua，LI Li—e。et al 

(GeneEngineering u ofSuzhou Medical College，Suzhou．JiangSu 215007，Chin“) 

Abstract：To culture human bone marrow stromal cells long term in vitro，and investigate their 

susceptibility to virus．the fetus，child and adult bo ne marrow stronaaI cel1 wem cultured for 1ong 

time in vitro by the adherent assay The m yoid bo ne marrow str0rrmI cells were obtained after 

being generated more than five times．then their susceptibility to five kinds of virus waS aSsayed 

by raicrodnse CPE All myoid stromal cells were susceptible to VSV，PolioV，HSV．I and U 

Except CoxB3，producing obvious CPE with TCIDs0 up to 10一 ．10-4
． Fetal myoid stromal cells 

were two times higher than child，and four times than adult in terms of virus susceptibility．Our 

research supplies not only a simple．practicable assay for ex-vivo long—tents culture of human bo ne 

marrow stmma[cel1． but also experimental reference for estima ting the viru s susceptibility of 

these ce lls，at the same time-contributes to a more extensive prospect for applying  these cells 

Key words：Human  bone m arrow stroma I cells；Long—telT~l culture in vitro；M icrodos e 

eytopathic effect assay；Susceptibility to virus 
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