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· 临床论著 ·
HBV对人骨髓间充质干细胞体外增殖的影响 

魏开鹏    潘兴南    许正锯    王崇国

1间充质干细胞（mesenchymal stem cells，
MSCs）是一群中胚层来源的具有自我更新和多向

分化潜能的基质干细胞[1]。骨髓来源的MSCs因其获

取方便、低免疫原性以及较好的伦理适应性而倍受

关注[2]。临床研究表明，MSCs移植可以改善终末期

肝病患者的肝脏功能[3-4]。MSC在骨髓中数目很少，

常需要体外扩增来达到临床应用所需的数量[5-6]。我

国的终末期肝病患者大多是HBV感染者，而HBV
与MSCs的相互作用尚未明确。本研究将含高浓度

HBV的血清添加到MSCs的体外培养体系并检测其

扩增性能，阐明HBV对MSCs体外增殖的影响。
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资料与方法

一、一般资料

无HBV感染的成人骨髓取自解放军第180医院

住院患者；含高浓度HBV的血清来源于慢性乙型

肝炎患者外周静脉血，其HBV DNA为1.2 × 108拷

贝/ml；不含HBV的血清来源于健康成人外周静脉

血；供者均签署《知情同意书》。LG-DMEM培

养液、胎牛血清、StemPro成骨细胞诱导分化试剂

盒、StemPro软骨细胞诱导分化试剂盒和StemPro
脂肪细胞诱导分化试剂盒均为美国Life公司产品。

Ficoll分离液为美国GE公司产品。FITC标记的抗人

CD14、CD34、CD45、CD73、CD90、CD105及抗

鼠IgG1-κ单克隆抗体均为美国Biolegend公司产品。

【摘要】   目的    探讨HBV对人骨髓来源间充质干细胞（MSCs）体外增殖的影响。方法    从成

人骨髓分离纯化MSCs并体外培养至第3代，将MSCs与含高浓度HBV的人血清共培养作为实验组，

并用不含HBV的健康人血清作为对照。采用MTT法绘制细胞生长曲线并计算细胞倍增时间。分别应

用细胞克隆形成试验和流式细胞术检测MSCs的克隆形成能力和细胞增殖指数。结果    实验组的生长

曲线发生右移，其对数生长期的细胞倍增时间较对照组延长（t = 2.453，P ＜ 0.05）。体外培养10 d

后，实验组的细胞克隆形成率和增殖指数均明显低于对照组（t = 2.488，P ＜ 0.05；t = 2.798，P ＜ 

0.05）。结论    HBV可抑制人骨髓间充质干细胞的体外增殖。
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Effect of hepatitis B virus on proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells in vitro    
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【Abstract】   Objective    To investigate the effect of HBV on proliferative capacity of human bone 

marrow derived mesenchymal stem cells (MSCs) in vitro. Methods    MSCs were isolated from human bone 

marrow and cultured for the third passage. They were divided into two groups: some were cocultured with HBV-

containing serum as experimental group, and the others were cocultured with healthy serum as control. Cell growth 

curve and cell doubling time were evaluated by MTT assay. Colony-forming capacity and cell cycle were evaluated 

by colony-forming assay and flow cytometry. Results    In contrast, growth curve turned right and cell doubling 

time significantly increased (t = 2.453, P ＜ 0.05). After 10 days culture, colony-forming rate and proliferative 

index in experimental group were significantly lower than those in control group (t = 2.488, P ＜ 0.05; t = 2.798, P 

＜ 0.05). Conclusion   HBV could inhibit proliferative capacity of human bone marrow derived MSCs in vitro.
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MTT检测试剂盒为美国Sigma公司产品。

二、骨髓来源MSCs的分离和培养

遵循临床操作规范，从无HBV感染的成人髂

后上棘抽取5 ml骨髓液，肝素抗凝（50 IU/ml）。

按照本课题组已往报道的方法 [7]，密度梯度离心

分离单个核细胞，洗涤后用含10%胎牛血清的LG-
DMEM培养液混悬接种于60 mm直径的塑料培养皿

中，置于37 ℃、5% CO2孵箱中培养。72 h后首次换

液，之后每3 d换液1次，待贴壁细胞达80%～90%
融合时按1︰3传代，传至第3代时收获MSCs，并制

备成5 × 106/ml的细胞悬液备用。

三、MSCs的鉴定

倒置显微镜下观察细胞形态。以抗鼠IgG1-κ
作为同型对照，流式细胞仪检测CD14、CD34、
CD45、CD73、CD90和CD105等表面分子。取

MSCs接种于6孔细胞培养板，分别用StemPro成骨

细胞诱导分化试剂盒、StemPro软骨细胞诱导分化

试剂盒和StemPro脂肪细胞诱导分化试剂盒按说明

程序诱导培养21 d，采用茜素红染色、甲苯胺蓝染

色和油红染色进行鉴定。

四、MTT实验

将MSCs稀释成2 × 104/ml的细胞悬液，每孔

100 µl接种于96孔板，实验组每孔加入10 µl含HBV
血清，对照组每孔加入10 µl不含HBV的血清。两组

每日各取5孔分别加入MTT溶液10 µl，置培养箱避光

孵育4 h，每孔加入溶解液100 µl继续孵育，直至结晶

全部溶解。以培养液作空白调零，在酶标仪570 nm
处测定A值，连续测定7 d并绘制细胞生长曲线。

五、细胞克隆形成实验

将处于对数生长期的MSCs接种于6孔细胞培养

板（2000个/孔），尽量使细胞分散均匀。实验组每

孔加入100 µl含HBV的血清，对照组每孔加入100 µl
不含HBV的血清。每组各设5个复孔，于37 ℃、5% 
CO2孵箱中培养10 d，经甲醇固定后采用姬姆萨染

液染色，观察50个细胞数以上的克隆。

六、细胞周期的检测

将MSCs接种于直径60 mm的培养皿，实验组每

皿加入200 µl含HBV的血清，对照组每皿加入200 µl
不含HBV的血清。每组设5个复孔，在37 ℃、5% 
CO2条件下培养10 d。收获MSCs用PBS洗涤２遍后

加2 ml PBS重悬，加入2 ml预冷70%乙醇混匀置4℃
过夜，离心弃乙醇后用PBS洗涤重悬，加入1 ml 碘
化丙锭染液，4 ℃避光孵育30 min，上流式细胞仪

检测细胞周期。

七、统计学处理

应用SPSS 16.0软件进行统计学分析。数据以

x  ± s表示，两组数据间的比较采用t检验，以P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。

结        果

一、MSCs的鉴定

接种72 h后首次换液除去非贴壁细胞，可见少

量分散的梭形细胞黏附底面生长（图1A-a）。培

养21 d贴壁细胞扩增达80%～90%融合，并列或呈

漩涡状排列（图1A-b、c）。该群细胞表达CD73、
CD90和CD105而不表达CD14、CD34和CD45等表

面分子。诱导培养21d，茜素红染色可见大量钙化

基质沉淀（图1A-d），甲苯胺蓝染色可见大量蛋

白多糖（图1A-e），油红染色可见大量脂肪滴（图

1A-f），提示该群细胞分别被诱导分化为成骨细

胞、软骨细胞和脂肪细胞。以上特征表明，本研究

所获细胞为骨髓来源的MSCs。
二、HBV对MSCs生长曲线的影响

采用MTT法连续7 d检测A值并绘制MSCs的生

长曲线，可见实验组细胞的生长曲线相对于对照组

发生右移且位置低于对照组，见图2A。在生长曲线

上对数生长期内取3组数据，根据最小二乘法进行

直线回归，在直线上任取两点（No，Nt），根据

Patterson公式 [T × lg2/lg（Nt/No）] 计算细胞倍增

时间。实验组的细胞倍增时间为（54.5 ± 6.6）h，
对照组的细胞倍增时间为（44.6 ± 6.1）h，实验组

对数生长期的细胞倍增时间较对照组显著延长（t = 
2.453，P = 0.039），见图2B。

图2    MSCs的生长曲线和细胞倍增时间

三、HBV对MSCs克隆形成能力的影响

将MSCs进行克隆形成试验，培养10 d后统计50
个细胞以上的克隆数并计算克隆形成率（克隆数/接
种细胞数× 100%）。实验组细胞的克隆形成率为
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注：图1A：A-a，72 h首次换液后（400 ×）；A-b，培养21 d（100 ×）；A-c，培养21 d（400 ×）；A-d，诱导21 d，茜素红染色（400 ×）；

A-e，诱导21 d，甲苯胺蓝染色（400 ×）；A-f，诱导21d，油红染色（400 ×）。图1B：细胞表型流式结果，FITC标记的抗鼠IgG1-κ为同型对照

图1    MSCs的鉴定

（7.6 ± 2.4）%，对照组的克隆形成率为（11.8 ± 
2.9）%，显著高于实验组（t = 2.488，P = 0.037），

见图3。

图3    MSCs的克隆形成率

四、HBV对MSCs细胞周期的影响

将MSCs培养10 d后染色上流式细胞仪检测

DNA含量，DNA含量的差异可反映细胞所处的细

胞周期。计算细胞的增殖指数（处于S期和G2/M期

的细胞之和占总细胞数的比例）结果发现，实验组

细胞的增殖指数为（16.2 ± 4.6）%，对照组的增

殖指数为（25.7 ± 6.1）%，显著高于实验组（t = 
2.798，P = 0.023），见图4。

图4  MSCs的增殖指数

讨        论

由于MSCs是不均一的未分化基质细胞群，目

前尚无高特异性的识别标志，一般采取联合几个

指标进行综合鉴定。本研究所获得的MSCs具有以

下特征：①标准的培养条件下，细胞能黏附塑料

瓶壁生长，呈梭状的成纤维样形态。②细胞表面表

达CD105、CD73和CD90，而不表达CD45、CD34
和CD14等表面分子。③在体外可以诱导分化为成

骨细胞、软骨细胞和脂肪细胞。这些特征符合国

际细胞治疗协会（International Society for Cellular 
Therapy，ISCT）提出的MSCs鉴定要求[8]。

虽然骨髓来源的MSCs具有高度的体外扩增能

力，但其连续传代培养10代后会出现增殖性能减

弱，并且原代MSCs培养时间过长也会引起增殖抑

制[9-10]。与其他细胞类似，不同培养方法和条件对

MSCs的增殖具有显著影响[11]。因此，本研究选取

传至第3代的MSCs在标准培养条件下测试其增殖性

能。为更好地反映HBV对MSCs的影响，本研究选

用含较高浓度HBV的血清进行共培养，并用不含

HBV的健康人血清进行对照，经过培养液的稀释

后，HBV与MSCs的比例仍可维持在10︰1以上。

本研究发现，MSCs与HBV共培养时生长曲线

发生右移，其对数生长期的细胞倍增时间明显延长

（图2），提示HBV能够干扰MSCs的体外增殖。

为进一步验证HBV对MSCs体外增殖的影响，细胞

克隆形成试验发现体外培养10 d后，与HBV共培养

MSCs的克隆数显著减少，提示HBV导致MSCs的
群体依赖性增加而增殖能力减弱。在细胞增殖周期
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中，DNA含量会随各时相产生相应的变化，S期和

G2/M期的细胞比例可以从一个侧面反映细胞增殖的

活跃情况。本研究发现，与HBV共培养MSCs的增

殖指数明显低于未暴露于HBV的对照组（图4），

这表明HBV抑制MSCs从G0/G1期进入S期和G2、M
期，处于分裂相的细胞减少而增殖活性下降。以上

几个指标相互印证提示，HBV在体外与MSCs共培

养时会抑制MSCs增殖。

虽然HBV属嗜肝病毒，具有较强的组织选择

性，但其并非只能感染肝细胞，目前已有HBV感染

肝干细胞、造血干细胞以及单核细胞等多种细胞的

报道[12-14]。有研究表明，HBV可以在体外感染造血

干细胞并在胞内复制，感染HBV的造血干细胞的增

殖能力会减弱[15]。因此，推测暴露于HBV的MSCs
可能会被HBV感染从而引起一系列的生物学性能改

变，但尚需进一步研究以证实。
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