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人巨细胞病毒感染对 ＨＥＬ细胞周期及 Ｃｄｔ１表达的影响
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　　［摘　要］　目的　研究人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）感染对人胚肺成纤维（ＨＥＬ）细胞周期及复制允许因子Ｃｄｔ１表
达的影响，探讨ＨＣＭＶ感染可能的发病机制。方法　用血清饥饿法同步化ＨＥＬ细胞于 Ｇ０／Ｇ１期，用 ＨＣＭＶ感染

同步化的ＨＥＬ细胞作为感染组（ｎ＝１０６），同时设模拟感染组为对照组（ｎ＝１０６）。于感染后１２，２４，４８，７２，９６ｈ收
获细胞。流式细胞术测细胞周期；ＲＴＰＣＲ法检测Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ的表达水平。结果　①模拟感染组在感染后１２ｈ，２４
ｈ时处于Ｇ１期细胞比感染组明显增多，两组比较，差异有显著性（Ｐ%０．０１）。②两组Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平在１２ｈ，
２４ｈ和４８ｈ时差异均有显著性（Ｐ

%

０．０５）。模拟感染组Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平的高峰出现在感染后１２ｈ，而感染组
的高峰则出现在感染后４８ｈ。结论　 ①ＨＣＭＶ感染影响了ＨＥＬ细胞周期，使大部分细胞停滞在Ｇ１期。②ＨＣＭＶ感
染使ＨＥＬ细胞复制允许因子Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ的表达水平迟滞。③ＨＣＭＶ感染可能通过影响复制允许因子Ｃｄｔ１的生成
而干扰宿主细胞周期，影响宿主细胞ＤＮＡ合成，导致器官功能障碍。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５８０－５８２］

［关　键　词］　巨细胞病毒感染；ＨＥＬ细胞；细胞周期；复制允许因子Ｃｄｔ１
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２００７）０６－０５８０－０３

Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｌｉｃｅｎｓｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒＣｄｔ１ｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌｓ
ＣＨＥＮＰｉｎｇＹａｎｇ，ＹＡＮＳｈｕＹｕａｎ，ＱＩＵＭｅｉＢｉｎｇ，ＸＩＥＺｏｎｇＤｅ，ＬＩＵＳｈｕｉＰｉｎｇ．ＤｉｖｉｓｉｏｎｏｆＮｅｏｎａｔｏｌｏｇｙ，ＳｅｃｏｎｄＸｉａｎｇ
ｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００１１，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｗｙｃｐｙｆｕ＠１６３．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ（ＨＣＭＶ）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｌｉｃｅｎｓｉｎｇｆａｃｔｏｒＣｄｔ１ｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｉｃ（ＨＥＬ）ｃｅｌｌｓａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＥＬｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｉｎｔｈｅＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｂｙｔｈｅｓｅｒｕｍｓｔａｒｖａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄＨＥＬｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨＣＭＶ，ａｎｄｔｈｏｓｅｔｈａｔｗｅｒｅｎｏｔｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅ
ｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＨＥＬｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｔ１２，２４，４８，７２ａｎｄ９６ｈｒｓｏｆＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ｏｆＨＥＬｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｄｔ１ｍＲＮＡｉｎＨＥＬｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｌｏｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＧ１ ｐｈａｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｉｎｔｈｅＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ１２ａｎｄ２４ｈｒｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｄｔ１
ｍＲＮＡｉｎｔｈｅＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ１２ａｎｄ２４ｈｒｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ４８ｈｒｓ
ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｄｔ１ｍＲＮＡｒｅａｃｈｅｄａｐｅａｋａｔ１２ｈｒｓｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｂｕｔａｔ４８ｈｒｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｃｈｍａｒｋｅｄｌｙｌａｇｇｅｄｂｅｈｉｎｄｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｒｒｅｓｔｓｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨＥＬｃｅｌｌｓａｔｔｈｅＧ１ｐｈａｓｅ．ＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍａｋｅｓ
Ｃｄｔ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｌａｙ．ＨＣＭＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃａｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨＥＬｃｅｌｌｓｐｏｓｓｉｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｃｄｔ１． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００７，９（６）：５８０－５８２］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ；Ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｌｕｎｇｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｉｃｃｅｌｌ；Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｌｉｃｅｎｓｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒＣｄｔ１

　　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）感染在人群中非常普
遍，据统计，我国人群感染率已高达８０％ ～９５％，世
界人口中６０％ ～８０％有感染史［１］。主要表现为隐

性感染或潜伏感染。先天性宫内感染或围生期感染

ＨＣＭＶ，可累及身体的各个组织器官 ［２，３］，造成死

胎、流产、胎儿畸形、脑钙化、耳聋、智力低下和发育

迟缓等病理损害［４，５］。近年来，有关 ＨＣＭＶ感染的

发病机制的研究有了一定的进展，国外最近有研究

认为ＨＣＭＶ感染后可能引起宿主细胞周期的改变，
通过干扰宿主细胞周期，影响宿主细胞 ＤＮＡ合成，
导致器官功能障碍［６］，国内尚未见相关报道。本课题

旨在研究ＨＣＭＶ感染对人胚肺成纤维（ＨＥＬ）细胞周
期及对复制允许因子Ｃｄｔ１的影响，从细胞周期及其
调控因子水平探讨ＨＣＭＶ感染可能的发病机制。

·０８５·
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１　材料与方法

１．１　用ＨＣＭＶ感染Ｇ０／Ｇ１期同步的ＨＥＬ细胞

取第１５～３０代 ＨＥＬ细胞按血清饥饿法［７，８］予

含０．５％新生小牛血清的 ＤＭＥＭ培养基３７℃，５％
ＣＯ２培养箱培养４８ｈ，再以１００ＴＣＩＤ５０

［９］的 ＨＣＭ
ＶＡＤ１６９株等量吸附感染１．５ｈ，去上清，加入细胞
生长液，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱继续培养作为感染
组（ｎ＝１０６），分别取感染后１２，２４，４８，７２ｈ和９６ｈ
细胞用于实验。同时设模拟感染组（ｎ＝１０６），即吸
附时以不含ＨＣＭＶ的病毒稀释液模拟感染。
１．２　ＰＩ染色，流式细胞术测定ＨＥＬ细胞周期

将血清饥饿后细胞和两组感染后１２ｈ，２４ｈ培
养瓶中细胞按流式细胞术流程测定细胞周期。

１．３　ＲＴＰＣＲ法检测 Ｃｄｔ１基因在两组 ＨＥＬ细胞
中的表达水平

１．３．１　ＰＣＲ引物设计　　从 Ｇｅｎｂａｎｋ获得人 Ｃｄｔ１
基因及人 βａｃｔｉｎ序列，用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引
物，并在网上作ＢＬＡＳＴ分析选取特异性最强的一对
引物。所设计引物序列如下：

基因 引物序列 退火温度 产物大小

Ｃｄｔ１Ｕ ５′ＧＴＧＣＴＣＴＧＡＡＧＧＴＧＴＣＣ３′ ６１．６℃ ２７３
Ｃｄｔ１Ｌ ５′ＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＧＴＧ３′ ６１．６℃
βａｃｔｉｎＵ５′ＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＣＴ３′ ６２．７℃ ４８０
βａｃｔｉｎＬ５′ＴＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧ３′

１．３．２　检测 Ｃｄｔ１基因在两组 ＨＥＬ细胞中的表达
水平　　将两组感染后各时间点细胞按 ＴＲＩｚｏｌ试
剂盒（ＢＢＩ公司）操作程序提取总 ＲＮＡ，ＤＮａｓｅⅠ
（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）处理总ＲＮＡ，分装冻存于 －７０℃冰箱，
将所提取的总 ＲＮＡ按逆转录试剂盒说明书进行逆
转录，将总 ＲＮＡ逆转录合成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模
板，βａｃｔｉｎ为内对照进行ＰＣＲ扩增，扩增条件：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延
伸３０ｓ，３５个循环；７２℃再延伸７ｍｉｎ。
１．４　统计学分析
１．４．１　细胞周期结果分析　　对两组处于Ｇ１期的
细胞数用统计学软件ＳＰＳＳ１１．５软件进行χ２检验。
１．４．２　ＲＴＰＣＲ产物分析　　扩增产物经琼脂糖
凝胶电泳后采用 ＰｈａｒＢｉｏ扫描、摄像，并运用 Ｉｍａｇｅ
ＭａｓｔｅｒＶＤＳ软件通过光密度扫描计算各ＯＤ峰值及

ＯＤ平均值，按公式将同泳道 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ与 βａｃｔｉｎ
ｍＲＮＡＯＤ平均值相比后，视为各泳道 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ
的相对表达水平，将其以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
用ＳＰＳＳ１１．５软件进行两样本 ｔ检验。目的片断的
相对表达量＝目的片断的平均 ＯＤ值／βａｃｔｉｎ的平
均ＯＤ值×１００。

２　结果

２．１　两组ＨＥＬ细胞感染后１２，２４ｈ的细胞周期
模拟感染组 ＨＥＬ细胞在感染后 １２ｈ时有

６５．７％的细胞处于 Ｇ１期，２６．４％细胞处于 Ｓ期；２４
ｈ时有４３．８％的细胞处于Ｇ１期，２４．６％细胞处于 Ｓ
期。感染组ＨＥＬ细胞在感染后１２ｈ时有７０．４％的
细胞处于 Ｇ１期，２２．４％细胞处于 Ｓ期；２４ｈ时有
６９．９％的细胞处于Ｇ１期，１２．４％细胞处于Ｓ期。
２．２　两组感染后１２，２４ｈ处于Ｇ１期的细胞数比较

感染后１２ｈ和２４ｈ时两组处于Ｇ１期的细胞数
差异均有显著性，感染组较模拟感染组明显增多

（见表１）。

　　表１　１２ｈ，２４ｈ时感染组和模拟感染组处于Ｇ１期
的细胞数 （％）

组别 细胞总数
Ｇ１期细胞数

１２ｈ ２４ｈ
感染组 １００００００ ７０４０００（７０．４０） ６９９０００（６９．９）
模拟感染组 １００００００ ６５７０００（６５．７） ４３８０００（４３．８）
合计 ２００００００ １３６１０００（６８．１） １１３７０００（５６．９）

　　两组两个时段比较，均Ｐ＜０．０１

２．３　两组ＨＥＬ细胞各时间点Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水
平比较

两组Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平于１２ｈ，２４ｈ和４８ｈ
差异均有显著性，１２ｈ和２４ｈ时感染组较模拟感染
组明显降低，４８ｈ时感染组较模拟感染组明显升
高。模拟感染组在感染后１２ｈ时 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达
水平最高，后逐渐下降，至７２ｈ时达最低水平，９６ｈ
时又稍有回升，但未达到１２ｈ时表达水平，仅与４８
ｈ时表达水平相当；感染组在感染后 １２ｈ时 Ｃｄｔ１
ｍＲＮＡ表达水平较低，２４ｈ时稍有升高，４８ｈ达最高
峰，４８ｈ后至７２ｈ急剧下降，９６ｈ时大致维持７２ｈ
水平（见表２）。

表２　感染组和模拟感染组各时间点Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ的表达水平 （ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
感染组 ６２．２１４±３．７８７ ６３．４２２±２．４４９ ７６．３１３±８．６６０ ５１．５３８±１１．６５６ ５１．７１２±５．５５７
模拟感染组 ７１．９１５±４．３０２ ６６．８３３±２．２１４ ５４．５５５±７．１７７ ４８．９９４±７．６０２ ５５．６７７±３．９４０

ｔ ４．１４６ ２．５３１ －４．７３８ －０．４４８ １．４２６
Ｐ ＜０．０１ ＜０．０５ ＜０．０１ ＞０．０５ ＞０．０５

·１８５·
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３　讨论

本课题采用血清饥饿法将 ＨＥＬ细胞同步在
Ｇ０／Ｇ１期。将两组感染后１２ｈ和２４ｈ的细胞分别
消化处理后送流式细胞仪检测细胞周期。结果显

示，两组在感染后１２ｈ和２４ｈ时位于 Ｇ１期的细胞
数差异有显著性，感染组在感染后１２ｈ和２４ｈ时位
于Ｇ１期的细胞数均较模拟感染组多。结果提示：感
染组在感染后１２ｈ和２４ｈ时通过Ｇ１／Ｓ限制点到达
Ｓ期的细胞数量较模拟感染组少，故滞留在 Ｇ１期的
细胞数量较模拟感染组增多。说明 ＨＣＭＶ感染影
响了ＨＥＬ细胞周期，使ＨＥＬ细胞周期滞后。

Ｃｄｔ１即 Ｃｄｃ１０依赖性转录因子 １（Ｃｄｃ１０ｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１），其启动子具有特异性 ＤＮＡ序
列结合因子的识别位点，是细胞复制前复合体

（ＰｒｅＲＣ）的重要组成成分之一。ＰｒｅＲＣ是一种高
度保守多蛋白复合物，其形成过程被称为“复制许

可”（ＲｅｐｌｉｃａｔｉｏｎＬｉｃｅｎｓｉｎｇ），是 Ｓ期 ＤＮＡ复制的必
要条件，缺乏其中的关键成分则 ＰｒｅＲＣ不能形成、
细胞将停滞于Ｇ１期、ＤＮＡ合成障碍。

用ＲＴＰＣＲ半定量法检测两组感染后各时间点
Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ的表达水平。结果发现，模拟感染组
ＨＥＬ细胞１２ｈ时 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平最高，说明
未感染ＨＣＭＶ的ＨＥＬ细胞再次用含正常血清的培
养基培养后，大多数细胞重新进入细胞周期，Ｃｄｔ１
蛋白生成，ＰｒｅＲＣ装配形成，利于细胞通过 Ｇ１／Ｓ限
制点，进入 Ｓ期。２４ｈ，４８ｈ及７２ｈ时模拟感染组
ＨＥＬ细胞Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平逐渐降低，推测在这
几个时期，大部分细胞已逐渐通过 Ｇ１／Ｓ限制点，到
达Ｓ期完成细胞ＤＮＡ复制、进入Ｇ２期及Ｍ期，Ｃｄｔ１
蛋白已通过磷酸化等途径降解，而滞留在Ｇ１期的细
胞逐渐减少。９６ｈ时 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平又有回
升，说明有一部分细胞已通过 Ｍ期，重新进入下一
个细胞生长周期。感染组在感染后 １２ｈ时 Ｃｄｔ１
ｍＲＮＡ表达水平较模拟感染组低，２４ｈ时稍有升高，
但仍较模拟感染组低，４８ｈ时其Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水
平达最高峰，明显高于模拟感染组。４８ｈ后感染组
Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平急剧下降至７２ｈ，９６ｈ时大致
维持在７２ｈ水平。模拟感染组 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水
平的高峰出现在感染后１２ｈ，而感染组的高峰则出
现在感染后 ４８ｈ，较模拟感染组明显滞后。提示
ＨＣＭＶ感染 ＨＥＬ细胞后，影响了 Ｃｄｔ１基因转录，
Ｃｄｔ１蛋白生成减少，从而影响了 ＰｒｅＲＣ装配形成，

使细胞不能通过 Ｇ１／Ｓ限制点，细胞停滞在 Ｇ１期，
同时激活 ＤＮＡ复制所必需的多种酶蛋白的细胞基
因［６，１０］，营造一个有利于 ＤＮＡ合成的细胞内环境，
供ＨＣＭＶ自身利用，从而利于 ＨＣＭＶＤＮＡ复制、增
殖。４８ｈ后，感染组 Ｃｄｔ１ｍＲＮＡ表达水平降低，而
模拟感染组自感染后１２ｈ后即开始降低，这可能与
感染ＨＣＭＶ后的 ＨＥＬ细胞通过 Ｇ１／Ｓ检测点，到达
Ｓ期完成细胞ＤＮＡ复制、进入 Ｇ２期及 Ｍ期所需时
间较模拟感染组延长有关。９６ｈ时感染组 Ｃｄｔ１
ｍＲＮＡ表达水平大致维持７２ｈ水平，提示大部分细
胞尚未进入下一个细胞周期，而模拟感染组此时已

进入下一个细胞周期，证实ＨＣＭＶ感染能滞后 ＨＥＬ
细胞周期。

本实验结果证实了 ＨＣＭＶ感染 ＨＥＬ细胞后对
其细胞周期及复制允许因子 Ｃｄｔ１的影响。提示
ＨＣＭＶ感染的发病机制可能为：ＨＣＭＶ通过影响复
制允许因子Ｃｄｔ１的生成及ＰｒｅＲＣ的装配而干扰宿
主细胞周期，影响宿主细胞 ＤＮＡ合成，导致器官功
能障碍。
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