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组织工程与细胞培养                                                              

慢病毒载体感染成年食蟹猴骨髓间充质干细胞 
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摘  要: 骨髓间充质干细胞 (Mesenchymal stem cells，MSCs) 具有增殖和多向分化潜能，临床应用广泛，近年来备受

关注。另一方面，MSCs 易于转导和表达外源基因，是理想的基因工程细胞。非人灵长类 (NHPs) 和人类具有非常相

近的遗传背景，NHPs 模型在评价药物疗效和移植治疗等方面具有不可替代的价值。本研究采用密度梯度离心法分离成

年食蟹猴骨髓单核细胞 (Marrow mononuclear cells，MNCs)，贴壁培养 MSCs。同时构建表达绿色荧光蛋白 (Green 

fluorescent protein，GFP) 的慢病毒载体，感染成年食蟹猴 MSCs。结果显示，体外培养的成年食蟹猴 MSCs 均感染猴

泡沫病毒 (Simian foamy virus，SFV)，体外培养成年食蟹猴 MSCs 必须添加抗病毒药物 Tenofovir。但由于食蟹猴 MSCs

感染 SFV，以及培养中添加了抗病毒药物 Tenofovir，慢病毒载体的感染效率明显降低 (＜10％)。本研究通过停用抗病

毒药，在细胞复苏后 6 d 转染慢病毒，可大幅提高慢病毒的感染效率 (＞50％)。为成年食蟹猴 MSCs 作为基因工程细

胞应用于实验和临床研究提供了技术保证。 
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Abstract:  Mesenchymal stem cells (MSCs) have received considerable attention for various therapeutic approaches in recent 
years. MSCs are also easy to genetically modify to express therapeutic genes by using lentiviral vectors. Because of the similarities in 
genetics, physiology and metabolism between non-human primates (NHPs) and humans, NHPs models are invaluable for researching 
human disorders and for developing therapeutic strategies. Therefore, MSCs derived from NHPs could be a powerful tool for cell 
therapy and genetic engineering. Studies from captive and free-ranging adult NHPs show that up to 100% were infected with simian 
foamy virus (SFV). In this study, we found that all cultured MSCs derived from adult cynomolgus monkey were infected with SFV 
by RT-PCR. Therefore, antiviral drugs must be added in MSCs culture. However, because of SFV infection and additive antiviral 
drugs, the infection efficiency of the lentiviral vectors reduced significantly. In this study, we improved the infection efficiency by 
disabled antiviral drugs before lentiviral infection. It might be provide technical assistance for the culture of adult cynomolgus 
monkey MSCs as genetically engineered cells applied to clinical and experimental research. 
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骨髓间充质干细胞 (MSCs) 是来自于骨髓的成

体干细胞，因其具有增殖和多向分化潜能、造血支

持、免疫调控等特点而备受关注[1-2]。MSCs 在体外

可分化成为脂肪、成骨、软骨等中胚层的组织细胞。

由于其良好的可塑性和不涉及伦理争议，MSCs 成为

组织工程和细胞治疗的最佳种子细胞[3-5]。在遗传学

上，MSCs 易于转导、表达外源基因[6]。不论是质粒、

还是病毒载体均可携带目的基因转导 MSCs，在体外

长期、高效地表达，而不影响干细胞的特性[7-9]。因

此，MSCs 是基因工程理想的靶细胞。 

非人灵长类  (NHPs) 和人类具有非常相近的

遗传背景[10-11]，实验显示 NHPs 与人类 MSCs 具有

相似的生物学特征[12]。NHPs 模型在评价药物疗效

和移植治疗等方面具有不可替代的价值[13]。然而，

研究显示成年 NHPs 感染猴泡沫病毒 (SFV) 高达

100％[14]，体外培养来自于 NHPs 的 MSCs 必须添加

抗病毒药物[15]，这给 MSCs 慢病毒感染带来了困难。

本研究采用密度梯度离心法，分离培养成年食蟹猴

MSCs，复苏后的 MSCs 停用抗病毒药，在停药 6 d

后感染绿色荧光蛋白 (GFP) 慢病毒载体，大幅提高

成年食蟹猴 MSCs 慢病毒感染效率，为食蟹猴 MSCs

作为基因工程细胞进一步应用于实验或临床研究奠

定了基础。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

实验动物包括 6 只 8~10 岁健康成年食蟹猴和 1

只 SFV 阴性幼年食蟹猴，由广西南宁灵康赛诺科生

物科技有限公司提供，灵长类动物按照国际实验动

物 评 估 和 认 证 管 理 委 员 会  (AAALAC) 的 标 准 饲

养，动物病原体检疫和生物安全检验合格。 

1.1.2  细胞和质粒 

293T 细胞由北京大学生命科学院分子生物学实

验室惠赠。慢病毒载体转移质粒 DUET101-GFP、包

装质粒 CMV 8.91△ 和 PMD.G 由美国 Johns Hopkins

大学程临钊教授惠赠。 

1.1.3  实验试剂 

细胞培养试剂 DMEM-F12、DMEM、OPTI-MEM、

MSC-Qualified FBS、BSA、0.25％Trysin-EDTA、

GlutaMAX™-I Supplement、N2、青链霉素等购自

Invitrogen 公司。Ficoll-Paque TM Plus 单核细胞分离

液购自 StemCell 公司。碱性成纤维细胞生长因子 

(bFGF) 购自 R&D 公司。转染试剂 Lipofectamine 

2000 购自 Invitrogen 公司。Polybrene、DMSO、

Transferrin 购自 Sigma 公司。潮霉素 (Hygromycin) 

购自 Roche 公司。逆转录酶 SSII 和 Trizol 购自

Invitrogen 公司。rTaq 酶购自 TaKaRa 公司，DNA mini 

kit 购 自 Qiagen 公 司 。 Tenofovir 购 自 LGM 

Pharmaceuticals 公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  食蟹猴 MSCs 培养 

无菌条件下从食蟹猴髂骨嵴抽取 5 mL 骨髓，

加入等体积的 DPBS 稀释，贴壁缓慢加入离心管

内盛有等体积的 Ficoll 分离液上，2 500 r/min 离心

20 min，小心吸取中间层细胞置于另一离心管中，

PBS 洗涤 2 次，5×105 cells/mL 单核细胞种植在

DMEM 低糖培养基，包含 10％ FBS、1％青链霉素、

1 ％  GlutaMAX 、 20 ng/mL bFGF 和 10 μmol/L 

Tenofovir，5％ CO2、37℃孵箱培养，24 h 后更换培

养基，80％长满后 0.25％胰酶消化传代。体外培养

扩增 MSCs 到一定数量后冻存，每毫升冻存液中细

胞不应低于 106 个细胞，异丙醇逐步降温，−80℃过

夜，转移到液氮中保存。 

1.2.2  体外培养 MSCs 感染 SFV 

按照 DNA 提取试剂盒的操作步骤，提取食蟹猴

MSCs 基因组 DNA。用 Trizol 裂解 MSCs，提取 RNA，

Oligo(dT) 逆转成 cDNA。按照文献报道[16-17]，特异

引物检测体外培养的食蟹猴 MSCs 感染 SFV 的比

例。引物序列包括：round 1：forward 5′-AGGATGGT 

GGGGACCAGCTA-3′；reverse 5′-GCTGCCCCTTG 

GTCAGAGTG-3′。round 2：forward 5′-CAGTGAA 

TTCCAGAATCTCTTC-3′；reverse 5′-CACTTATCCC 

ACTAGATGGTTC-3′。 
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1.2.3  慢病毒载体包装和浓缩 

慢病毒包装采用脂质体介导的瞬时转染法，

293T 细胞培养在高糖 DMEM 培养基，包含 10％ 

FBS、1％ Glutamine 和 1％青链霉素。将 293T 细胞

传代于多聚赖氨酸包被的培养皿，待细胞 80％汇合

后转染。转染过程中，首先将构建好的编码 GFP 的

转 移 质 粒 DUET101 、 包 装 质 粒 CMV 8.91△ 和

PMD.G 按一定比例溶于 OPTI-MEM 中，同时将

Lipofectamine 2 000 溶于等体积的 OPTI-MEM 中，

室温放置 5 min。然后将两者混合，轻柔混匀，室温

静置 20 min。用 OPTI-MEM 培养基更换 293T 细胞

培养基后，加入转染混合液。待转染混合液培养 8~ 

12 h 后，换成 ITS 培养基 (DMEM 高糖培养基包含

10 μg/mL Insulin、5 μg/mL Transferrin、1％ Glutamine

和 1％青链霉素)，分别于 24 h 和 48 h 后收集病毒上

清，用 0.45 μm 滤器过滤细胞碎片，4℃保存。将病

毒上清加入 Ultra-Plus 20 滤膜，4℃、4 000× g 离

心 20 min，所得浓缩病毒转染 293T 细胞进行滴度鉴

定后，−80℃保存，用于下一步实验。 

1.2.4  慢病毒载体感染 MSCs 

将成年食蟹猴 MSCs 冻存管从液氮中取出，37℃

迅速解冻，转移入 15 mL 离心管中加入 10 mL 不含

抗病毒药物 Tenofovir 的 MSCs 培养基，1 000 r/min

离心 2 min。吸出上清，种植于含有或不含抗病毒药

物 Tenofovir 的 MSCs 培养基中。按 1∶3 传代，用

含有或不含抗病毒药物 Tenofovir 的 MSCs 培养基继

续培养 2~6 d。等到细胞长满 70％，更换新鲜培养

基，根据 GFP 慢病毒滴度和细胞数量，分别于不同

的时间点 (2、4、6 d)，按不同拷贝数 (1、5、10、

15) 加入病毒上清，同时按培养基体积加入 8 μg/mL

的 polybrene。孵育 20 h 后弃去转染液，加入新鲜培

养基。继续培养 1 周后，荧光显微镜观察 GFP 阳性

细胞，流式细胞仪计数慢病毒感染效率。SFV 阴性

食蟹猴 MSCs 作为对照。 

1.3  统计分析 
数据以 x s± 表示，SPSS16.0 软件进行统计分

析。采用单因素方差分析，P＜0.05 认为差异有统计

学意义。 

2  结果 

2.1  成年食蟹猴 MSCs 培养 
骨髓单核细胞 (MNCs) 以 2×105 cells/cm2 接种

于 25 cm2 的培养瓶，48 h 后更换培养基，2~4 d 后

出现增殖克隆，部分细胞呈纺锤形或多角形，大小

长短不一。经 8~10 d 培养，细胞 80％融合，细胞形

态转变成以长梭形为主，呈涡旋状排列生长。胰酶

消化传代，当细胞扩增到一定数量后冻存。 

2.2  慢病毒载体包装和滴度检测 
GFP 慢病毒载体 DUET101 包含 2 个启动子结构

EF1-α和 PGK，分别驱动 GFP 基因和潮霉素抗性基

因 (图 1E)。慢病毒载体系统的 3 个质粒 DUET101、

CMV8.91 和 PMD.G 按一定比例共转染 293T 细胞 

(图 1A、1B)，收集感染后 24 h，48 h 的上清，浓

缩后感染 293T 细胞  (图 1C)，流式细胞仪计数 GFP

阳性细胞比例达 95％  (图 1D)，计算病毒滴度为

1×107 TU/mL (TU，Transduction unit)。  

 

图 1  慢病毒载体包装及滴度检测 
Fig. 1  Package and titer detection of lentiviral vectors. (A) 
293T cells (Magnification, 100×). (B) Package of lentiviral 
vectors in 293T cells (20 h after lipofectin transfection, 
Magnification, 100×). (C) Detection of the lentiviral titer by 
infecting 293T cells with concentrated virus (Magnification, 
100×). (D) The percentage of GFP positive cells by flow 
cytometry. (E) Sketch map of lentiviral vectors encoding GFP.  
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2.3  成年食蟹猴 MSCs 感染猴泡沫病毒 (SFV) 
研究报道 3 岁以上的非人灵长类 (NHPs) 感染

猴泡沫病毒 (SFV) 比例高达 100％[14]。与前人的报

道一致[15]，体外培养食蟹猴 MSCs 添加抗病毒药物

Tenofovir，避免出现因 SFV 感染引起的细胞融合 

(图 2A)。而没有添加抗病毒药物 Tenofovir，将出现

大的融合细胞，细胞无法分裂增殖 (图 2B)。RT-PCR

确认出现融合细胞的 MSCs 感染 SFV (图 2C)。结果

显示，随机选择的 6 只 8~10 岁健康成年食蟹猴均感

染 SFV，体外培养必须添加 Tenofovir，否则不超过

3 代即出现大片融合细胞，无法继续传代培养 (图

2D)。添加抗病毒药物能继续体外培养，且能维持

MSCs 正常的细胞形态和增殖分化能力[15]。 

 

图 2  成年食蟹猴 MSCs 感染 SFV 
Fig. 2  SFV infection in cultured MSCs of adult cynomolgus 
monkey. (A) MSCs culture with Tenofovir (Magnification, 
200×). (B) The morphology of fusion cells were showed in 
MSCs culture without Tenofovir (Magnification, 200×). (C) 
RT-PCR reconfirmed MSCs infected with SFV. MSC (+) or (-) 
indicated the presence or absence of fusion cells in MSCs 
culture. (D) Adult cynomolgus monkey MSCs could be 
passaged for more than 10 with Tenofovir, and not more than 
passage 3 without Tenofovir. 
 

2.4  成年食蟹猴 MSC 转染慢病毒 
SFV 阴性的食蟹猴 MSCs 作为对照，检测慢病

毒感染食蟹猴 MSCs 效率。结果显示，慢病毒 MOI

值为 5 和 10，食蟹猴 MSCs 感染效率可达到 80％以

上 (图 3A)。在 MOI 值为 10 的条件下，随着感染时

间延长，感染效率逐渐提高，20 h 后到达平台水平，

感染效率为 85％左右 (图 3B)。 

 

 
图 3  不同拷贝数或感染时间条件下慢病毒感染 SFV 阴

性 MSCs 的效率 
Fig. 3  Infection efficiency of SFV negative MSCs with 
lentiviral vectors at different MOI or infection times. (A) The 
percentage of GFP positive cells at different MOI (*P<0.05, 
**P<0.01). (B) The percentage of GFP positive cells at different 
infection times. 
 

成年食蟹猴 MSCs 均感染 SFV，体外培养必须

添加抗病毒药物 Tenofovir (图 4A、4F)。与 SFV 阴

性 MSCs 感染效率比较 (图 3 和图 4E、4J)，SFV 阳

性 MSCs 由于感染 SFV，以及培养添加的抗病毒药

物 Tenofovir，明显降低慢病毒感染效率 (＜10％) 

(图 4G 和图 5)。因此，为了提高慢病毒的感染效率，

在复苏成年食蟹猴 MSCs 后停用抗病毒药物，分别

于不同的时间点，感染慢病毒 (图 4H、4I 和图 5)，

随着停用时间的延长转染效率相应增加，停用 6 d

后慢病毒转染效率可达到 50％ (图 4I 和图 5)。但另

一方面，由于成年食蟹猴 MSCs 感染 SFV，随着停

用抗病毒药物时间的延长，会出现融合细胞 (平均

超过 8 d 后)，MSCs 将无法继续传代培养。
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图 4  停用抗病毒药物 Tenofovir 后不同时间点慢病毒载体的感染效率 
Fig. 4  Infection efficiency of SFV positive MSCs without Tenofovir with lentiviral vectors at different time point after recovery by 
fluorescence microscope. (A) and (F) SFV positive MSCs with or without Tenofovir in culture (Magnification, 200×). (B) and (G) 
The very low infection efficiency of SFV positive MSCs with Tenofovir (Magnification, 400×). (C) and (H) The infection efficiency 
of SFV positive MSCs without Tenofovir at 2 days after the recovery was about 15% (Magnification, 200×). (D) and (I) The infection 
efficiency of SFV positive MSCs without Tenofovir at 6 days after the recovery was more than 50% (Magnification, 200×). (E) and 
(J) As a control, lentiviral vectors infected SFV negative MSCs, and the infection efficiency was about 85% (Magnification, 100×).  

 

 

图 5  流式细胞仪检测停用抗病毒药物 Tenofovir 不同时

间点慢病毒载体的感染效率 
Fig. 5  Infection efficiency of SFV positive MSCs without 
Tenofovir at different time point after the recovery of by flow 
cytometry (**P<0.01). 

3  讨论 

猴 泡 沫 病 毒  (SFV) 主 要 感 染 非 人 灵 长 类 

(NHPs)，包括大猩猩、狒狒、猴等。SFV 通过体液

传播，能感染经常接触 NHPs 的人群或其他物种。

虽然研究显示捕获的或野外的 3 岁以上的 NHPs 感

染 SFV 比例高达 100％[14]，但至今尚未发现 SFV 对

NHPs 有致病性。SFV 物种间的传播会引起致病性的

改变[18-19]，但尚没有确切的证据表明人类感染 SFV

而致病[20]。与之前的研究一致，本研究发现，体外

培养 8~10 岁食蟹猴 MSCs 均感染 SFV，体外培养扩

增 MSCs 必须添加抗病毒药物。 

慢病毒和 SFV 均属于逆转录病毒科，为 RNA

病毒[21-22]，病毒基因均包括 gag、pol 和 env 3 个基

本结构基因。目前，现有的慢病毒载体来源于多个

物种，如 HIV-1、2 型和 SIV 等。对 HIV 来源的慢

病毒载体构建研究最广泛和深入，它与一般的逆转

录病毒载体不同的是，对分裂细胞和非分裂细胞均

具有感染能力，可以将外源基因有效地整合到宿主

染色体上，从而达到持久性表达[23]。本研究发现，

体外构建的 GFP 慢病毒载体，感染 293T 细胞和食

蟹猴 MSCs 效率分别高达 95％和 85％以上，并能

在体外持续表达。 

MSCs 可以自体取材，体外扩增，可作为基因工

程改造细胞，不存在免疫排斥，上述优点使 MSCs 成

为各种疾病基因治疗中不可替代的重要载体[24-26]。

研究显示，MSCs 作为基因工程细胞，易于接受外援
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基因。对比各种基因转导 MSCs 的方法，慢病毒具

有最高的感染效率，并能稳定表达[27]。本研究发现，

成年食蟹猴 MSCs 均感染 SFV，体外培养 MSCs 必

须添加抗病毒药物，但由于 SFV 感染和添加抗病毒

药物的影响，慢病毒感染效率非常低下。因此，为

了提高慢病毒的感染效率，复苏成年食蟹猴 MSCs

后停用抗病毒药物，停药 6 d 慢病毒转染效率可达

到 50％，大幅提高 SFV 阳性 MSCs 的感染效率。另

一方面，停用抗病毒的时间不宜过长，超过 8 d 后，

MSCs 会出现因 SFV 感染而引起的融合细胞，MSCs

将无法继续传代培养。本研究解决了因 SFV 感染而

引起的食蟹猴 MSCs 慢病毒感染效率低下的问题，

为食蟹猴 MSCs 作为基因工程载体细胞应用于实验

和临床研究提供了技术保证。 
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