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研究大鼠脾脏内皮祖细胞"

AI+

#的体外分离%定向培养及鉴定方法)方法
!

用密度梯度离心法获取大鼠脾脏

中单个核细胞!用含血管内皮生长因子的
6.A.

培养液培养!每
8

天更换培养基去除非贴壁细胞!观察经过不同时间培养后的细

胞形态%结构和功能变化)结果
!

培养
89

可发现梭形贴壁细胞!

=9

后细胞呈集落状!

!89

左右可观察到条索状%网状血管样结

构!原代细胞培养
"!9

左右接近融合并呈典型的鹅卵石样排列)细胞免疫组化显示!培养
=9

细胞
+6*!

表达阳性!细胞
63'>J6J

摄取和
L'M+>J,N/3<

结合双阳性!流式细胞仪检测细胞
+6!**

及
OAPL?"

的阳性率分别为"

&*:"Q*:&

#

R

和"
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)结

论
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密度梯度离心法联合贴壁筛选及血管内皮生长因子诱导分化可以获得大鼠脾脏
AI+

)
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AI+

%是一种能

增殖'分化为内皮细胞的血管前体细胞"近来研究证实!

AI+

不仅参与缺血心肌'骨骼肌'脑组织的微血管新生!在缺血组织

的侧支循环形成过程中发挥重要作用-

!>"

.

&而且还参与损伤血

管的内皮修复!抑制平滑肌细胞的过度增殖!在损伤血管的再

内皮化过程中发挥重要作用"骨髓'脐血'外周血及脾脏中均

含有
AI+

-

*>&

.

!但对脾脏
AI+

研究较少"目前报道获取
AI+

的方法各异!特别是不同动物种类之间!而且获得的
AI+

数量

及质量亦有较大差别-

7>=

.

"本研究拟通过对脾脏单个核细胞分

离'培养及鉴定!探讨大鼠脾脏来源
AI+

体外定向分化'扩增

方法"

!

!

材料与方法
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大鼠$第三军医大学大坪医

院动物实验中心%!

6.A.

培养基$
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公司%!胎牛血清
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标记的凝集素
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J,N/3<
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V

50

%.!兔抗大鼠
+6*!

抗体$北京中杉生物技术有限

公司%!抗大鼠
L'M+>+6!**

$

I0F53<

V

,<

%'抗大鼠
IA>OAPL?"

抗体$

(0</0+FT[

%!激光共聚焦荧光显微镜$

J,3N0

%!流式细胞

仪$

\,N/2<63NZ3<42<
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方法
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脱臼处死大鼠!无菌条件下取大鼠脾脏!研磨后与

6.A.

以
!]"

体积稀释!将大鼠
I,FN2--

液加入无菌离心管!

再将研磨后的稀释液沿管壁缓慢平铺于
I,FN2--

液面之上!二

者体积比为
&]*

!

8^

'

"###F

,

53<

离心
"#53<

"离心后管内

液体分为
*

层!吸取中间白雾状细胞层即单个核细胞!再用

6.A.

反复洗涤
*

次"以
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,

N5

" 密度接种于
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,
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纤

维连接蛋白包被
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培养液
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于培养箱
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'饱和湿度'
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,

J+)

"

培养!每
8

天换液!观察细胞贴

壁'生长及增殖情况-
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AI+

鉴定
!

于细胞培养的
!
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用倒置相差显

微镜观察大鼠脾脏
AI+

的生长增殖情况及形态特征!并拍照"

细胞爬片后用
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抗体
8^

过夜!
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清洗
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次!再加山羊抗兔
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显色后显微镜下观察"培养
=9

的脾脏单

个核细胞与
":8

"

V

,

5J63'>0NJ6J

$

.2-,NT-0FIF21,

公司%

*=

^

下孵育
!E

!以检测
AI+

对
0NJ6J

的摄取"然后用
"R

多聚

甲醛固定细胞
!#53<

"固定后用
I\(

液浸洗!再将
!#

"

V

,

5J

L'M+>J,N/3<

$

O,N/2F

公司%加于上述标本
*=^

下孵育
!E

"激

光共聚焦荧光显微镜鉴定
63'>0NJ6J

和
L'M+>J,N/3<

染色双

阳性细胞为正在分化的内皮祖细胞-

!#

.

"大鼠脾脏单个核细胞

培养
=9

后的梭形贴壁细胞经
#:!R

胰酶'

!552-

,

J

乙二胺四

乙酸$

A6M@

%消化后!约
!#

7 个细胞重悬于
AI

管中!加入抗大

鼠
L'M+>+6!**

和抗大鼠
IA>OAPL?"

抗体各
!#

"

J

!阴性对

照管加入
L'M+

标记的同型大鼠
'

V

P

抗体
!#

"

J

!

8^

避光孵

育
*#53<

!

!&##F

,

53<

离心
&53<

!弃上清液!用流式细胞检测

缓冲液洗涤
"

次!以
!#

V

,

J

多聚甲醛重悬!以
8%%<5

氩离子

激光激发!流式细胞仪检测!

+,--ST,4/

软件分析双色荧光标

记阳性细胞所占比例!以测定管所测定的荧光标记细胞比例

减去同型对照管所测定的荧光标记细胞比例 $即非特异性的

背景染色%!作为实际荧光标记阳性细胞比例!其值以百分比

表示-

!!

.

"

%

!

结
!!

果

%:!

!

AI+

生长和形态学特征
!

细胞培养
!9

!相差显微镜下

可见单个核细胞呈圆形!胞体透亮!折光性好!散在分布于培养

液中!部分细胞贴壁&培养
89

可以观察到细胞数明细增多!绝

大多数细胞贴壁生长!贴壁细胞增大并伸展呈椭圆形'短梭形!

有少量细胞突起$封
"

图
!@

%&培养
=9

!贴壁细胞大部分呈长

梭形或小杆状!细胞数较前明显增多!簇状生长!有一定方向

性!形成细胞团$封
"

图
!\

%&培养
!89

可看到细胞首尾相连形

成索状或网状血管样结构$封
"

图
!+

%&培养
"!9

!细胞相互融

合呈铺路石状$封
"

图
!6

%"

%:%

!

AI+

标志物表达和表形特征
!

免疫细胞化学染色显示!

培养
=9

的贴壁细胞
+6*!

表达阳性!阳性细胞呈棕褐色染色!

阴性对照未见染色$封
"

图
"@

%"流式细胞仪检测显示培养
=

9

的贴壁细胞
+6!**

及
OAPL?"

的阳性率分别为$

&*:"Q*:

&

%

R

和$

78:&Q&:!

%

R

"激光共聚焦荧光显微镜下观察显示绿

色荧光者为
L'M+>J,N/3<

阳性!显示红色荧光者为
63'>0NJ6J

阳性!显示黄色荧光者为
63'>0NJ6J

和
L'M+>J,N/3<

双染色阳

性细胞!为正在分化的
AI+

$封
"

图
"\

%"

&

!

讨
!!

论

AI+

是内皮细胞的前体细胞!同时表达
+6*!

'

XCL

和

OAPL?"

等内皮细胞特异性标志物及
+6*8

'

+6!**

和
(N0>!

等干细胞株特异性抗原"外周血中
AI+

在缺血或血管内皮生

长因子刺激下!可以分化为成熟的内皮细胞!参与血管内皮修

复!促进血管新生-

!>*

.

"然而!外周血中
AI+

数量较少!不能满

足血管修复和再生治疗及科学研究之用-

!">!*

.

"目前国内外有

关
AI+

体外培养扩增的实验较多集中在骨髓及外周血方

面-

!8

.

"对大鼠而言!骨髓穿刺十分困难!培养骨髓源性
AI+

须处死动物!取四肢骨骨髓进行分离培养!最大的缺点是不能

进行自体移植研究-

$

.

"大鼠的外周血容量甚少!通常情况下不

足以用来分离培养
AI+

"除骨髓和外周血外!脾脏也是
AI+

的来源之一!而有关大鼠脾脏
AI+

分离'培养的研究较少!限

制了其进一步应用"切除脾脏来获取
AI+

较外周血途径创伤

大!但却可以保持大鼠存活!可以进行自体
AI+

移植研究"

目前常用的分离
AI+

的方法有两种!一种是免疫磁珠分

离法!另一种是密度梯度离心联合贴壁培养法"免疫磁珠分离

法操作复杂!价格昂贵!国内外仅少数实验室采用此方法分离

获取
AI+

"目前大多数实验室采用密度梯度离心联合贴壁培

养的方法来分离'获得
AI+

"本研究采用密度梯度离心联合

贴壁培养的方法成功完成了大鼠脾脏
AI+

的体外分离'培养!

通过细胞形态学观察'免疫组化方法及流式细胞仪鉴定获得的

细胞为
AI+

"本研究采用纤维连接蛋白包被促进培养细胞贴

壁!添加
OAPL

促进培养细胞向
AI+

定向分化及促进培养细

胞增殖"大鼠脾脏来源的圆形单个核细胞随时间的变化逐渐

具备内皮细胞形态学特点!培养
!&

!

"#9

细胞单层贴壁生长

并相互融合!形成鹅卵石样的外观!显示其增殖能力明显较成

熟内皮细胞强"免疫化学染色
+6*!

阳性表示其正逐渐向内

皮细胞分化!

63'>0NJ6J

摄取和
L'M+>J,N/3<

结合能力证实培

养细胞为正在分化的
AI+

-

%

.

"

+6!**

抗原分布于干,祖细胞

表面!为干,祖细胞特异性抗原!而
OAPL?"

则为内皮细胞特

异性抗原!体现了细胞的内皮分化特性-

!&>!7

.

"本实验采用流

式细胞仪分析细胞表面
+6!**

及
OAPL?"

的表达!发现培养

细胞高表达
+6!**

和
OAPL?"

!证实其为具有干,祖细胞特征

的内皮细胞!即
AI+

"

本研究结果显示!采用密度梯度离心联合贴壁培养法!培

养基中添加
OAPL

诱导定向分化!可成功分离'培养大鼠脾源

性
AI+

!为进行大鼠自体
AI+

移植研究提供充足的移植细胞"
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化所必需的黏附蛋白-

*>&

.

"

D(+M

是血液病患者和肿瘤患者常

用的治疗方法!从形态上观察骨髓红系造血岛的重建或增加是

D(+M

成功的常用标准-

!"

.

"然而!形态学判断造血情况具有

一定的主观性"本研究检测
87

例进行
D(+M

患者移植前'后

骨髓中
A.I

在核酸和蛋白水平表达的变化!结合骨髓涂片的

形态特征!研究
A.I

表达与骨髓造血功能之间的关系"

所有实验组中!

D(+M

前组
A.I5?B@

表达最低!

A.I

,

%

>0N/3<

平均灰度值为
#:"%Q#:#8

!骨髓涂片显示骨髓增生低

下或极度低下!造血岛数量最少!平均造血岛数为$

*:"Q!:8

%

个&

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组和正常对照组
A.I

,

%

>0N/3<

平均

灰度值分别为
!:*"Q#:#=

'

!:"=Q#:#7

'

!:"!Q#:#7

和
#:*!Q

#:#&

!均显示骨髓增生活跃$表
!

%"与
D(+M

前组和正常对照

组相比!

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组
A.I5?B@

表达水平和造

血岛数量均明显增高$

E

'

#:#&

%!

*

组间比较差异无统计学意

义$

E

&

#:#&

%"

?M>I+?

产 物 序 列 经 测 序 证 实 与
B.>

##!#!=8#&

同源!即人类幼红巨噬细胞黏附蛋白
5?B@

序列"

虽然所有实验组均可检测到
A.I5?B@

表达!但只在
D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组中检测到
A.I

蛋白表达!且这
*

组之间核

酸和蛋白表达水平差异均无统计学意义$

E

&

#:#&

%"正常对

照组和
D(+M

前组未检测到
A.I

蛋白!可能与这两组造血岛

数量和检测方法的灵敏度有关!只有当造血岛达到一定数量才

能用
C,4/,F<1-2/

方法检测到
A.I

蛋白"

D(+M!

年后
%

位

随访者骨髓造血岛数量有所减少!用相同方法检测不到
A.I

蛋白"以上结果表明!随着骨髓造血岛数量增加!

A.I5?B@

表达也有所增加!

A.I

蛋白为阳性时!其
A.I5?B@

的表达

水平明显高于
A.I

蛋白呈阴性的标本!此结果尚需进一步

证实"

总之!本研究在临床上证实了
A.I

的表达与骨髓造血岛

的形成有密切的关系!对评估骨髓造血功能有一定的应用

价值"
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