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造血干细胞移植患者骨髓单个核细胞幼红巨噬细胞黏附蛋白表达的探讨$
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!李归宁!
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武汉市中心医院检验科
!

8*##!8

#

!!

摘
!

要!目的
!

研究造血干细胞移植"

D(+M

#患者骨髓造血功能与幼红巨噬细胞黏附蛋白"

A.I

#表达的关系)方法
!

抽取
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例
D(+M

患者移植前"

D(+M

前组#及移植后
*#

%

$#

%

!%#9

"

D(+M

后
*#

%

$#

%

!%#9

组#骨髓
*

!

&5J

!另选
!#

例健康骨髓捐献

者作为正常对照组!分离骨髓单个核细胞)用
?M>I+?

和
C,4/,F<1-2/

法检测
A.I

核酸和蛋白的表达!分析
A.I

表达与骨髓

造血功能之间的关系)结果
!

各实验组均可检测到
A.I5?B@

表达!其中
D(+M

前组
A.I5?B@

表达最低!红系造血岛数量

最少)正常对照组和
D(+M

前组未检测到
A.I

蛋白)

D(+M

后各组均检测到
A.I

蛋白!结果无明显差异"

E

&

#:#&

#!其
A.I

5?B@

表达水平和红系造血岛数量均明显高于
D(+M

前组和正常对照组"

E

'

#:#&

#)结论
!

A.I

的表达与红系造血岛的数量

有关!在评价骨髓造血功能时有一定的应用价值)

关键词!幼红巨噬细胞黏附蛋白$造血干细胞移植$单个核细胞$红系造血岛
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幼红巨噬细胞黏附蛋白$

,F

G

/EF21-04/50NF2

U

E0

V

,

U

F2/,3<

!

A.I

%是一种表达于红系造血岛中心巨噬细胞和周围幼红细

胞表面的黏附蛋白!可介导红细胞和巨噬细胞之间的相互作

用!参与红细胞的成熟与分化-

!

.

"造血干细胞移植$

D(+M

%是

血液病患者和肿瘤患者常用的治疗方法!常以骨髓红系造血岛

的形成和增殖作为
D(+M

成功的指标!但临床上骨髓造血分

子机制还不清楚"本文旨在探讨
A.I

表达和骨髓造血功能

的关系"

!

!

资料与方法

!:!

!

一般资料
!
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例
D(+M

移植患者均来自
"##%

年
7

月至

"##$

年
!!

月本院血液科住院患者!均符合血液病的相关诊断

标准-

"

.

"

*!

例接受异体移植!均为未去除
M

细胞的
DJ@

相

合的供者骨髓&

!&

例接受自体移植"其中男
"#

例!女
"7

例!

平均年龄
*"

岁&慢性粒细胞性白血病
"7

例!急性粒细胞性白

血病
%

例!多发性骨髓瘤
7

例!何杰金淋巴瘤
*

例!再生障碍性

贫血
*

例!均经骨髓细胞形态学'细胞化学染色及免疫表型分

析确定"分别在
D(+M

前$

D(+M

前组%和
D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

$

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组%抽取骨髓
*

!

&5J

"另选
!#

例健康骨髓捐献者作为正常对照组!其中男
7

例!女
8

例!平均

年龄
"%

岁"

!:%

!

试剂
!

L3N2--

淋巴细胞分离液$上海试剂二厂%!总
?B@

提取试剂盒$

S'@PAB

公司!德国%!

N6B@

逆转录试剂盒$

L,F>

5,</04

公司!美国%!引物$

M0c0?0

公司!中国%!兔抗人
A.I

抗体$

@1N05

公司!美国%!羊抗鼠
0N/3<

抗体$

@1N05

公司!美

国%!蛋白质相对分子质量标准$

\')>?@6

公司!美国%!

C,4/>

,F<1-2/

检测试剂盒$

(0</0

公司!美国%"

$#**

重庆医学
"#!#

年
!"

月第
*$

卷第
"8

期

$

基金项目#湖北省卫生厅重点专项资助课题$

+Pe"##%>"

%"

!

$

!

华中科技大学
"##%

级博士研究生"

!

%

!

通讯作者!

A>503-

#

YEEJE

#

!"7:N25

"



!:&

!

形态学分析
!

骨髓涂片经瑞氏染色!在光镜下至少观察

"##

个有核细胞!并计数有核红细胞的比例!观察骨髓增生程

度并计数红系造血岛的数量"

!:'

!

骨髓单个核细胞的分离
!

采集骨髓
*

!

&5J

!用
A6M@>

c

*

抗凝!采用
L3N2--

密度梯度离心法分离单个核细胞"将骨

髓与相同体积的
D0<Z

液混匀制成细胞悬液!缓慢加入淋巴细

胞分离液!细胞悬液与总体积比约为
"]*

!以
"###F

,

53<

'

8

^

离心
*#53<

!吸取上中层液面的单个核细胞层!再用
D0<Z

液洗涤
*

次备用"

!:"

!

A.I5?B@

的
?M>I+?

分析
!

取分离好的单个核细

胞!提取细胞总
?B@

!将
5?B@

逆转录成
N6B@

!然后进行

I+?

扩增"

A.I

上游引物为#

&f>@+++P@+++M+@ @PP

MP+++>*f

!

A.I

下游引物为#

&f>PMPP++PM+M+@+P+

+M+M+>*f

!片段长度为
8=&1

U

"

%

>0N/3<

作为内参照!其上游

引物为#

&f>MM++MPPP+@MPP@PM++M>*f

!

%

>0N/3<

下游

引物为#

&f>MP@+MM+@MMPMP+MPPPMP>*f

!片段长度

为
!%=1

U

"标准
"#

"

J

反应体系中包括
"

"

JN6B@

!

"

"

J!#

_

反 应
1TWW,F

!

"

"

J .

V

()

8

$

"& 552-

,

J

%!

!#

"

J ?B04,

LF,,D

"

)

!

!

"

JM0

g

$

#:&T

%!

!

"

J9BMI

$

!#5.

%!上游和下游

引物$

!#

U

52-

,

J

%各
!

"

J

"扩增条件为#

$&^7#4

!

7#^8&

4

!

="^7#4

!共
*#

个循环"最后
="^

延伸
!#53<

"用琼脂

糖凝胶电泳!并测定
A.I

,

%

>0N/3<

灰度值"任取
*

份
I+?

产

物进行测序"

!:F

!

C,4/,F<1-2/

分析
!

取分离好的单个核细胞!加入适量

裂解液裂解
*# 53<

后移至
!:& 5J

离心管中!以
!"###

F

,

53<

'

8^

离心
&53<

!取上清液!加入上样缓冲液!煮沸
&

53<

"取标本
7#

"

V

进行十二烷基磺酸钠
>

聚丙烯酰胺凝胶电

泳$

(6(>I@PA

%!然后转移至
IO6L

膜!用封闭液进行封闭!加

入
A.I

一抗!孵育'洗涤!再加入羊抗鼠二抗!孵育'洗涤'

e

光

胶片上曝光'显影'定影!将胶片进行扫描!测定
A.I

,

%

>0N/3<

灰度值"

!:G

!

统计学处理
!

应用
(I((!*:#

软件进行数据分析!数据

以
PQB

表示!采用
&

" 检验!以
E

'

#:#&

为差异有统计学意义"

%

!

结
!!

果

%:!

!

形态学分析结果
!

所有标本均经骨髓细胞形态学分析以

评估骨髓的造血功能!

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组分别与正常对

照组和
D(+M

前组比较!红系造血岛数量均明显增加$

E

'

#:#&

%!

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组之间比较!差异无统计学意义

$

E

&

#:#&

%!见表
!

"

表
!

!!

骨髓细胞形态学分析%

PQB

&

组别 骨髓增生程度 造血岛数量$个%

正常对照组 活跃
"!:8Q8:&

D(+M

前组 低下或极度低下
*:"Q!:8

D(+M

后
*#9

组 活跃
8*:*Q8:!

$

D(+M

后
$#9

组 非常活跃
87:"Q*:7

$

D(+M

后
!%#9

组 活跃
88:=Q8:"

$

!!

$

#

E

'

#:#&

!与正常对照组'

D(+M

前组比较"

%:%

!

A.I5?B@

的检测
!

?M>I+?

产物经测序证实与
B.>

##!#!=8#&

同源"正常对照组和
D(+M

前组骨髓
A.I

,

%

>0N/3<

平均灰度值分别为
#:*!Q#:#&

和
#:"%Q#:#8

"

D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组患者骨髓
A.I

,

%

>0N/3<

平均灰度值分别为
!:*"Q

#:#=

'

!:"=Q#:#7

'

!:"!Q#:#7

!此
*

组分别与正常对照组'

D(+M

前组比较!差异均有统计学意义$

E

'

#:#&

%!

D(+M

后

*#

'

$#

'

!%#9

组之间比较!差异无统计学意义$

E

&

#:#&

%!见图

!

'

"

"

!!

左为
A.I

基因&右为
%

>0N/3<

基因&

.

为
.0FZ,F

&

0

'

,

为空白对照&

其他为骨髓标本"

图
!

!!

骨髓单个核细胞
A.I5?B@

电泳图

!!

$

#

E

'

#:#&

!与正常对照组'

D(+M

前组比较"

图
"

!!

骨髓单个核细胞
A.I

'

%

>0N/3<

灰度值

%:&

!

A.I

蛋白的检测
!

正常对照组和
D(+M

前组中未检测

到
A.I

蛋白!而在
D(+M

后
*#

'

$#

'

!%#9

组均能检测到
A.I

蛋白!其
A.I

,

%

>0N/3<

平均灰度值分别为
#:8"Q#:#*

'

#:*%Q

#:#8

和
#:8!Q#:#*

!差异无统计学意义$

E

&

#:#&

%!见图
*

"

!

年后!随访
%

名
D(+M

患者!复查骨髓造血岛数量有所减少!

骨髓增生程度显示为活跃!用相同方法进行检测!结果均呈

阴性"

图
*

!!

A.I

蛋白表达的
C,4/,F<1-2/

检测结果

&

!

讨
!!

论

红系造血岛存在于胎儿肝脏和成人骨髓中!以巨噬细胞为

中心及其周围不同成熟阶段的红细胞组成-

!

!

*>&

.

"虽然已了解

造血岛的细胞组成!但是其细胞之间相互作用的分子基础还不

是很清楚"红细胞
>

巨噬细胞'红细胞
>

红细胞之间均发生广泛

的相互作用!促进红细胞去核化和最终成熟"在红细胞的终末

分化中!红细胞和巨噬细胞均表达许多细胞黏附蛋白-

7>$

.

!但只

有少数明确的分子支持红系造血岛的形成"其中最早发现的

黏附蛋白是红细胞上的
'

8

%

!

整联蛋白和巨噬细胞上的

O+@.>!

-

!#

.

"目前研究已较清楚的还有巨噬细胞表达的
'

X

整联蛋白和红细胞间黏附蛋白
'+@.>8

之间的相互作用-

!!

.

"

A.I

是首先由
D0<4

U

0-

和
D0<4

U

0-

-

!

.发现的表达于骨髓

红系造血岛中心巨噬细胞和幼红细胞表面的一种新的黏附蛋

白!参与红细胞和巨噬细胞之间的相互作用!是红细胞成熟分

#!**

重庆医学
"#!#

年
!"

月第
*$

卷第
"8

期



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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