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兔骨髓来源内皮祖细胞分离培养及鉴定"

张玉龙!方靖琴!张伟国#

!陈金华

"第三军医大学大坪医院野战外科研究所放射科!重庆
2&&&2%

#

!!

摘
!

要#目的
!

研究新西兰大白兔骨髓来源内皮祖细胞"

Z/.

#的分离培养和鉴定方法!证实骨髓是获得内皮祖细胞的理想来

源之一!为后续研究提供材料准备$方法
!

取兔骨髓!密度梯度离心法分离单个核细胞"

-E.

#!置于
R-Z-<Q

培养基中培养!动

态观察细胞生长过程!采用免疫荧光染色和细胞荧光化学法鉴定培养的细胞$结果
!

培养
!&5

的
Z/.

能吞噬
D?<QRQ

并与凝集

素
eZ)<!

相结合!同时表达
.R$2

和
.R$!

相关抗原$结论
!

密度梯度离心法从兔骨髓中分离的
-E.

在一定条件下!能够分化

为具有内皮祖细胞特征的细胞!为后续的实验研究提供了细胞来源$

关键词#骨髓,内皮祖细胞,分离培养
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内皮祖细胞#
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Z/.

$自发现以来

一直是干细胞研究的热点之一!

Z/.

是血管内皮细胞的前体

细胞!是干细胞分化成熟过程中的一个阶段"已有研究表明!

Z/.

可以从成体的骨髓和外周血中分离获取"目前!从兔骨

髓中分离
Z/.

的研究少见报道!本研究通过从兔骨髓中分离

Z/.

!并对培养的细胞进行鉴定!证实骨髓可作为获取
Z/.

的

途径!并为后续的研究提供细胞来源"

!

!

材料与方法

!8!

!

材料
!

选取
!

个月左右的新西兰幼兔!体质量
#&&

!

3&&

G

!第三军医大学野战外科研究所实验动物中心提供!人纤维连

接蛋白#美国
0kR

公司$!兔淋巴细胞分离液#天津灏洋生物

制品公司生产$!胎牛血清#美国
O

P

.H6;B

公司$!

R-Z-

培养

基%

R-Z-

*

,

!%

培养基#美国
X7I?6

公司$!

R7'<

乙酰化低密度酯

蛋白#

R7'<D?BM

P

HDMB5H6T<5B;:7M

P

H7

N

6

N

C6MB7;

!

R7'<D?QRQ

!美国

';U7MC6

G

B;

公司$!

,'F.<eZ)<!

#美国
(7

G

LD

公司$!抗兔
,'F.<

.R$2

抗体#美国
.ABL?6;

公司$!抗兔
/Z<.R$!

#美国
SR

公

司$!

R/S(

#美国
O

P

.H6;B

公司$"

!8"

!

方法

!8"8!

!

Z/.

的分离和培养
!

取
$&5

左右的幼兔
%

只!脱颈处

死后!无菌环境下分离兔下肢!剔除肌肉组织!剪开长骨两端!

用
!&LQ

注射器吸取含肝素的
R/S(

液反复冲洗骨髓腔!将冲

出的骨髓吹打均匀)每管加入
1LQ

兔淋巴细胞分离液!上加

!&LQ

的骨髓!注意保持二者界面清晰)将离心管置于水平离

心机!以
%&&&C

*

L7;

离心
%&L7;

后!可见离心管中下端白膜

层即单个核细胞层!提取白膜层置于另一离心管中)以
!1&&

C

*

L7;

离心
!&L7;

!可见细胞沉于管底!弃上清液!加入适量

R/S(

液吹打混匀!制成细胞悬液!再以
!1&&C

*

L7;

离心
!&

L7;

!弃上清液!加入适量的
R-Z-

培养基!吹打混匀!制成细

胞悬液!再接种于铺被人纤维连接蛋白的
%1?L

% 培养瓶!置于

.+

%

孵箱中培养"培养
$5

后!半量换液继续培养!以后每隔
$

5

全量换液!倒置显微镜下观察细胞生长情况"

!8"8"

!

Z/.

鉴定
!

R7'<D?QRQ

和
,'F.<eZ)<!

双荧光染色鉴

定(贴壁细胞与
R7'<D?QRQ

#

%82L

G

*

LQ

$

$3g

孵育
!A

以检测

Z/.:

对乙酰化低密度酯蛋白的摄取"然后!多聚甲醛
2g

固

定细胞
!&L7;

!

R/S(

液冲洗
%

!

$

次!将
,'F.<eZ)<!

#

!&

L

G

*

Q

$滴加于染色标本
$3g

孵育
!A

"倒置荧光显微镜下观

察并照片!激光共聚焦显微镜#

Q(.-

$鉴定
,'F.<eZ)<!

和

R7'<D?QRQ

染色双阳性细胞为正在分化的
Z/.:

"

.R$2

%

.R$!

表达的免疫荧光染色(细胞培养约
!&5

后!

2\

多聚甲醛固定

%&L7;

!

/S(

液洗去多余固定液!分别加入
!&

'

Q

抗兔
,'F.<

.R$2

和
/Z<.R$!

#

&8%L

G

*

LQ

$湿盒避光孵育
%A

!以
/S(

作

为空白对照"

/S(

和三蒸水洗去多余抗体!

#&\

缓冲甘油封片

后置于激光共聚焦显微镜下观察"

"

!

结
!!

果

"8!

!

细胞形态观察
!

新分离的单核细胞呈小圆形#封
%

图

!)

$"培养
35

后!细胞开始增殖!细胞成圆形!出现梭形细胞

#封
%

图
!S

$"培养
!25

后!细胞出现典型的.管腔/结构#封
%

图
!.

$"

%1"

重庆医学
%&!!

年
2

月第
2&

卷第
!&

期

"

基金项目(第三军医大学大坪医院国家重点实验室开放基金#

(*Q*,%&&"%%

$"

!

#

!

通讯作者"

FBH

(#

&%$

$

#4313#%!

)

Z<LD7H

(

T

G

J68aAD;

G

"G

LD7H8?6L
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"8"

!

Z/.

的细胞荧光染色鉴定
!

用
R7'<D?QRQ

和
,'F.<

eZ)<!

对细胞进染色后!采用荧光显微镜和激光共聚焦鉴定!

红色荧光的细胞为
R7'<D?QRQ

摄取阳性#封
$

图
%)

$"绿色荧

光的细胞为
,'F.<eZ)<!

摄取阳性#封
$

图
%S

$"而共聚焦下

双阳性细胞为同时摄取
R7'<D?QRQ

和
,F'.<eZ)<!

被认为是

正在分化的
Z/.:

#封
$

图
%.

$"

"8#

!

.R$2

及
.R$!

表达的免疫荧光染色检测
!

免疫荧光染

色显示!培养第
!&

天的细胞
.R$2

及
.R$!

均成阳性反应#封

$

图
$)

%

S

$"

#

!

讨
!!

论

自从
):ADCD

等+

!

,

!""3

年从外周血分离培养出
Z/.

以来!

Z/.

的研究一直是干细胞领域的热点之一"目前的研究表

明!

Z/.

参与了出生后的血管生成+

%

,

!能在病理条件下替代修

复损伤的内皮细胞!促进缺血组织的新生!维持血管内环境的

稳定及内皮的完整性+

$<2

,

"

Z/.

的鉴定是根据其细胞表面标

记来实现的!目前公认的把同时具有
.R$2

%

).!$$

%

[ZX,0<%

表面标志!且可吸收
R7'<D?QRQ

结合
,'F.<eZ)<!

的
Z/.

认

为是正在分化的
Z/.

+

1

,

"

Z/.

的分离方法主要有(#

!

$免疫磁珠法!利用
.R$2

%

[ZX,0<%

或
.R!$$

表面抗原从不同来源的单个核细胞分离

Z/.

+

#

,

"#

%

$密度梯度离心法!根据血液细胞成分比重的不同!

利用淋巴细胞分离液提取单个核细胞进行贴壁培养"考虑到

免疫磁珠法操作复杂%费用高%反复操作还会降低细胞活性!本

研究采用密度梯度离心法分离
Z/.

!并预涂纤维连接蛋白促

使细胞贴壁并向内皮细胞分化!在这种培养体系环境中!将单

个核细胞接种于完全培养液后!通过换液可将红细胞去除!从

而得到较纯的
Z/.

"体外扩增培养法大多从外周血获取

Z/.

!这就要求有大量的外周血液!而骨髓作为一个巨大的干

细胞库!其
Z/.

含量远高于外周血+

3

,

!为获得更高浓度的目标

细胞!本文采用骨髓作为细胞来源"

Z/.

不仅参与胚胎血管生成!也参与出生后的血管新

生+

4

,

!它可成功归巢到缺血组织!参与组织的修复+

"<!!

,

!提示

Z/.

在缺血性疾病中有重要意义"对肿瘤新生血管的研究发

现!

Z/.

是肿瘤新生血管生长必不可少的条件之一!

Z/.

不仅

整合到新生血管壁上构成新生血管的一部分!而且还通过分泌

促血管生长因子来促进新生血管成熟!增强新生血管的稳定

性+

!%<!$

,

"

Z/.

对骨折新生血管的影响也可能存在类似过程!

血管化是骨愈合过程中最基本的环节+

!2

,

"

06aB;

等+

!1

,发现自

体移植的
Z/.

能有效修复骨缺损!

Z/.

是否能促进骨折愈合!

是下一步的研究内容"
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