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分析系统性硬皮病患者外周血内皮祖细胞数量的变化&方法
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选择
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年
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月至
$)''

年
&

月该院风湿免

疫科就诊的女性系统性硬皮病!

UUB

"患者
$)

例作为实验组%同期健康体检者
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例为对照组%取外周血
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%密度梯度离心法分

离单个核细胞%以
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"双荧光标记鉴定细胞%
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三荧光标记流式检测内皮祖细胞数量&结果
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实验组患者外周血内皮祖细胞表达阳性率!
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系统性硬皮病患者外周血内皮祖细胞数量减少&
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系统性硬皮病*
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0:7;,B0B678+*78;5

!

UUB

+是一种以皮肤

和内脏组织胶原进行性硬化为特征的结缔组织疾病!血管炎是

UUB

的主要病理表现"内皮祖细胞*
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B7660
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HS=0

+是一种祖细胞!在特定的条件下可分化成血管内

皮细胞*

71*+:D76,56B7660
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H=0

+!它在胚胎时期参与血管发生!

在出生后参与内皮损伤的修复以及在血管新生中也发挥着重

要的作用"近年来!国内有报道系统性红斑狼疮*
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+患者血液循环中
HS=0

数量较正常

低!其增殖%迁移%黏附等功能也受损(
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UUB

患者外周血

HS=0

数量是否存在异常!国内未见报道"现将本研究
UUB

患

者
$)

例外周血
HS=0

数量变化报道如下"
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资料与方法
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一般资料
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免疫科就诊的女性
UUB

患者
$)

例作为实验组!平均年龄
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+岁!平均病程*
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+年,选择同期健康

体检者
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例为对照组!平均年龄*
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准参照文献(

#

),排除吸烟%高胆固醇血症%糖尿病%高血压%肿

瘤%原发造血系统疾病以及近期创伤%外科手术患者"
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离心机*德国
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公司+%微量
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+及其同型对照
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方法
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单个核细胞分离
!

取抗凝受试者外周血
$);K

!将其

用无血清培养基稀释!然后仔细铺在体积相等的淋巴细胞分离

液液面上!水平离心机离心
#);,1

*室温!

!))e

R

+!小心吸取中

间层白色浑浊的细胞层*即单个核细胞+!以
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离心
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%

')))8

'

;,1

离心
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!弃掉上清液"
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HS=0

的培养
!

用鼠尾胶包被培养瓶!计数分离的单个

核细胞!按
$e')

&

'

K

的密度接种于培养瓶!

!%D

后换液
'

次!

然后加入
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'
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+以诱导贴壁的单个核细胞分化和

生长,在倒置相差显微镜下观察细胞的生长情况!拍照记录"

!-#-#

!

HS=0

的鉴定
!

用鼠尾胶爬片包被
&

孔培养板!将分离

的单个核细胞接种于该
&

孔培养板上!培养
"*

!取出爬片!磷

酸缓冲液*
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固定细胞
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单克隆抗

体和
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抗体各
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或
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抗体和
SH2
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抗体各
(
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,在避光%

!d

的环境下孵育
#);,1

!然后用
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漂洗!于荧光显微镜下观察"
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HS=0

数量变化的检测
!

取分离的单个核细胞*计数细

胞密度为
'e')

&

'

K

+悬液于流式管中!每个标本均设置
'

个实

验管%

'

个同型
A

R

\

抗体对照管及
'

个空白对照管,前两者加

入
SH2=M#!

单克隆抗体
')

#

K

!

S78=S
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单克

隆抗体
$)

#

K

和
Â>=2=M'##

抗体
$)

#

K

!空白对照管则加入

等量的
SFU

液"在避光%

!d

的环境下孵育
#);,1

,流式细胞

仪上机进行检测!用
=766

E

C70:

软件分析
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'
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'

=M'##

三阳性细胞所占的比例"

!-$

!

统计学处理
!

应用
USUU'#-)

软件进行数据的处理!计

量资料以
1a<

表示!组间的比较采用
8

检验!以
"

'

)-)(

为差

异有统计学意义"

"

!

结
!!

果
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HS=0

的培养
!

新鲜分离的单个核细胞似圆形!细胞的体

积较小"培养
!%D

后出现贴壁!且细胞体积逐渐增大"培养

!*

后!可见部分集落的形成!集落的中心为圆形细胞!集落的

周围为长梭形细胞!似放射状排列*封
#

图
'

+!这个时期细胞

增殖最明显,培养
"*

时!细胞似线状或网格样生长!这个时期

梭形细胞数量增多*封
#

图
'

+"

"-"

!

荧光鉴定
!

HS=0

培养
"*

后加入
SH2=M#!

%

Â>=2

=M'##

和
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!于荧光显微镜下观察!

S782

=S

'

=
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阳性细胞和
SH2=M#!

阳性细胞的胞膜均

呈现红色荧光!而
Â>=2=M'##

阳性细胞的胞膜呈现绿色荧

光!

SH2=M#!

和
Â>=2=M'##

表达双阳性的细胞!或
Â>=2

=M'##

和
S78=S

'

=
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表达双阳性的细胞则显示橘

黄色的荧光*图
$

+"

!!

3

&实验组,

F

&对照组"

图
$

!!

=M#!

&

=M'##

或
ZH\̂ @$

&

=M'##

双阳性

细胞表达#荧光显微镜
e$))

$

图
#

!!

实验组某患者
=M#!

f表达细胞数

"-#

!

HS=0

数量检测
!

三荧光标记下流式细胞仪进行检测!实

验组同时表达
=M#!

%

ZH\̂ @$

%

=M'##

的细胞计数为*

#-'%a

'-."

+

_

*图
#

%

!

+!与对照组*

$)-(&a!-#"

+

_

相比!差异有统

计学意义!

"

'

)-)(

"

图
!

!!

实验组某患者
=M#!

f通道中
=M'##

f

&

ZH\̂ @$

f

细胞表达百分率

#

!

讨
!!

论

HS=0

亦称成血管细胞!外周血中含量极低!在一定条件

下!具多分化潜能的外周血单个核细胞经诱导可分化形成

HS=0

!以补充循环血液中
HS=0

的数量"

'.."

年!

305D585

等(

!

)在从成人循环血液中分离出可分化为
H=0

的血管祖细

胞!即
HS=0

!首次证实了
HS=0

在外周血中的存在"

HS=0

可

表达各种表面标记(

(

)

!如
=M#'

%

=M#!

%

=M'##

%

=M'!&

%

ZH\2

@̂$

%内皮一氧化氮合酶
*

因子等!而目前普遍认为能共同表

达
=M#!

f

'

=M'##

f

'

ZH\̂ @$

f者为功能明确的
HS=0

(

&

)

!故本

研究选择该
#

种表面分子阳性作为计数
HS=0

的标准"

HS=0

可参与各种血管内皮损伤的修复及其稳态的维持!在血管内皮

损伤的修复中发挥着极其重要的作用"目前!在关于
UKH

%冠

心病%高血压等的研究中均相继发现存在外周血
HS=0

数量和

功能的异常(

"2.

)

"

UUB

是一种常见的自身免疫性疾病!其发病机制尚不清

楚!但普遍认为血管变化是发病的基础环节!而血管内皮的损

害和功能失调又是其血管病变的中心环节"故
UUB

患者体内

是否有足够数量的
HS=0

!对
UU

患者血管损伤的修复极为重

要"近年来!国外相继出现有关
UU

患者外周血
HS=0

的研究!

但就其数量变化的结果报道不一(

')2'!

)

!国内还未见该方面研

究"本研究从
UUB

患者外周血分离单个核细胞!经培养后流式

细胞仪检测表达
=M#!

%

=M'##

%

ZH\̂ @$

的细胞数明显低于正

常对照组*

"

'

)-)(

+!说明
UU

患者外周血
HS=0

数量降低!可

能导致外周血
HS=0

不能够及时分化为内皮细胞参与血管损

伤的修复"

UUB

患者
HS=0

数量减少的原因!考虑与
UUB

患者血清中

持续存在的内皮细胞特异性细胞毒因子*如抗血管内皮细胞抗

体%酸性溶酶体水解酶等+对内皮细胞的损伤以及一些可溶性

介质*如
AK2'

%

AK2$

%

>Ŷ

等+对内皮细胞超微结构的破坏有

关!这种持续的内皮损伤将导致数量有限的外周血
HS=0

的耗

尽或衰竭"此外!

HS=0

的动员或生存期也可能因机体
YO

活

性%氧化应激水平的调节%细胞因子水平及其他生理过程而受

到影响!由此而导致其数量的变化(

'(

)

"以上结果提示!

UUB

患

者外周血的
HS=0

数量减少在
UUB

患者血管炎的发病中起着

重要的作用"
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小仅轻度相关*

7̀ )-$"!

+!这可能与标本来源以及测定方法不

同有关"但是!肥大细胞与肠神经系统如何共同作用导致
[M

的发生!肥大细胞数量增多与肠神经节细胞缺失之间的相互联

系及作用机制都有待于进一步研究"

[M

是多因素%多机制综合作用的结果!本研究从神经免

疫学方面入手!证实肥大细胞可能在
[M

中扮演重要角色!其

机制可能与肥大细胞和肠神经系统的双向调节作用有关!这为

临床诊断和治疗
[M

提供参考"但是!肥大细胞是否是
[M

形

成中的关键因素!应用肥大细胞抑制剂是否可以改善和治疗

[M

!还需要通过大量实验来进一步研究"
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