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目的
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体外分离培养
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$大鼠脾脏和骨髓来源内皮祖细胞"

OSU+

$!并比较其生物学特性%方法
!

采用密度梯度离心法!从健康
0

周龄
RJ

大鼠脾脏和骨髓中分离出单个核细胞!体外诱导分化为
OSU+

!对比分析两种
OSU+

的形

态&增殖&迁移&黏附和一氧化氮"

BQ

$分泌能力%结果
!

从脾脏和骨髓均可分离获得大量单个核细胞!但骨髓组织可获得的细胞

数量更多!两种来源的细胞在体外诱导培养均可形成类似于血岛样集落!绝大部分细胞吞噬
J#̂

荧光标记的乙酰化低密度脂蛋白

和绿色荧光标记的荆豆凝集素双染为阳性#骨髓来源的
OSU+

在细胞增殖&迁移&黏附和
BQ

分泌能力等方面均显著高于脾脏来

源的
OSU+

%结论
!

骨髓较脾脏更适宜作为体外培养
OSU+

的组织来源%
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ĝ;C;F:"

8

9;F+9

??

>F<#,#,.̂

$

`̂7U.gO6.̂

&

9,!J#̂.>9D;>;!93;<

A

>9<;!>"E.!;,+#<

A

>#

8

"

8

:"<;#,

$

J#̂.93.VJV

&

!"FD>;+<9#,#,

?

"@!#@.

@;:;,<#9<#,

?

;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+E;:;#!;,<#@#;!D

A

V9+;:3",@"39>4#3:"+3"

8A

&O,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+

8

:">#@;:9<#",E9+

4;9+F:;!D

A

'.

$

0

#

2.J#4;<=

A

><=#9I">.1.

A

>

&

.1

#

2.!#

8

=;,

A

><;<:9I">#F4D:"4#!;

$

X77

&

9++9

A

#

4#

?

:9<#","@;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+

D

A

7:9,+E;>>3=94D;:9++9

A

#

9!=;+#",9,!,#<:#3"C#!;

$

BQ

&

+;3:;<#",9D#>#<

A

"@;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+D

A

:;>;H9,<;C

8

;:#4;,<9>

!;<;:4#,9<#",&8"-9+#-

!

7=;4",",F3>;9:3;>>+!;:#H;!@:"4+

8

>;;,9,!D",;.49::"EE9+#+">9<;!D

A

!;,+#<

A?

:9!#;,<+;

8

9:9<#",

9,!#!;,<#@#;!D

A

!#@@;:;,<#9<#,

?

#,<"K#,!+"@D>""!.#+>9,!>#K;3;>>3>F+<;:+9,!+<9#,#,

?

`̂7U.gO6.̂9,!J#̂.93.VJV<"

?

;<=;:"D.

+;:H;!D

A

@>F":;+3;,3;4#3:"+3"

8

;&Q,<=;

8

9:<"@<=;D#">"

?

#39>3=9:93<;:#+<#3+

#

+F3=9+

8

:">#@;:9<#",

#

4#

?

:9<#",

#

9!=;+#",9,!BQ

8

:"!F3<#",

#

;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+@:"4<=;D",;49::"E#+D;<<;:<=9,@:"4<=;+

8

>;;,&:.)$+9-%.)

!

5;>9<#H;<"<=;+

8

>;;,

#

D",;49::"E#+4":;+F#<9D>;@":<=;;C<:93<#","@;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+#,H#<:"&

'

;"

1

<.'*-

(

!

D",;49::"E

%

+

8

>;;,

%

;,!"<=;>#9>

8

:"

?

;,#<":3;>>+

!!

创伤修复愈合是多种细胞)生长因子与周围介质相互作用

的结果*血管化困难是难愈性创面发生的重要原因#特别是糖

尿病患者#损伤后伤口难以愈合#经常发展成为慢性溃疡*目

前研究显示使用血管内皮细胞生长因子)植皮等常规治疗方法

对难愈创面难以达到理想的治疗效果*内皮祖细胞$
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OSU+

&作为血管化发生前体细胞#可通过

移植入难愈创面#促进血管新生及创面愈合'

$.'

(

*目前体外研

究
OSU+

的组织来源主要有骨髓)脐血)脂肪组织等*目前实

验多侧重于研究不同来源的
OSU+

体外分离培养方法#系统的

生物学特性的比较研究较少*本实验分别从大鼠骨髓及脾脏

组织中分离培养及鉴定
OSU+

#并比较
OSU+

的增殖)迁移)黏

附和一氧化氮$
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#
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&分泌等生物学特性#为
OSU+

体外实验研究的组织来源选择提供实验依据*
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材料与方法
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三军医大学大坪医院野战外科研究所实验动物中心提供&#清
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主要试剂
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胎牛血清$
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&购自美国
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公司%大

鼠淋巴细胞分离液)纤连蛋白)绿色荧光标记的荆豆凝集素
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公司%低糖
JXOX
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维细胞生长因子$
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&购自美国
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公司%

J#̂

荧光标

记的乙酰化低密度脂蛋白$

J#̂.93.VJV

&购自美国
X">;3F>9:

S:"D;+

公司%结晶紫染液购自中国碧云天公司%
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检测试剂

盒购自中国南京建成生物工程研究所*
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方法
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细胞培养
!

选用约
-%

?

的雄性清洁级
RJ

大鼠#断颈

处死#消毒#迅速提取其脾脏)股骨和胫骨#收集细胞悬液*将

脾脏和骨髓细胞悬液分别加于淋巴细胞分离液之上*

$2%%:

"

4#,

离心
1%4#,

后#液体分为
0

层#用吸管将中间云雾状白膜

层的单个核细胞吸取到另一离心管中#无菌磷酸盐缓冲液

$

SWR

&洗涤
1

次$

$2%%:

"

4#,

#离心
/4#,

&#弃上清液#用全培

养基#含
1%M ẀR
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)青霉素

$%% ĝ

"
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及链霉素
$%% ĝ

"

4V

的低糖
JXOX

重悬#以
$d

$%
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"

4V

接种于纤连蛋白预先包被好的
)

孔板#置于
'-c

#

2M

UQ

1

#饱和湿度培养箱中培养*倒置显微镜下观察细胞形态*

=&>&>
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摄取
J#̂.93.VJV

与结合
`̂7U.gO6.$

实验
!

接种于

10

孔板内培养
-!

的贴壁细胞#更换新鲜全培养基
$4V

#以每

孔体积分数
$M

的比例加入
J#̂.93.VJV$%4

?

"

V

#置于
UQ

1

培

养箱中孵育
$=

取出后用
SWR

漂洗
'

次#每次
24#,

%再以
0M

多聚甲醛固定
$%4#,

后#用
SWR

漂洗
'

次#每次
24#,

%加入

$%

'

V`̂7U.gO6.$$%4

?

"

V

继续置于培养箱中孵育
$=

#

SWR

漂洗#
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#

).

二脒基
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苯基吲哚$
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#
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&染色细胞核#荧光显微镜观察并拍照*能够同时吞噬

J#̂.93.VJV

和
`̂7U.gO6.$

的细胞可以鉴定为正在分化的

OSU+

*
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增殖能力检测
!

采用噻唑蓝$

X77

&法检测
OSU+

的

增殖能力*取
%&12M

的胰酶
.

乙二胺四乙酸$

OJ76

&溶液消化

收集培养
-!

左右的原代
OSU+

#使用全培养基重悬#调整细胞

密度为
2d$%

2

"

4V

*将细胞悬液接种到包被纤连蛋白的
()

孔

培养板中#每孔
1%%

'

V

#设调零孔$不加细胞#仅加入
1%%

'

V

新鲜全培养基&#每组重复
)

孔*每培养
10=

后#以每孔体积

分数
$%M

的比例加入
X77

$

24

?

"

4V

&#置于
'-c

)

2M UQ

1

培养箱中再培养
0=

%轻柔弃去上清液#每孔加
$2%

'

V

的二甲

基亚砜$

JXRQ

&溶液#常温下在振荡仪上振荡
$%4#,

#于酶标

仪上
0(%,4

波长处测定各孔吸光度$

/

&值*

=&>&@

!

黏附功能检测
!

%&12M

的胰酶
.OJ76

溶液消化收集

培养
-!

左右的原代贴壁细胞#按照
1d$%

0

"孔的密度接种在

已包被纤连蛋白的
0/

孔板中#放入
UQ

1

培养箱
'%4#,

后#

SWR

轻柔洗去未黏附的细胞#已贴壁细胞用
0M

多聚甲醛固

定#

J6Ŝ

染色细胞核#显微镜下$

d1%%

&进行细胞计数*

=&>&A
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迁移能力检测
!

%&12M

的胰酶
.OJ76

溶液消化收集

培养
-!

左右的原代贴壁细胞#用含体积分数
%&$M ẀR

低糖

JXOX

培养基调整细胞密度为
1d$%

)

"

4V

#取
%&04V

细胞悬

液于
/

'

4

孔径的插入式培养小室内#放入含体积分数
1%M

ẀR

低糖
JXOX

培养基中#

'-c

)

2M UQ

1

恒温箱培养
10=

*

取出插入式培养小室#用棉签擦去小室底部滤膜上层细胞#

0M

多聚甲醛内固定
$%4#,

#经双蒸水反复浸洗并干燥后#用
%&$M

结晶紫对滤膜下层细胞染色*

=&>&H

!

分泌
BQ

功能检测
!

收集
-!

左右的原代贴壁细胞上

清为样品#按照
BQ

检测试剂盒说明操作*根据标准品计算出

样品中
BQ

的水平*

=&?

!

统计学处理
!

采用
RSRR$'&%

软件进行统计分析*计量

资料以
Bb:

表示#组间统计采用
7

检验#以
!

$

%&%2

为差异有

统计学意义*

>

!

结
!!

果

>&=

!

倒置显微镜下不同来源
OSU+

形态学观察
!

新分离的骨

髓来源单个核细胞为小圆形*培养
'!

后#可见部分细胞贴

壁#约占整个视野的
0%M

左右#贴壁细胞大多呈圆形#形成集

落样#集落较小且松散#未形成集落的贴壁细胞大多呈梭形及

不规则形$图
$6

&*

-!

后长梭形及不规则细胞数量显著增多#

形成大量集落#集落的中央主要为圆形细胞群#周围的细胞呈

放射状#类似于血岛#集落体积较大且稳固贴于瓶壁上#折光率

高$图
$W

&#细胞融合率
/2M

以上$图
$U

&*脾脏来源的单个核

细胞初始形态类似于骨髓来源$图
$J

&*培养
'!

后#贴壁细

胞数量较骨髓来源少#大部分呈圆形#形成集落#松散漂浮于瓶

壁上#仅可见极少量梭型细胞$图
$O

&#培养
-!

少量细胞集落

形成$图
$̀

&#细胞较松散*
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!骨髓源
OSU+

原代
'!

%

W

!骨髓源
OSU+

原代
-!

%

U

!骨髓源
OSU+

集落原代
-!

%

J

!脾脏源
OSU+

原代
'!

%

O

!脾脏源
OSU+

原代
-!

%

`

!脾脏源

OSU+

集落原代
-!

*

图
$
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倒置显微镜下不同来源
OSU+

形态学观察 %

d1%%

&

-0-1

重庆医学
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年
-

月第
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卷第
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图
1
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OSU+

鉴定 %

d1%%

&

!!

6

!不同来源
OSU+

增殖曲线%

W

!细胞黏附能力分析图%

U

!细胞迁移能力分析图%

J

!细胞
BQ

分泌能力分析图*

"

!

!

$

%&%2

#与脾脏源
OSU+

比较*

图
'

!!

脾脏和骨髓来源
OSU+

生物学特性比较

>&>

!

OSU+

鉴定
!

OSU+

吞噬
J#̂.93.VJV

后细胞质呈红色#摄

取
`̂7U.gO6.$

后细胞质呈绿色#红色和绿色荧光重合后呈

现黄色荧光#为正在分化的
OSU+

*激光共聚焦观察#脾脏和骨

髓单个核细胞培养
-!

时#二者均可形成双染黄色荧光细胞#

见图
1

*

>&?

!

不同来源
OSU+

功能比较
!

增殖实验生长曲线结果显

示#骨髓和脾脏来源
OSU+

培养前
'!

无明显增殖#细胞处于潜

伏期%

'!

后细胞进入对数期#呈指数递增%

)!

后细胞进入平

台期*

'!

后#从增殖曲线的趋势来看#骨髓源
OSU+

相对于脾

脏源
OSU+

#增殖能力更强$图
'6

&*黏附实验结果显示#计数

两组贴壁细胞数量发现骨髓源
OSU+

贴壁细胞数量显著高于

脾脏源
OSU+

$图
'W

&*迁移实验结果显示#骨髓源组迁移至小

室外侧的细胞数量明显多于脾脏源
OSU+

*统计两组迁移至小

室外侧的细胞发现脾脏源
OSU+

迁移至小室外侧的细胞数量

显著低于骨髓源
OSU+

$图
'U

&*检测两组细胞培养上清中
BQ

的分泌量发现两组来源
OSU+

的
BQ

分泌能力有显著性差异#

表明脾脏源
OSU+

的
BQ

分泌能力较弱$图
'J

&*

?

!

讨
!!

论

!!

在创面愈合这一复杂的生理过程中#炎性反应)肉芽组织

形成)细胞增殖和组织重建等阶段在不同时段发挥着不同作

用*血管化困难是难愈性创面发生的重要原因*创面形成新

生血管的速度)密度和质量直接关系创伤的预后*研究表明伤

后
10=

#创面附近大量内皮细胞$

OU

&增殖形成新生血管'

'

(

*

内皮细胞是一种终末细胞#其增殖能力较弱#

OSU+

是具有潜

在分化成为成熟内皮细胞的细胞'

0

(

#相对于成熟内皮细胞增殖

能力强'

2

(

*因此#

OSU+

对促进创面愈合及缺血部位血管新生

起着关键性作用'

)

(

*目前#大部分研究者认为
OSU+

主要发源

于骨髓#只在某些生理)病理状态下释放#通过循环运行至受损

部位'

-./

(

*国内外有关
OSU+

研究较多集中在骨髓)脐血和外

周血方面*外周血中
OSU+

的水平极低'

(

(

#体外扩增能力也相

对较弱#其应用受到限制*脐带血单个核细胞体外培养时能产

生更多
OSU+

'

$%

(

#但由于脐带血难以获取及相关伦理问题#移

植治疗受到很大限制*骨髓中含有丰富的
OSU+

#取材方便#而

且取自身骨髓不存在免疫问题#所以骨髓源
OSU+

极具研究价

值和应用前景*但对于小动物来说#活体提取骨髓操作较难*

脾脏作为
OSU+

体外提取的组织来源#优点在于可以在保持动

物存活的基础上#提取自体
OSU+

用于后期自体移植实验#不

涉及免疫的问题*目前对脾脏源
OSU+

生物学特性研究较少#

无法判断脾脏
OSU+

细胞体外生物学功能是否能用于体外移

植*本实验首先通过分离骨髓和脾脏两种不同来源的
OSU+

#

诱导培养
-!

后#形态学观察发现细胞大量形成类似于血岛样

集落#同时根据其能够特异性吞噬
J#̂.93.VJV

并结合
`̂7U.

gO6.$

'

$$

(鉴定其均为
OSU+

#证实脾脏和骨髓均能提取到较纯

的
OSU+

'

$1

(

*

本实验对两种来源的
OSU+

的增殖)黏附)迁移和
BQ

分

泌等体外生物学特性进行了比较*血管新生过程中#

OSU+

能

够识别损伤和缺血部位的分子信号#动员至受损部位#黏附于

缺血组织#迁移趋化至相应创伤部位#然后大量增殖分化为内

皮细胞#促进创面新生血管生成*在这一过程中#

OSU+

黏附)

增殖)迁移和
BQ

分泌能力起着重要的作用*体外
X77

实

验)插入式培养小室等实验结果显示骨髓源
OSU+

相对于脾脏

源#其增殖)黏附)迁移能力和
BQ

分泌能力更强#这意味着在

血管新生过程中#骨髓源
OSU+

促进创面的愈合能力可能更

强*综述所述#从骨髓中培养出的
OSU+

不仅增殖力优于脾脏

/0-1

重庆医学
1%$2

年
-

月第
00

卷第
1%

期



源
OSU+

#而且在促进血管生成的部分生物学功能上也强于脾

脏源
OSU+

#提示骨髓可能更适宜作为体外培养
OSU+

的组织

来源*
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)重庆医学*杂志对运用统计学方法的有关要求

$&

统计学符号!按
TW''2/.$(/1

-统计学名词及符号.的有关规定#统计学符号一律采用斜体*

1&

研究设计!应告知研究设计的名称和主要方法*如调查设计$分为前瞻性)回顾性或是横断面调查研究&#实验设计

$应告知具体的设计类型#如自身配对设计)成组设计)交叉设计)析因设计)正交设计等&#临床试验设计$应告知属于第几期

临床试验#采用了何种盲法措施等&%主要做法应围绕
0

个基本原则$重复)随机)对照)均衡&概要说明#尤其要告知如何控制

重要非试验因素的干扰和影响*

'&

资料的表达与描述!用
Bb:

表达近似服从正态分布的定量资料#用
X

$

a5

&表达呈偏态分布的定量资料%用统计表

时#要合理安排纵横标目#并将数据的含义表达清楚%用统计图时#所用统计图的类型应与资料性质相匹配#并使数轴上刻度

值的标法符合数学原则%用相对数时#分母不宜小于
1%

#要清楚区分百分率和百分比*

0&

统计学分析方法的选择!对于定量资料#应根据所采用的设
n

计类型)资料所具备的条件和分析目的#选用合适的统计

学分析方法#不应盲目套用
7

检验和单因素方差分析%对于定性资料#应根据所采用的设计类型)定性变量的性质和频数所

具备的条件及分析目的#选用合适的统计学分析方法#不应盲目套用
(

1 检验*对于回归分析#应结合专业知识和散点图#选

用合适的回归类型#不应盲目套用简单直线回归分析%对于具有重复实验数据检验回归分析资料#不应简单化处理%对于多

因素)多指标资料#要在一元分析的基础上#尽可能运用多元统计分析方法#以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内

在联系做出全面)合理的解释和评价*

2&

统计结果的解释和表达!应写明采用统计学方法的具体名称$如!成组设计资料的
7

检验)两因素析因设计资料的方

差分析)多个均数之间两两比较的
0

检验等&#统计量的具体质$如!

7j'&02

#

(

1

j0&)/

#

Lj)&-(

等&%在用不等式表示
!

值的

情况下#一般情况下选用
!

&

%&%2

)

!

$

%&%2

和
!

$

%&%$

三种表达方式#无须再细分为
!

$

%&%%$

或
!

$

%&%%%$

*当涉及总

体参数$如总体均数)总体率&时#再给出显著性检验结果的同时#应再给出
(2M

可信区间$

,P

&*
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