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目的
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探讨去甲肾上腺素"

?̂

$对小鼠内皮祖细胞"
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$增殖能力&迁移能力及从骨髓动员的影响!并分析其分子

机制%方法
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小鼠随机分为
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组!各
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只!分别为(空白对照组"皮下注射生理盐水!无手术$!模型组"皮下注射生理
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!左下肢肢体缺血$%采用小鼠左下肢股动脉结扎术制备肢体缺血

模型!微渗泵持续泵入
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!流式细胞仪检测小鼠骨髓&外周血和脾脏中
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'培养人外周血
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!用
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刺激!检测
?25+

的增

殖和迁移能力!以及
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信号通路的激活情况%结果
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能够促进肢体缺血小鼠骨髓
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的动员!增加外周血和脾脏
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均增加!差异均有统计学意义"
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促进
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的迁移

和增殖!以及在小鼠骨髓中的动员%
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G

,H<

6

HFIRH

N

&

&

2#

@

<&839

'

!

E,!"FIE<#H<

6

P"

G

E,#F"PKE<<+

(

,"PE

6

#,E

6

IP#,E

(

6

P"<#JEPHF#",KH

6

HK#F

N

(

M#

G

PHF#",KH

6

HK#F

N

(

M"Q#<#]HF#",

!!

骨髓中有丰富的神经纤维分布#包括交感神经末梢&
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)在

烫伤*外伤或肢体缺血的情况下#体内交感神经的活动程度会

持续增强
$
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周#并引起神经递质的持续释放&
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)研究表明#

在上述情况下#骨髓中的内皮祖细胞$
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%也被大量动员到血液中#参与各种损伤处血管的

新生或内皮的修复&
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)而
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的释放与骨髓中交感神经活

动程度的关系目前仍不是特别清楚)交感神经参与人体对寒

冷的适应#以及肿瘤发生等多个病理*生理过程&
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交感神经纤维能够向神经周围分泌大量的神经递质#如去甲肾

上腺素$
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能够刺激人
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#这些细胞因子在人体血管生成中发挥

着关键作用)既往的研究还发现#这些神经递质能够参与调节

许多血液细胞的生成#如单核细胞*红细胞及髓细胞的生成#促

进基质细胞衍生因子
.$

$

+FP"MH<KE<<.!EP#DE!JHKF"P.$

#

@>X.$

%

等细胞因子的释放#调节部分祖细胞的动员&

)

'

)而本文的研究

重点是探讨交感神经的主要神经递质
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是否能够参与调节
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的动员#以及其分子机制)
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小鼠#随机
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组#各
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只#分别为!空白对照组$皮下注射生理盐水#无
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的比例加入
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%中培养#
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后洗掉未

贴壁细胞#每
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天换
$

次培养液#于第
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天再进行后续试验)
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人
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增殖能力评价
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采用
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比色评价人
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的增殖能力)将人
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以每孔
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' 个细胞的密度种于
()

孔板#加入
?̂

或其他药物干预
-1I

#加入
4BB'-\

孵育
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#酶标仪检测反应细胞数量
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波长处的吸光度值
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人
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迁移能力检测
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采用
BPH,+RE<<

小室评价人
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的迁移能力)将人
?25+

以每孔
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0 个细胞的密度

种植于
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孔板
BPH,+RE<<

小室的上室#下室加入含
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的培养液#以未加入药物干预的细胞为对照组#
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后将

不同浓度
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加于上室#恒温孵箱$
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%孵育
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#
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多聚甲醛固定细胞#棉签擦去隔膜上侧的细胞#浸入结晶紫

染色
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#清水洗去结晶紫#在高倍光学显微镜$
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#用含吐温
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软件分析信号强度)
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统计学处理
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采用
@2@@$-&%

统计软件进行数据处理与

统计分析)计量资料以
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表示#多组间比较采用单因素方

差分析#组间两两比较采用
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含量比较
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采用流

式细胞仪检测外周血*骨髓和脾脏中
?25+

的表达#结果显示!

模型组与空白对照组比较#外周血&$

%&$$%U%&%1/

%

V =4&

$

%&%0%U%&%%(

%

V

'*骨髓&$

$&'1%U%&1C)

%

V =4&

$

%&CC%U

%&$-1

%

V

'和 脾 脏 &$

$&//%U %&%'/$

%

V =4&

$

%&)$%U

%&1C)V

%'

?25+

的数量均上升#差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

%(

?̂

组与模型组比较#外周血&$

%&1)$U%&%0$

%

V=4&

$

%&$$%U%&%1/

%

V

'*骨髓&$

'&1-$U%&--1

%

V =4&

$

$&'1%U

%&1C)V

%'和脾脏&$

0&)-$U%&'0CV=4&

$

$&//%U%&%'/$V

%'

?25+

的数量也均上升#差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

%#表明

?̂

进一步促进
?25+

动员)见图
$

)

!!

"

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较(

%

!

!

$

%&%$

#与模型组比较)

图
$

!!

骨髓'外周血和脾脏的
?25+

流式细胞图像及

各组
?25+

含量比较

E&E

!

?̂

刺激
?25+

的增殖和迁移
!

于培养至第
/

天的人

?25+

培养液中加入
?̂

#使其浓度为
$%

$

M"<

"

:

#

'!

后
4BB

法检测细胞数量#结果显示!

?̂

组人
?25+

细胞增殖率为对照

组的$

'%-&$U(-&-

%

V

#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见图

17

)取培养至第
/

天的人
?25+

进行迁移试验#在上室中加入

?̂

#使其浓度为
$

$

M"<

"

:

#

10I

后取出
BPH,+RE<<

小室#镜下

计数隔膜下每个高倍视野$

[$%%

%的
?25+

数量#结果显示!

?̂

组与对照组比较#每高倍视野
?25+

计数明显增加&$

$10U

$1

%

=4&

$

C-U$0

%'#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

%#见图
13
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晶紫染色迁移入下室的
?25+

图像见图
'

)

!!

7

!增殖能力(

3

!迁移能力(

"

!

!

$

%&%$

#与空白对照组比较)

图
1

!!

对照组与
?̂

组人
?25+

的增殖与迁移能力比较

!!

7

!对照组(

3

!

?̂

组)

图
'

!!

迁移入下室的
?25+

图像$结晶紫染色
[$%%

%

!!

"

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

图
0

!!

不同浓度
?̂

激活
7SF

比较

!!

"

!

!

$

%&%$

#与对照组比较)

图
C

!!

不同浓度
?̂

激活
Ê =@

比较

E&F

!

7SF.Ê =@

信号通路的激活
!

dE+FEP,Q<"FF#,

G

检测结果

显示!

?̂

能够剂量依赖性地激活
7SF.Ê =@

信号通路)在人

?25+

的培养液中分别加入浓度
%&$

*

$&%

*

$%&%

和
$%%&%

$

M"<

"

:

的
?̂

#结果显示!以上各
?̂

浓度下
?25+

的磷酸化
7SF

相

对于对照组分别为$

'/C&-UC/&C

%

V

*$

-C)&)U$1'&(

%

V

*

$

)'/&1U1-$&(

%

V

和$

0('&'U0$&0

%

V

#差异均有统计学意义

$

!

$

%&%$

%)见图
0

)磷酸化
Ê =@

相对于对照组分别为

$

(-&%U$0&-

%

V

*$

$$(&-U$$&/

%

V

*$

$((&%U0(&-

%

V

和

$

$'$&'U'%&1

%

V

#差异均有统计学意义$

!

$

%&%$

%)见图
C

)

F

!

讨
!!

论

!!

本研究结果显示#

?̂

能够显著地刺激
?25+

的增殖*迁移

能力#促进肢体缺血小鼠骨髓中
?25+

的动员#增加外周血

?25+

水平及
?25+

在脾脏的沉积#且
?̂

主要通过
7SF.Ê =@

信号通路介导这种作用)

?25+

现已经被用于创伤修复*缺血性疾病的治疗和组织

工程学领域&

-

'

)有研究报道#接受人
?25+

治疗的小鼠下肢血

流量明显增加#缺血肢体成活率明显提高&

/

'

)用动物缺血模型

行自体骨髓
?25+

体外扩增回输#发现缺血部位再灌注和侧支

循环增加)

?25+

对缺血性心血管疾病有明显的治疗作用#以

骨髓扩增
?25+

对心肌梗死患者做冠状动脉内注射#对比发现

骨髓
?25+

治疗后心功能明显改善&

(

'

)

在生理条件下#外周循环中
?25+

含量非常少#仅占全部

单核细胞的
%&%'V

"

%&%)V

)骨髓是
?25+

的主要来源地#在

各种血管损伤*缺血*烧伤*创伤或者细胞因子刺激的作用下#

?25+

可从骨髓中动员进入血液循环系统#迁移到损伤内皮处#

修复损伤血管#或者新生出滋养血管)

?25+

的动员及功能受

到如高血压*吸烟*高血脂和高血糖等多种因素影响&

$%

'

)既往

认为#局部缺血是介导
?25+

动员的主要信号)而现在的研究

发现#除此之外#许多生理激素如雌激素*促红细胞生成素等也

参与调节
?25+

的动员及其功能)最近的研究发现#骨髓中的

自主神经末梢在骨髓各种细胞功能的调节中发挥着非常重要

的作用)如
>1

受体被多巴胺激活后能起到抑制
?25+

动员的

作用&

$$

'

)既往研究还发现#

?̂

能够显著增加体外培养的骨髓

造血细胞的增殖率和细胞内
Â 7

的合成&

$1

'

)而本研究发现#

组织中生理浓度的
?̂

$

%&%1'

"

-&'

$

M"<

"

:

%能够明显刺激

?25+

的增殖和迁移能力)

?̂

在体内的分泌呈周期性变化#是人体昼夜节律调节最

重要的物质之一&

$'

'

)而最近的研究发现#

?25+

在体内分泌的

周期性和高峰与交感神经活动的周期和高峰严格吻合&

$0

'

)这

说明
?̂

调节
?25+

的动员可能是人体规律性的全身修复活

动的一部分)并且#在缺血*烧伤*创伤等许多疾病情况下#交

感神经同样被显著地激活)与此同时#

?25+

的动员也明显增

加)因此#无论在生理还是病理状态下#

?̂

均是
?25+

动员的

重要调节因子)这可能也是创伤和缺血性疾病时#

?25+

可迅

速动员的机制之一)

?25+

内有多条活跃的信号传递通道)既往研究发现#

?̂

能够通过激活
7SF

信号分子和
Ê =@

信号分子#促进一氧化氮

$

=̂

%的产生#进一步激活造血细胞的增殖和迁移能力&

$C

'

)本

研究发现#

?̂

主要通过
7SF.Ê =@

信号分子刺激人
?25+

的

增殖和迁移能力#并进一步促进肢体缺血小鼠
?25+

的动员)

许多在棕色脂肪细胞和内皮细胞中的研究发现#

?̂

主要通过

&

$

和
(

'

肾上腺受体激活细胞内的
7SF.Ê =@

信号通路)而

?̂

是通过何种受体激活
?25+

#还需要进一步的研究确定)

综上所述#本研究结果提示!

?̂

能够通过
7SF.Ê =@

信号

通路调节
?25+

的增殖和迁移能力#以及
?25+

在骨髓中的动

员#增加外周血
?25+

的数量和在靶器官的沉积#为进一步揭

0%)1
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年
-
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示神经系统调节血管修复细胞的功能提供了理论依据)
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