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基质细胞对小鼠骨髓单个核细胞体外扩增的促进作用
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罗成基
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周燕虹
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邹仲敏
2 ,

施 炎
2

(第三军医大学
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预防医学系

防原医学教研室
、

全军复合伤研究所
,

重庆 巾I 幻3 8 )

提 要
:

目的 阐明基质细胞在造血细胞体外扩增中的作用
。

方法 采用骨髓基质细胞培养
、

骨髓单个核细胞 ( B M M N C )体外

液体培养和各种造血祖细胞集落培养技术
,

进行基质细胞支持条件下骨髓单个核细胞体外扩增的研究
,

并与单纯细胞因子支持下

的细胞扩增进行比较
。

结果 在照射后基质细胞层存在的条件下
,

同时含有细胞因子组合的培养体系
,

对细胞总数和集落形成细

胞数的扩增作用明显高于其它各组 结论 基质细胞对细胞因子作用下的造血细胞体外扩增有明显的促进作用

关键词
:
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以多种方法纯化造血干 /祖细胞
,

然后进行在多种

造血生长因子协同作用下的体外扩增
,

是近年来研究

最多的一种造血细胞体外扩增的模式 二’
。

但后来的研

究发现
,

将这些明显扩增的细胞输注至体内后
,

往往达

不到理想 的移植效果
,

尤其是难以获得长期造血重建
,

因此认为这种体外扩增 的方式可能使造血干 /祖细胞
的功能受损 ,

一 5〕 。

造血基质细胞是造血微环境的重要

组成部分
,

它通过与造血细胞密切接触
、

分泌细胞外基

质和多种细胞因子来调节造血细胞的自我更新
、

增殖
和分化过程

,

以保证机体造血功能的正常进行困
。

因

此有理由认为基质细胞对造血干 /祖细胞功能的维持

可能是必需的条件
。

但也有报告认为与基质细胞直接

接触的体外扩增培养可 明显抑制造血干 /祖细胞的增

殖
、

生长和功能活性 7j[
。

因此
,

进一步阐明基质细胞在

造血干细胞体外扩增中的作用和意义是一重要的研究

课题
。

在以往研究的基础上
,

本实验进行基质细胞支

持条件下的小鼠骨髓单个核细胞体外扩增的研究
,

并

与单纯细胞因子支持下 的扩增进行比较
,

以阐明基质

细胞在造血细胞体外扩增中的作用
,

为进一步研究基

质细胞对维持体外扩增造血细胞移植活性的作用奠定
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理论和实验基础
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物及来源

健康 B A LB /
c

雄性小鼠购自重庆医科大学实验动物所
.

共

4D 只
,

体重在 20
一

24 9 之间
,

用于 实验前在本室动物实验室喂

养 1周
〔

1
.

2 实验方法
1

.

2
.

1 小鼠骨髓细胞的制备 将小鼠脱颈椎处死后
,

放人

75 %酒精中浸泡 5 mI n ,

然后无菌分离双侧股骨和胫骨并剪去骨

端
,

用充满 MI D M ( iG bC
。

)培养液的注射器冲出骨髓
,

再以 7 号针

头一5 号针头反复抽吸吹打以制成单细胞悬液
,

用白细胞稀释

液稀释作骨髓有核细胞计数后备用
。

1
.

2
.

2 脾细胞条件培养液的制备 将健康雄性昆明种小鼠

脱颈处死取脾脏
,

置于 35 ~ 培养皿中
,

加人适量 MI D M 培养

液
,

用无菌注射器芯轻轻碾磨挤压
,

去除膜块
,

然后经 4 号针头

反复抽打
,

使成单细胞悬液
,

4 ℃ 1 s oo r/ 而
n

离心 巧 。 n

弃上

清
,

再用培养液洗两次后加人培养体系中
。

培养体系含有 l %

的植物血凝素
、

20 % cF s
、

l oo u/ 耐 的青霉素和 0
.

l gm /耐 链霉

素
,

细胞浓度为 1 x I J /耐
。

以每瓶 or 耐 的量接种于培养瓶

中
,

置于 37 ℃
、

5 % C q 及饱和湿度的培养箱内
,

培养 4 d 或 7 d
,

倒置显微镜下观察细胞生长良好
,

分布密集
,

吸取培养 卜清液
,

4 ℃ 1 s oo r/ 而
n

离心 巧 而
n
后收集并分装

, 一

20 ℃冰箱保存备

用
。

培养 4 d 和 7 d 所收集的脾条件培养液分别称为 4 d S CM

和 7 d SC M
。

1
.

2
,

3 骨髓单个核细胞的分离 文献报道小鼠骨髓单个核

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 2001. 08. 007
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成功抢救宫外孕失血性休克心跳骤停 1 例

A c a ` e cr P0 rt of s
uc
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ck in
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郑 秀惠
` ,

李 力
` ,

郭建新
` ,

马永达
“ ,

葛衡江
“ ,

杨成明 3 ,

陈竹钦
,

(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所
: ’

妇产

科 ; 2

麻醉科 ; 3

心血管内科 ;重庆 《 D )提 )

患者
,

女
,

32 岁
,

因停经 46 d
,

阴道不规则流血 6I d 于 2以Xj
~

01
一

30 T O :
10 急诊人我科

。

查体
:

T 37
.

0 ℃
,

P 126 次八in n
,

R 25

次 /而
n ,

BP S/ 6 k l、 ,

急性病容
,

面色苍 白
,

脉细弱
,

四肢冰冷
,

心

肺未闻及异常
,

腹平软
,

无明显压痛
、

反跳痛
,

移动性浊音阳性
,

肠鸣音活跃 8 一
or 次 l

~
。

化验检查
:

血常规 磷毛C 23
.

6
x

100 /

g
,

中性 93 %
,

淋巴 7 %
,

BR c 2
.

03 x oll
, / g

,

bH 65 岁L
,

生化 K
’

2
.

65
n l l n o

F L
,

aN
牛

133
.

0 I n l n o
l/ L

,

皿
一

100
_

2 n u l l。】/ L
.

lG
u

23
.

以

朋侧刃产L
,

尿糖升
,

尿酮体 土 ,

尿 H忧 阳性
。

心电图示窦性心动过

速
,

腹腔穿刺抽出不凝血 10 而
,

诊断宫外孕
,

失血性休克
,

立即

建双液路于 O
:

35 在全麻下行剖腹探查术

术中见腹腔内大量积血和血凝块约 3 《】X ) 闹
,

右输卵管峡

部破裂
,

无齿卵圆钳钳夹峡部
,

回收自体血
,

快速输代血浆及全

血
,

0
:

45 血压突然下降到 0
,

心电图示心室纤颤
,

立即心外按

压
,

呼吸机正压给氧
,

重复静脉推注肾上腺素共 8
:
gn

,

苯丙肾上

腺素 20 m g
,

气管内注射肾上腺素 1 m g
,

同时加压输血输液
,

1 :
05 行电除颤

,

心电图恢复呈窦性心律
,

血压波动在 ( 105
一

7 5 ) /

(印 一 4O ) 叨
1 1

H g 之间
,

经多巴胺 20 m g 泵注维持血压
,

5 % 碳酸

氢钠 100 而静推纠正酸中毒
,

颈部大动脉冰敷
.

甘露醇 250 而
、

地塞米松 10 m g 静推防止脑水肿
,

速尿 40 m g
、

西地兰 0
.

2 grn 静

推脱水
、

强心等治疗
,

2 :

30 患者生命征平稳
.

继续手术
,

行右侧

输卵管部分切除
。

3
:

05 患者神志清醒
,

5
:

oo 脱离呼吸机
,

6 :
印

拔除气管插管
。

抢救中共输全血 1 2 00 间
,

自体血 1 7 00 间
,

代

血浆 2 s oo inl
,

林格氏液 1 5 00 司
,

生理盐水 11 00 耐
,

术后 s d 痊

愈出院
。

讨论

异位妊娠是最常见的妇科急症
,

90 % 以上为输卵管妊娠
,

其中壶腹部约占 50 % 一

70 %
,

峡部占 25 % 一
30 %

,

尤以峡部破

裂最凶险
’

一 。

近年来宫外孕发病率有逐步 上升趋势
2 ,

但并发

心跳骤停报道甚少
。

心跳骤停的原因错综复杂
,

多发生于心肌

缺氧
,

低血容量
,

各种原因的休克和中毒
,

低钾或高钾血症
,

体

温过低的病人
,

而手术刺激
,

牵拉脏器
,

麻醉深浅不当等都可成

为触发因素
。

本例患者可能因出血量达 3 X( X) 而行紧急手术
,

打开腹腔
、

回收 自体血使腹腔内压力骤降
,

加重回心血量减少

而诱发心跳骤停
。

心跳骤停与心室纤颤是麻醉和手术中最严重的意外事件
,

两者都使心脏失去排血功能致全身血液循环陷人停顿状态
。

此例病人心跳骤停复苏成功并痊愈
,

我们体会如下
:

①及时迅

速的早期复苏是成功的关键
,

此例病人为全麻
,

有气管插管
、

正

压给氧
,

加之有效的心外按压
,

从而维持有效的呼吸循环 ;②迅

速恰当的给予静脉复苏药物 ;③电击及药物除颤 ;④头部
、

全身

降温保护脑组织 ;⑤调整酸碱电解质失衡 ; ⑥加强抗感染 ;⑦多

科室协同提高 r 救治水准 重危病人急救是临床基本功
,

本例

救治体会可供借鉴
。
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