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导的。此外 ,据报道:在缺氧诱导 V EGF 表达的信号

传导中也有Ca
2+
离子流的参与[ 6] 。蛋白激酶 C(Pro-

tein kinase C , PKC)参与了体内多种物质的生物合成 ,

是重要的信号传导介质。本实验应用 PKC 激动剂

PMA及 PKC 抑制剂 Chelery thrine探讨 PKC 通路在

心肌细胞缺氧产生 VEGF 中的作用。结果显示:PMA

刺激组(B 、C 、D组),其 VEGF 表达量与缺氧对照组 A

组相比较 ,均有非常显著差异(P <0.01),且呈剂量相
关趋势。而 PKC 抑制剂 Chelery thrine组 VEGF 表达

量与缺氧对照组相比降低(P <0.01)。说明在缺氧状

态下 ,PMA促进心肌细胞分泌产生 VEGF ,而 PKC 抑

制剂则减弱了此作用 ,但未完全阻断此过程 ,由此说

明:缺氧诱导大鼠心肌细胞分泌产生 VEGF 蛋白 ,其

信号传导部分是通过 PKC 通路完成的 。对于其它信
号传导通路的存在尚有待进一步证实。

参考文献

[ 1] 　Hahimoto E , Teruhiko O , Takaski N , et al.Rapid induc-

tion of vascular endothelial g rowth factor expression by tran-

sient ischemia in rat heart[ J] .Am J Physiol , 1994 , 267

(4):H1 948-H1 954.

[ 2] 　Banai S , Jaklitsh M T , Shou M , et al.Angiongenic induced

enhancement of collateral blood flow to ischemic myocardium

by VEGF in dogs[ J] .Circulation , 1994 , 89(5):2 183-2

189.

[ 3] 　Simpson P , Savion S.Differentiation of rat myocy tes in sin-

g le cell culture with and without proliferating nonmyocardial

cells[ J] .Cir c Res , 1982 , 50(1):101-116.

[ 4] 　Mukhopadhy D , Tsiokas L , Zhou X M , et al.Hypoxia in-

duction of human endothelial cell brow th facto r expression

through c-Src activation[ J] .Nature , 1995 , 375(2):577 -

581.

[ 5] 　Takagi H , King G L , Robinson G S , et al.Adenosine

medited hypoxia induction of vascular endothelial grow th

factor in retinal micro vascular endo thelial cells[ J] .I nv Oph-

tal Vis Sci , 1996 , 37(5):2 165-2 176.

[ 6] 　Claffy K , Wilkison W O , Spiegelman B M.Vascular en-

dothelilal grow th facto r regulation by cell differentiation and

activa ted second messenger pathways [ J] .J Biol Chem ,

1992 , 267(16):16 317-16 322.

(编辑　谢义霞)

作者简介:汪志文(1963.7), 女 ,四川省泸州市人 , 实验师 , 主要从

事生化实验方面的研究 , 发表论文 5 篇。电话:(023)

68757465

收稿日期:1999-01-21;修回日期:1999-08-06

文章编号:1000-5404(2000)03-0277-01 经验与短篇

用流式细胞术监测原位心脏移植病人术后的 T 细胞及亚群的变化

Monitoring the changes of T cell and its subgroup after orthotopic cardiac

transplantation with flow cytometry

汪志文1 ,马　铮2 ,李　磊1 ,周元国1 　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所:1 分子生物学中心;2 胸心外科;重庆
400042)

　　我院于 1998 年 9 月成功地进行了 1 例扩张型心肌病患者

的原位心脏移植手术 , 我们采用流式细胞术对术前 、术后淋巴

细胞 、T 细胞及其亚群进行了详细的监测。

1　资料与方法

1.1　临床资料
患者 ,男 , 14 岁 ,汉族 , 因扩张性心肌病入院 ,符合心脏移植

条件。供者 , 男 , 28 岁 ,脑死亡者。免疫抑制剂的使用状况:术

前 1 d:开始给病人服用环孢素 A 和硫唑嘌呤剂量分别为 150

mg/次 、2次/ d , 37.5 mg/次 、2 次/ d;手术当日晨:环孢素 A 150

mg 、硫唑嘌呤 37.5 mg 静滴;术后当晚:同手术当日晨 , 另加甲

基强的松龙 1 000 mg分 2 次静滴。以后:每日均按手术当日用

药 ,术后第 4 天开始减免疫抑制剂用量。手术采用体外循环方

法进行全心移植。

1.2　样品采集
于术前和术后 2、3、5、7 d 同法采患者静脉血 2 ml(肝素抗

凝)送检。术前血为服免疫抑制剂前采集。

1.3　方法
采集的血液标本用法国 IMMUNOTECH 公司生产的荧光抗

体, 直接标记。操作步骤为:①20 μl抗体+100 μl全血 ,混匀 , 25°

C 室温放置 15 min。 ②加500 μl红细胞裂解液 , 混匀 , 25°C 放置

10 min。 ③加 500μl pH 7.4 磷酸缓冲液 ,混匀 , 25°C 放置 10 min

后上机。 ④检测:采用美国 Coulter公司生产的 ELITE ESP 型流

式细胞仪观测外周血淋巴细胞 、单核细胞、粒细胞 、T 淋巴细胞

及其亚群 CD+3 、CD+4 、CD
+
8 、CD

+
4 /CD+8 的数量变化。每次检测计

数5 万个白细胞 ,其中 80%以上是单个白细胞, 通过设定门通道

进行分类计数;少量聚集粘连在一起细胞不能被有效计数 , 故不

列入检测结果。流式细胞仪的光源为氩离子激光器 , 激发波长

488 nm ,发射波长分别为 525 nm(FITC)、575 nm(PE)。
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2　结果

原位心脏移植病人术后第 2 、3 天血中 CD+3 、CD+4 、CD+8 和

CD+4 / CD
+
8 均明显下降 , 术后 5 ～ 7 d 呈逐渐恢复趋势 , 但在术

后 7 d 仍低于术前 ,见表 1。淋巴细胞在术后也明显减低 ,术后

2 ～ 7 d 一直在 10%以下。而单核细胞和粒细胞在术后显升高

趋势 ,见表 2。

3　讨论

在进行异体器官移植后 ,移植物均可刺激受者的免疫系统

发生免疫应答 ,导致排斥反应。排斥反应发生的强弱取决于供

者 、受者间组织相容性抗原的差异程度 ,受者的免疫功能状态 、

移植物的种类及预防措施等因素。术后控制排斥反应是保证

移植物存活和发挥正常功能的关键。目前常用的方法就是术

后长期服用免疫抑制类药物 , 但过度抑制机体的免疫系统 , 又

可引起免疫功能缺陷 、严重感染和造血功能障碍等并发症[ 1] 。

因此 ,手术前后 , 特别是术后进行免疫功能的监测 , 合理使用免

疫抑制剂 ,对患者的康复具有重要意义。

CD+3 为总 T 细胞标记 , CD+4 和 CD+8 分别是 T 细胞辅助/

诱导亚群 、T 抑制/细胞毒细胞亚群的标记 , 它们是重要的免疫

调节细胞。流式细胞仪对淋巴 、单核 、粒细胞数量和 T 淋巴细

胞及其亚群的检测 ,可用于术前 、术后的免疫状态监测 , 特别是

对急性排斥反应是否出现有较高的阳性预测率[ 2 , 3] 。本例用流

式细胞仪进行分析 , 结果显示 , 术前 CD+3 、CD+4 、CD
+
8 、CD+4 /

CD+8 的值在正常范围内或抡高于正常值 , 粒细胞数量略低于正

常值;术后第 2 、3 天淋巴细胞及亚群的阳性率明显降低 , 而单

核细胞和粒细胞数量呈增多趋势。这与术后环孢素 A、硫唑嘌

呤 、甲基强的松龙等免疫抑制剂的使用 , 抑制了机体免疫系统

功能有关
[ 4]
。随着环孢素 A 、硫唑嘌呤 、甲基强的松龙等免疫

抑制剂用量的逐渐减低 , 淋巴细胞总数 、T 淋巴细胞及亚群的

阳性率逐步恢复正常。

本文结果显示随着术后急性排斥期的过去 , 免疫抑制剂用

量的减少 ,患者的免疫系统在逐渐恢复。提示该手术后免疫抑

制剂使用适当 ,免疫能力恢复平稳。本例患者于术后14 d 作心

内膜活检一次 ,取 2 处标本 , 结果显示 ,一处为 1A级排斥反应 ,

另一处为零级。与流式细胞仪检测结果相吻合 , 表明用流式细

胞术监测器官移植术后受者免疫状态 , 对指导临床合理应用免

疫抑制剂提供有价值的参考意见。
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