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　　提　要　目的: 探讨严重多发伤后循环内皮细胞 ( CEC)的体外培养及其影响因素。方法: 对 17例严重多

发伤 ( I SS≥ 20)病人外周血中 CEC进行了分离、鉴定和培养。结果:培养总成功率为 43. 3% ,而 ISS≥ 30者为

62. 5%。伤情愈重 ,培养成功率愈高。影响 CEC体外培养成败的因素是 ,损伤严重程度、采血时间、分离和培

养技术。结论: 本研究通过完善 CEC分离、培养技术 ,克服不利影响因素 ,提高了培养成功率 ,为进一步研究

CEC表面成份奠定了基础 ,并提供了新的途径。
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　　目前认为 ,循环内皮细胞 ( Ci rculating endo thelial

cells, CEC)是在活体内唯一可以特异地直接反映血

管损伤的指示物 ,并有自身的生物学特性 [ 1]。为了进一

步开展对 CEC表面成份的研究 ,本研究对严重多发伤

后 CEC的体外培养及其影响因素进行了探讨 ,现将初

步结果报告如下。

1　材料和方法

1. 1　研究对象
　　严重多发伤伤员 17例。男性 14例 ,女性 3例 ;年龄 23～ 72岁 ,

平均 32. 8岁。车祸伤 12例 ,高处坠落伤 3例 ,刀伤 2例。损伤部位

(依据 AIS-90) 2～ 5个 ,平均 3. 8个。损伤严重度计分按林水金

等 [2]研究的结果而定 ,全部病例 ISS≥ 20分 ,其中 2例坠落伤病

人伤情最重 ,分值分别为 41和 48。全部病例均有不同程度休克 ,

收缩压 3. 26～ 12 k Pa ( 26～ 90 mmHg )。入院时间最短为伤后 28

min,最长为 4小时 30分钟 ,平均 1小时 40分钟。

1. 2　 CEC分离与培养

　　入院后立即自周边静脉采血 6 ml,注入灭菌试管 ,枸橼酸

钠抗凝。在严格无菌条件下分离 CEC,即加入等量 RIM 1640,

充分混匀 ,再加入密度为 1. 050 Perco ll分离液 2 ml,离心后吸

取介面细胞层 ,加入少量 RIM 1640,低速离心洗涤。先取少许

行 CEC计数 ,然后将 CEC数调整至 5× 105 /ml(含 20% FCS完

全培养液 ) ,加入预先加有 0. 3%明胶的 24孔培养板 (内置小玻

片 ) ,置于二氧化碳箱培养 ( 37℃ , 5% CO2 ) , 24 h换液半量 , 48 h

取出小玻片 , 1640洗 3次 ,风干、固定待检。

1. 3　培养的 CEC鉴定

　　经 冷丙酮固定的 CEC 片 , PBS 洗 ,加 Ⅷ 因子多抗

( Boeh rimger mannheim) 4℃过夜 , PBS洗 ,加生物素标记的 S-P

多抗 , PBS洗后加链霉卵白素标记有 HRP的 S-P多抗

( Boeh rimger mannheim) , PBS洗 ,加 DAB(含 0. 3% H2O2 )显

色、水洗、复染、脱水、封片。

2　结果

2. 1　具有活力的 CEC计数与伤情的关系
　　本组 CEC计数最少为 0. 01× 104个 /ml,最多者为 25. 5×

104个 /ml,总的趋势是伤情愈严重 , CEC数量愈多。 CEC数量

(平均数 )与伤情严重程度的关系详见附表。I SS 40～ 49分值段

与 20～ 29分值段比较 ,前者 CEC数量显著多于后者 ,培养成功

率亦较后者明显增高 ( P < 0. 05)。

附表　多发伤严重程度与 CEC数量的关系

Table　 Correlation between severity of multiple trauma

and CECs count

IS S n
CEC count

( x- , Nos /ml )
Cases of

success fu l cul tu re
Rate of succes sful

cul ture(% )

20～ 29 9 0. 43× 104 3　 33. 3　

30～ 39 5 0. 79× 104 3　 60. 0　

40～ 49 3 1. 42× 104 2* 66. 7*

* : P < 0. 05 vs ISS 20～ 29

2. 2　人脐带血管内皮细胞 ( HUV EC)形态及鉴定

　　作为实验对照 ,对培养的 HUVEC形态进行了观察 ,姬姆

沙染色显示 ,核呈椭圆形 ,胞浆呈梭形 ,见图 1。 S-P免疫组化酶

联技术鉴定 ,细胞显示Ⅷ R Ag标记为阳性 ,细胞呈梭形 ,胞浆

呈不均匀分布的黄褐色 ,胞核通过复染仍有部分不着色 ,见图

2。阴性对照细胞未见着色。
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图 1　培养的 HUVEC　 ( G IEM SA× 250)

Fig 1　 Cultured HUVEC　 ( GIEM SA× 250)

图 2　循环内皮细胞　 ( S-P× 400)

Fig 2　 CECs　 ( S-P× 400)

2. 3　 CEC鉴定

　　 S-P免疫组化酶联技术鉴定显示 ,培养的 CEC呈现Ⅷ R 

Ag阳性。被标记的 CEC呈不均匀黄褐色 ,且形态与 HUV EC

相似 ,呈长梭形 ,胞核不着色 ,见图 3。阴性对照细胞未见着色。

图 3　培养的循环内皮细胞　 ( S-P× 400)

Fig 3　 Cultured CECs　 ( S-P× 400)

3　讨论

　　 1985年 ,国外作者 [3 ]从动脉粥样硬化患者的外周

血中分离出有活力的 CEC,并在体外培养成功。杨映

波等
[ 4]
从 1989年起在国内率先开展了创伤过程中

CEC变化及机制研究 ,证实了创伤后 CEC的明显增

多 ,且从创伤病人外周血中分离出具有活力的 CEC,

为体外培养获得成功提供了可靠依据。我们认为 ,来源

于观察对象中的 CEC本身具备由种属、组织和血管来

源所决定的某些特征 ,并在创伤后活体内复杂的病理

过程中 ,可能发生结构、功能、代谢和免疫学特征的变

化 ,这些与致伤因素和伤情严重程度是密切相关的。因

此 ,有活力的 CEC可被视为携带有机体内大量信息的

载体。为了能及时有效地获取这些“信息载体” ,笔者在

以往研究的基础上对创伤后 CEC体外培养及影响因

素进行了较深入的研究。其结果表明 ,创伤病例血中确

有具有活力的 CEC,并能在体外培养获得成功 ,为研

究 CEC表面成份提供重要途径。在研究过程中 ,我们

体会到影响 CEC体外培养成败因素主要有如下几个

方面。

3. 1　损伤严重程度

　　本研究结果表明 ,总的培养成功率为 47. 3% , ISS

≥ 30分者则为 62. 5%。而 ISS为 20～ 29分值仅有

33. 3%的病例培养成功。这充分说明 ,培养成功率随着

伤情严重程度的增加 ,培养成功率就越高。

3. 2　采血时间

　　理论上认为 ,内皮细胞的平均寿命为 3个月。据估

计 , 70kg体重的人约有 EC10
12
个。因此 ,每天都有许多

EC脱落进入循环血中成为 CEC,多属无核的 EC残

骸 ;而在病理 ,尤其是在创伤机械力作用的情况下 ,自

损伤的血管壁上剥脱下进入血中的 EC,则多为有核

的、可供体外培养的 CEC。这类细胞转变成衰老的、无

核的 CEC需要多长时间目前尚无依据。但有一点是比

较明确的 ,即距受伤时间越短 ,循环血中具有活力的

CEC越多 ,如此时采血进行 CEC分离 ,体外培养容易

获得成功。本研究 2例 ,分别于伤后 4 h和 4. 5 h采血 ,

培养未成功。

3. 3　分离 CEC技术

　　本研究采用的是 Perco ll密度梯度一步分离法
[5 ]
。

此法是需采血 3 ml,较国外需采血 30 ml的分离法有较
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大改进。但我们进一步研究结果表明 ,如将采血量增至

6 m l,则可明显提高 CEC收集数量和培养成功率。我

们还认为 ,分离 CEC的重要环节是将 Percoll分离液

密度标化为 1. 050。否则 ,在分离的细胞中会混有较多

量的其它细胞 ,遭致培养失败。本研究属此种情况仅见

一例。

3. 4　培养技术

　　本研究尚未遇及由于培养技术的原因而造成培养

失败的问题。但必须强调 ,在培养 CEC的过程中要很

好掌握细胞数调整、培养液配制、二氧化碳浓度和换液

等重要环节 ,方能保证培养成功。
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In vitro culture of circulating endothelial cells and its inf luential factors

af ter severe multiple trauma
Zhou Jian, Lin Shuijin, Yang Yingbao , Feng Suzhen, Jian Huagang ( Resea rch Institute o f Field Surg ery , Daping Hos-

pital, Third M ilita ry Medical Univ er sity , Ch ongqing , 400042)

　　 Abstract　Objective: To explo re in v itro cultur e of circula ting endothelial cells ( CECs) and its influen-

tial facto rs a fter sev ere multiple t rauma. Methods: Af ter being iso la ted from the periphe ral blo od in 17 pa-

tients with seve re multiple t rauma ( ISS≥ 20) , the C ECs w ere differentia ted and then cultured in vitro .

Meanwhile, the influential factor s on the culture w ere obse rv ed and ana ly zed. Results: The to tal successful

culturing rate wa s 62. 5% . The severe r th e tr auma w as, the higher the successful culturing ra te w as. The in-

fluential facto rs on the cultur e w ere severity o f trauma, tim e for blo od sampling and techniques o f iso la tion

and culture. Conclusion: In this study, th e successful r ate of in vitr o cultur e o f CECs was incr ea sed through

improving the tech niques o f isolation and culture and ove rcoming the unfavo rable influential fac tor s. This

prov ides a new me thod fo r fur ther st udy on th e sur face components o f CECs.

　　 Key words　 multiple trauma; circulating endo th elia l cell; in v itro culture

海马神经化学因素对兔 P3波影响机制的实验研究

An experimental study on hippocampal neurochemical mechanisms re-

sponsible for P3 potential changes in rabbits

虞乐华
 
　吴宗耀　　 (第三军医大学附属西南医院康复理疗科 )重庆 , 400038

　　迄今 , P3波电位作为辅助诊断精神、神经性等认知功能损

害性疾病、评估病程、疗效及预后的重要指标 ,为临床提供了有

价值的客观定量无创性电生理检测手段 ,是对既往临床诊治精

神、心理性疾病过份依赖于现象描述等行为学指标的可靠补

充。P3波的发生是脑内各种神经化学因素 ,如递质、调质等在不

同脑区协同活动的结果。神经化学因素的失衡必然导致电位异

(下转页 23页 )
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