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循环内皮细胞来源的实验研究
`

— 由 VE C 过渡到 C E C 的直接证据

杨映波 王正 国 (第三军医大学大坪医院创伤科 ) 6 3 0 0 42

提 要 循环内皮细胞 ( C E C )检测能在活体内研究血管内皮细胞 ( VE C ) 的变化
,

具有较高的临

床应用价值
,

但其来源尚待研究
,

尤其缺乏从 v E C 过渡到 C E C 的直接证据
。

本文采用人脐静脉内皮

细胞培养等手段
,

对 C E C 的来源进行了比较细致的研究
。

结果表明
:

( l) 存在于正常人外周血中的

C E C 来源于正常代谢过程中脱落的 V E C ; (2 )本文获得了从 v E C 过渡到 C E C 的直接证据
; ( 3 ) C E C

的形成是一渐变过程
。

关键词 内皮 ,细胞
,

培养的
;

脐静脉

循环内皮细胞 ( C E C )是指在生理或病理情

况下
,

凡是 从循 环血 中获得 的血管 内皮细胞

(V E C )
。

其 中包括无核的 V E C 残骸和有核的
,

可供体外培养的 V E (C
, ’ 。

由于 C E C 是 目前在

活体内仅有的可作为血管损伤的特异而直接的

指示物
` , , ,

因而受到国外学者的广泛关注
` 3 ) 。

最

近
,

我们进行 了 C E C 研究的初步尝试
` 4) ,

并从

实践中认识到 C E C 研究可能具有较高的临床

应用价值
` 5 ’ 。

但是
,

迄今为止国内外文献中尚未

见到有关 C E C 来源 的比较细致的研究的报道
,

尤其缺乏 V E C 过渡到 C E C 的直接证据
。

基于

上述认识
,

我 们采用 内皮细胞培 养等技术
,

对

CE C 的来源进行了研究
。

分装于 35 m m 细胞培养皿内 (其中盛有约 0
.

c3 m 又

.0 sc m 盖玻片一块 )
。

l
一

3 将 H I J V E C 置于 3 7
.

0 ℃
、

5写C O Z 培养 箱

( 1 8 7 5 T C
,

美国 )内培养
,

每天定时观察
.

第一个 24 h 后

更换原培养液的 1/ 2
,

此后每隔 4 8 h 换液一次
.

一般 3

一 6天后融合
,

即可开始实验
。

材料与方法

2 形态学观察

2
.

1 C E C 的观察

取正常人外周血分离出 C E C
,

光镜 ( O L Y M P U )S

下观察其形态特征 〔分离 C E C 的方法请见另文
“ ’ 〕

。

2
.

2 培养 H U V E C 观察

倒置显微镜 ( X SJ
一

D
,

重庆 )下观察细胞形 态变化
。

取呈融合状态的 E C 培养片投入冷丙酮 内 4℃ 固 定

l o m in
。

部分培养片用 G ie m as 染色后在光镜下观察
。

另

取部分培养片供扫描电镜 (J SM
一

T 3 00 旧 本 )观察
.

1
.

1 人脐静脉 内皮细胞 ( H U V E C )培养
1

.

1
.

1 收集健康胎儿脐带 30 ~ 5 c0 m
,

排尽残血
,

剪去

钳夹部分
。

反复灌洗脐静脉后
,

注入 0
.

25 %胰蛋白酶液

sml
。

夹闭脐带两端
,

置 37
.

。℃孵育 l o m in 后
,

收集消化

液
.

继而以完全培养液 s m l 灌洗脐静脉
,

并收集到同一

离心管中
。

然后
,

室温下离心 l o m i n
( i 0 0 0 r p m )

,

制备细

胞悬液
。

1
.

1
.

2 取少量细胞悬液
,

用 0
.

4 %台盼蓝染色后
,

计数

活细胞
。

将细胞浓度调至 4 ~ 5 x 10
,

/m l后
,

将其均匀

3 结果

3
.

1 C E C 的形态特征

经分离处理后
,

镜下罕见其它细胞成分
。

加之 C E C

体积较大
,

形态特殊
,

故易于辩认
。

C E C 形态多样
,

大多

为极不规则的多边形
。

绝大多数细胞无核
,

呈皱缩
、

折

叠或扭曲状 (图 1 )
。

3
.

2 H U V E C 的形态观察

扫描电镜下
,

可见细胞培养片中存在聚集成团的
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…巨大 细胞其形 状不规则 酷似CEco 细胞中部 稍隆起 胀胞核 偏移胞 质中可见多 个空泡形 成(图4) (”)有一

边缘 较薄有卷 曲局部有 缺报细 胞表面满布 大小不 的细胞 体积增大 近乎椭圆 核固缩 胞质中有多 个散等的 圆形或扁盘 形质膜泡 形似葡萄 簇状(图2) 在分布 的颖粒胞 膜不连续 与邻近正 常生长的 EC形

从同一份 HtJVEC的 培养片中 可见到不 同的细 成鲜明 对照(图5 )(4)有的 细胞呈现 出硕大而极 不规胞形 态大致分 为四种 (1)多数细胞 显示了正 常的细 则的多 边形未见 胞核胞 膜皱缩胞 浆中有颖粒 状物胞形 态一细胞 呈长梭形或 多角形大 小均匀相 互融合 质(图6 )此种细 胞的外观已 十分接近 从循环血中 分离

成片 呈镶嵌状 排列胞 核清晰胞 浆丰满呈 卵圆形 获得的 cEC(甲1 ).(图 3)(2)细胞 排列紊乱 大小不均 有的细胞 明显肿

鬓撇淄
}

纂黝
暴磷图1循环 内皮细胞 x250 留2培 养内皮细 胞中的脱落 细胞(扫描 电镜)x lo00图3培养 的人脐静 脉内皮细胞 (1)x250 图4培 养的人脐 静脉内皮细 胞(2)x 250图5培养 的人脐静 脉内皮细胞 (3)x250 图6培 养的人脐 静脉内皮细 胞(4)又 250
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4 讨论

理论上认为
,

V E C 的平均寿命大约为 3 个

月
。

据估计
,

7o k g 体重的人约有 1 0 , 2

个 V E C “ ’ 。

因此
,

每天都有许多 V E C 衰老
、

脱落
,

经血液携

带至特定的场所进行处理
。

这些从循环血 中获

得的 V E C 即为 C E C ` , ’ 。

1 9 70 年
,

G a y n o :
等

` , ,

在兔血中发现了一种

不同于常规血细胞 的细胞
,

他们把这些细胞与

血管壁的 V E C 比较之后
,

认为很可能是 V E C
.

此后
,

H l a d o v e 。
等

` 8 ,

用促 V E C 脱落剂擦拭大鼠

腔静脉内壁
,

证实损伤后的 V E C 形态与 C E C

形态相同
。

近来
,

l w a at 等
` , ’
用免疫荧光检测技

术证实 C E C 呈现恤 R : A g 荧光着色
。

但是
,

迄

今为止国内外文献中尚未见到应用细胞培养技

术
,

对 C E C 的来源进行 比较 细致研究的报道
,

尤其缺乏从 V E C 过渡到 C E C 的直接证据
。

本文从培养 H U V E C 的光镜和扫描电镜观

察中
,

均发现了酷似 C E C 形态的细胞
。

W
e
be

r

等(10 ,

观察到开始衰 老的 v E C 总 比年轻 V E C

大
,

并常可见到 巨大细胞
。

而且
,

这 些衰老的

V EC 皱缩
、

僵硬
,

不能复盖培养瓶表面
。

因而
,

CE C 的形态表 明它 们来 自正常新陈代谢 中衰

老
、

脱落的 V E C
。

从同一份 V E C 培养片中所见

到的四种不同的细胞形态
,

反映了培养 V E C 处

于不同代谢阶段的变化
。

为说 明 V E C 过渡到

CE C提供了较为直接的证据
。

同时揭示出
,

由

于细胞所处的代谢阶段不同
,

其形态变化也不

相同
。

如细胞变圆
、

胞质肿胀
、

空泡形成
、

胞膜中

断乃至胞核脱落
,

细胞呈现 出不规则的多边形

等
。

最终
,

这些细胞脱落并形成 C E C 所具有的

特殊形态
,

循环于外周血中
,

成为 C E C
。

因而从

V E C 到 C E C 是一个逐渐发展的过程
。
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幼龄小鼠脾切除和脾保留对肺炎球菌感染的影响

陈维佩 刘经权
.

刘年珊 “ 张天 飞 (第三军医大学训练部应用解剖及手术学教研室 ) 6 3。。 3 8

随着免疫学的进展
,

脾脏功能 日趋重视
,

但 表 1 幼龄各组小鼠感染肺炎球菌死亡率

从年龄观点
,

保脾和切脾的问题仍有争议 l()
。

为 死 亡 率

此
,

本实验就不同年龄小鼠脾脏的去 留对肺炎

球菌感染的影响作进一步研究
,

现报道如下
:

脾切除组 假手术组 正 常组

1 材料与方法

健康雄性小鼠 2 24 只
,

幼龄鼠 3 ~ 4 周龄
,

体重 12

一 1 59 ;成年鼠 3一 4 月龄
,

体重 5 0 ~ 3 5 9
,

随机分组 (表

1
、

2 )
。

I 型肺炎球菌干燥菌种经复苏
、

培养
、

转种后配

制成 80 万 /m l 悬液
。

以正常组动物 L sD
。
为标准

,

即幼

龄小鼠为 6 万细菌数
,

成年小鼠为 10 万
,

分别对各年

龄组动物行腹腔注射
,

观察 d3 内死亡率及病理变化
。

实验 I

实验 I

8 2 % ( 18 / 2 2 ) 3 2 % ( 7 / 2 2 )

8 5 % ( 1 7 / 2 0 ) 55 % ( 1 1 / 2 0 ) 5 0 % ` 1 0 / 20 )

注
:

和对照值 卜护 < 0
.

01

表 2 成年各组小鼠感染肺炎球菌死亡率

死 亡 率

脾切除组 假手术组 正常组

实验 I

实验 I

8 0 % ( 1 6 / 2 0 )

8 5 % ( 17 / 2 0 )

6 5写 ( 13 / 2 0 )

7 5 % ( 1 5 / 2 0 )

6 5 % ( 13 / 20 )

6 5 % ( 1 3 / 20 )

2 结果

各组动物感染肺炎球菌后死亡率见表 1
、

2
。

注
:

和 对照 值 卜留 > 0
.

05
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