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两种方法对血管内皮细胞回收率影响的比较
’

杨映波 王正 国 (第三军医大学大坪医院创伤急救科) 6 3 0 0 42

本文比较了明胶沉降法和 P e r c oll密度梯

度一步分离法对血管内皮细胞 V (E C) 回收率

的影响
,

以探寻更加适合于从外周血中获取有

活力 V E C 的实验方法
。

材料与方法

g
,

3 o m in )后
,

分别从上层
、

P
e r c o ll 交界面和底部取液

。
.

5m l
,

混匀后计数
。

每一标本计数 3 次
,

取其平均值

作为细胞数
。

在明胶沉降组中
,

将上
、

中层 E C 之和作

为回收细胞数
,

将下层 E C 作为丢失细胞数
,
在 P er

-

co U 分离组中
,

以中层 E C 为回收细胞数
,

而将上
、

下

层细胞数之和作为丢失细胞数
。

由此分别求得两组的

细胞回收率和丢失率
。

取健康胎儿脐带 20 根
,

以酶消化法常规获取人

脐静脉 E C
。

将 E C 浓度调至 1
.

4 只 10
`

/m l
.

实验分为

两组
:

( 1) 明胶沉降组 ( A 组 )
:

取 E C 液 3
.

o m l
,

加入

3 %明胶液 1
.

o m l
。

室温静置 3 o m in 后
,

分别于从上至

下的 。
.

s m】
、

2
.

o m l 处和底部采液 0
.

5 m l
,

混匀后计

数
.

( 2 ) eP
r e o ll 分离组 ( B 组 ) :

取 E C 液 3
.

om l
,

从其底

部加入 eP
r e o l l液 (密度为 1

.

0 5 0 ) 一 0m l
.

离心 ( 4 0 0 沐

2 结果

明胶沉降 3
0m in 后

,

下层 E C 数明显高于上
、

中

层 ( P < 。
.

01 ) , P er co n 密度梯度一步分离后
,

中层

E C 数明显高于上
、

下层 ( P < 0
.

0 1 )
。

A 组
.

的细胞丢失

率明显高于 B 组 ( 尸 < 。
.

01 )
, B 组的细胞回收率明显

高于 A 组 ( 尸 < 0
.

01
,

附表 )
。

附表 两种方法对 V E C 回收率的影响

组别 例数

A 组 10

B 组 1 0

上层 E C

9
.

1士 2
.

3

5
.

8士 3
.

2

中层 E C

1 2
.

5士 5
.

5

4 8
.

2士 5
.

7 找城

下层 E C E C 总数

3 2
.

8士 5
.

7 汉城 5 4
.

4士 1 2
.

7

回收 E C 数 丢失 E C 数 回收率 ( % ) 丢失率 ( % )

2 1
.

6士 6
.

9 3 2
.

8士 5
.

7△△ 3 9
.

7士 0
.

0 4 6 0
.

3士 0
.

04 △△

3
.

4士 1
.

9 5 7
.

4士 7
.

7 4 8
.

2士 5
.

7△△ 9
.

2士 4
.

0 8 4
.

0士 0
.

0 6 △△ 1 6
.

0士 0 0 5

注
: 炭斑

表示该位与同组内的另外两层 E C 数相比有昨常显芳差异 ( 尸 < 0
.

01 )
。

△△表示该值与另纽的对应值相 比有非常显井差异 ( 尸 < 。
.

01 )
。

讨论

P er
c ol l 是一种新型梯度介质

。

其粘度较

低
,

易形成等渗状态
,

对细胞无毒
.

尤其适合于

细胞分离
。

有关 V E C 分离的实验方法中多采

用一定密度的 P er co ll 溶液
。

最近
,

aS m a d e n
等

“ ’

采用彩色密度标记珠

直观地测得 V E C 的密度 为 1
.

0 5 0 ,

并采用这

个密度的 P e r co ll 分离液成功地从病人外周血

中分离出了可供体外培养的有活力的 V E C
。

但是
,

这一实验方法 尚有待改进
。

因其需

血量大 ( 30 m l ) ;
采血前需造成病人前臂损伤

;

而且成功率不高
。

这些都是在临床推广应用中

的障碍
。

明胶沉降红细胞是 S a m ad
e n
实验方法 中

的组成部份之一
。

最近有研究提示
,

明胶沉降
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可能降低 白细胞的回收率
` , ) 。

但明胶沉降是否

也 会降低 V E C 的回收率
,

目前 尚未见文献报

道
。

本文以人脐静脉 E C 为材料
,

比较了明胶

沉降法和 P er co l l 密度 梯度一步分 离法对 E C

回收率的影响
。

实验结果表 明
:

明胶沉降组的

E C 回收率为 3 9
.

7 士 0
.

0 4 %
,

而 P e r e o l l 分 离

组的回收率为 84
.

0士 0
.

06 %
。

此结果提示
,

采

用 P er co ll 密度梯度一步分离法可能更加适合

于外周血中分离有生长活力的 E C
。

关键词 细胞分离 ;人脐静脉内皮细胞 ; 明胶沉

降法
;

P er co ll 密度梯度一步分离法
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用 B P V
一

1 抗血清对尖锐湿庄的检测

叶庆偷 唐 书谦 钟白玉 (第三军医太学西南医院皮肤科 ) 6 3 0 0 3 8

乳头瘤病毒广泛分布于自然界
,

它们有高

度的种特异性
,

可引起人和多种动物的良性上

皮瘤 (沈或乳头状瘤 ) “
’ 。

临床上由于某些生殖

器疵如宫颈扁平型尖锐湿虎表现不典型
` 2 ’ ,

常

需作病原学检查来证实
,

一般多用人乳头瘤广

毒 ( H P V )抗血清作 免疫组化染色
。

为啊察牛

乳 头瘤病毒 ( B P V ) 抗 血清 的效果
,

我 们用

A B C 技术检测 了尖锐湿疵等免疫 组化学反

应
,

现报道如下
:

乳头瘤病 毒存在
.

表现 为核 内汗柠 色颗粒状沉淀

物
`“ ’ ,

2 结果

犯锐湿疵 41 例
,

B P v 阳性 24 例 ( 5 4
.

5 % )
,

寻常

庞 16 何
,

阳性 H 例 (6 8
.

8 % )
,

脂溢性角化 11 例均为

阴性
。

B P V 染色阳性的胞孩均位于表皮上 1 3/
.

成群

集聚
,

多在凹空细胞中
。

讨论

材料与方法

尖锐湿疵 44 例
,

为近 1年的门诊患者
,

另取临床

及病理确诊的寻常优 16 例
、

脂溢性角化 11 例的保存

蜡块作对照
。

均为 oB iu n

液固定
,

常规石蜡包埋
.

作

4“ m 切片
,

脱蜡至水
。

经含 3 %过氧化氢的甲醇去除

内源酶
,

l
:

2 0 正常羊血清处理以消除非特异性 反

应
.

加 1
:

1 0 0 兔抗 B P v 血清 ( B Pv
一

x
,
D A K O ) 4℃过

夜
,

加生物素标记的羊抗兔血清 37
`

c 40 m i
n

.

再加 八B

复合物 37 C 3 o im
; , ,

D A B 显色
,

苏木素复染胞核
,

脱

水透明
,

树胶封片后镜检
。

B PV 阳性者即表示该处有

乳 头多瘤空泡病毒科 ( P a p o v a v i r i d a e ) 由

孚L头瘤病毒属与多瘤病毒属所组成
,

每属有它

本身的共同杭原
,

用该抗原制备的抗血清
,

只

对该属病毒特异性地发生反应
“ ’ 。

通常所用的

H P V 抗 血清是用人跟优病毒免疫兔所制备

的
,

用直接免疫荧光和 P A P 或 A B C 免疫组化

染色
,

可同其他种属动物的乳头瘤病毒起阳性

交叉反应
,

而不与 人多瘤病毒 B K
、

鼠多瘤病

毒及猴病 毒 S V
一

40 起 反应
` , ) 。

国外报道用

壬IP V 抗血清兔疫组化染色
,

检测尖锐湿疵
,

阳


