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近年来!动脉粥样硬化'
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(被认为是一种免疫炎症性疾

病!由单核巨噬细胞介导的天然免疫反应和
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N

$

=M#

N

I

细

胞介导的获得性免疫反应在
1R

发病中起重要作用/

!

0

"本课

题组前期研究发现!冠心病患者外周血单核细胞上唾液酸黏附

素'
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(表达明显升高!且血清中高浓度过氧化型低密度

脂蛋白'

4d/QMQ

(可刺激其表达增高!提示冠心患者外周血单

核细胞已部分激活/
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"激活的单核细胞高表达
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!是否

可通过其淋巴细胞上的受体作用于淋巴细胞!引起淋巴细胞活

化增殖而参与
1R

外周炎性反应过程!目前还不清楚"本实验

拟通过分离冠心患者和健康对照者外周血单核细胞!与第三方

来源的
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞共培养!通过羧基荧光素二醋酸盐

琥珀酰亚胺酯'
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(标记结合流式细胞术'
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(!检测
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淋巴细胞增殖活性!并通过干扰素
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(促

进
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高表达或抗
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单抗阻断
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表达后!观

察单核细胞刺激
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞增殖能力是否有所变化!

以探讨
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?
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在介导单核细胞激活
I

淋巴细胞参与
1R

发

病中的作用"
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资料与方法
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一般资料
!

新鲜采集的健康献血者白细胞来自上海长海

医院血库!用于分离
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N或
=M#

N

I

细胞"
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例急性冠状动

脉综合征'
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(患者及
!$

例健康对照者'
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(来自本院!抽取

外周血用于分离
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N单核细胞"
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]MI1

'美

国
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荧光染料'美国
>43:6G3A;S;4U:-

公

司(!丝裂霉素
=

'美国
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公司(!抗
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(.国家自然科学基金资助项目'

#!%($&("

(.上海市科学技术委
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公司(!细胞因子
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'美国
YZM

公司(!荧光标

记小鼠抗人
=M&

#

=M#

#

=M!&

单抗及同型对照'美国
:J,4/

-6,:.6:

公司(!

$&

孔#

"'

孔细胞培养板'美国
=4;.,.

?

公司("

=4G38:;=

7
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流式细胞仪'美国
J:6X9A.=4G38:;

公司(#磁珠分选器和
>R

$
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分选柱'德国
>,38:.

7

,

公司(#超

净工作台'苏州净化设备工程有限公司(#细胞培养箱'德国

C:;A:G-

公司(#

LkJDI10&$%

台式高速离心机'日本
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DI1

公司("

B*D

!

方法
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#
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#

=M!&

N细胞的磁珠分选
!

分选缓冲液的

配制%

E

C(*$

的
MSJR

含
0O<JR

及
$9943

$

Q]MI1

!配好后

放置在
&g

预冷"取新鲜分离的健康人外周血白细胞!加入无

菌生理盐水稀释后!小心置于淋巴细胞分离液上!

$0%%;

$

9,.

离心
)%9,.

!取单核细胞层!缓冲液洗
$

遍!细胞计数后!将每

!%

( 个细胞重悬于
#%

&

Q

缓冲液中!加入
$%

&

Q=M&

#

=M#

或

=M!&

磁株!

& g

孵育
!09,.

后用缓冲液洗
!

遍再重悬!上

>R

$

QR

分选柱进行阳性分选!操作按说明书进行"

B*D*C

!

检测磁珠分选细胞纯度和得率
!

将
$c!%

0 个分离得

到的
=M&

N

#

=M#

N 或
=M!&

N 细胞重悬于
!%%

&

Q

缓冲液中

'

SJRN%*0O

牛血清清蛋白
N%*%0O

叠氮钠(!加入
!

&

?

小鼠

H

?

a

室温孵育
!09,.

进行
<6

受体阻断!然后分别用
!

&

?

S]

标记的抗
=M&

!

<HI=

标记的抗
=M#

或荧光素
S]

标记的抗

=M!&

单抗'

H

?

a!

!

+

(冰上孵育
)%9,.

!同时设定匹配的同型对

照"孵育后!用缓冲液洗涤细胞
$

遍并将细胞重悬于
0%%

&

Q

含
!O

多聚甲醛的
SJR

中"用
<=0%%

流式细胞仪进行分析!

获取的数据用
=jS

软件进行处理"

B*D*D

!
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标记
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞
!

新鲜分离的
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞用
YS>H/!'&%

完全培养基调至
!c!%

(

$

9Q

!加入

终浓度为
0

&

>

的
=<R]

混匀!置
)(g

孵育
!%9,.

后加入
!%

9QYS>H/!'&%

完全培养基
!%%%;

$

9,.

离心
!%9,.

洗涤细

胞!重复洗涤
)

次后用
YS>H/!'&%

完全培养基悬浮细胞!调整

细胞数为
!c!%

'

$

9Q

备用"洗涤离心及后续操作过程中注意

避光"

B*D*E

!

单核细胞和淋巴细胞共培养
!

分选得到的
=M!&

N细

胞用含
!%%k

$

9Q

青霉素#

!%%

&

?

$

9Q

链霉素和
!%O <JR

的

YS>H/!'&%

培养基于
)(g

#

0O =D

$

培养!经丝裂霉素
=0%

&

?

$

9Q

于
)(g

处理
)%9,.

后!离心洗涤并调整细胞密度为
$

c!%

0

$

9Q

"实验分
0

组%'

!

(健康人
=M!&

.'

$

(健康人
=M!&N

HK</

"

0.

?

$

9Q

.'

)

(健康人
=M!&NHK</

"

0.

?

$

9QN

抗
R,

?
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!$

&

?

$

9Q

.'

&

(

1=R=M!&

.'

0

(

1=R=M!&N

抗
R,

?

3:6/!$

&

?

$

9Q

!每组
)

复孔"每孔于
HK</

"

或抗
R,

?
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处理后
$&F

再

加入
=M&

N或
=M#

N

I

淋巴细胞'单核
`

淋巴
b!̀ 0

(!接种
"'

孔板!每孔
$%%

&

Q

"共培养
0@

后收集悬浮细胞用流式细胞仪

检测淋巴细胞增殖情况"

B*D*F

!

流式细胞仪检测淋巴细胞增殖
!

收集共培养
0@

后的

悬浮细胞!离心洗涤并将细胞重悬于
0%%

&

Q

含
!O

多聚甲醛

的
SJR

中!用
<=0%%

流式细胞仪将每个样品分析
$%%%%

个细

胞!通过
<Q!

检测通道'

0$0.9

(进行
=<R]

荧光收集!

=jS

软件分析数据!得出每组分裂细胞占总细胞的百分数"

B*E

!

统计学处理
!

采用
R,

?

9AR8A8)*0

统计软件!计量资料用

L 8̂

表示!多组资料之间比较用方差分析!多组之间两两比较

采用
QRM

检验!非正态分布资料之间比较采用非参秩和检验!

以
M

#

%*%0

为差异有统计学意义"

C

!

结
!!

果

C*B

!

=M&

#

=M#

#

=M!&

磁珠分选纯度和得率
!

=M&

#

=M#

常规

分选纯度可达
"(O

以上!

=M!&

常规分选纯度可达
"0O

以上!

可用于下游实验"

C*C

!

=<R]

标记浓度对增殖检测的影响
!

采用不同浓度的

=<R]

'

!

#

$

#

0

#

!%

&

943

$

Q

(标记
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞!测定了标

记后阳性细胞百分率和荧光强度!并测定
0@

后细胞增殖水

平"确定了
0

&

943

$

Q

这一最佳浓度!在此浓度时具有较高的

标记效率和荧光强度!对细胞活力及后续增殖也无明显影响"

C*D

!

R,

?
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对共培养淋巴细胞增殖的影响
!

单核细胞刺激

=M&

N

$

=M#

N

I

细胞增殖的结果见图
!

"

1=R

组单核细胞刺激

=M&

N

$

=M#

N

I

细胞增殖作用强于
K=

组.当正常单核细胞用

HK</

"

处理促进
R,

?

3:6/!

表达后!刺激
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞增

殖作用也随之增强.当用特异性单抗阻断
R,

?

3:6/!

后!

1=R

组

及
HK</

"

处理的
K=

组单核细胞刺激
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞增殖

作用回到正常水平"

!!

1

%

=<R]

检测淋巴细胞增殖示意图.

1G8434

?

4G-

%自体单核细胞与

淋巴细胞共培养.

1334/1=R

%

1=R

患者单核细胞与异体淋巴细胞共培

养.

1334/K=

%

J=

组单核细胞与异体淋巴细胞共培养.

J

#

=

%发生增殖分

裂的
=M&

N

#

=M#

N

I

细胞在各组中百分比统计值.

$

%

M

#

%*%!

!

,

%

M

'

%*%0

"

图
!

!!

R,

?

3:6/!

对
=M&

N

%

=M#

N

I

细胞增殖的影响

D

!

讨
!!

论

体外检测细胞增殖最常用的方法是
>II

比色法#

)C

I@Y

掺入法和
J;@k

标记法等!虽然这些方法能够提示细胞群

体的分裂水平!却不能反映单个细胞的分裂状况!还存在毒性

和放射性危害等局限性"随着流式细胞术的发展!多种荧光染

料应用于细胞增殖的检测中!其中以
=<R]

的应用最为广

泛/

&

0

"

=<R]

是一种活体染料!可自由穿透细胞膜!与细胞内

&

!('!

&
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蛋白的赖氨酸残基或其他氨基发生反应!形成稳定的不可逆结

合"当细胞分裂时!其标记物可平均分配到
$

个子代细胞中!

使荧光强度呈对半递减!可提供多达
#

代的细胞分裂信息"此

外!传统的细胞增殖测定法只能对活细胞进行检测!而无法与

某些已经分裂又发生死亡的细胞区别"而使用
=<R]

标记!死

亡的细胞在几天内可保持荧光强度基本不变!并可使用其他染

料将其与活细胞区分开来!为增殖分析提供了更加全面的资

料/

0

0

"不仅如此!

=<R]

还可稳定地存在于细胞内长达数月之

久!并且不会使临近细胞染色!不会影响细胞功能"因此已经

被广泛应用于体内和体外细胞的示踪实验"

R,

?

3:6/!

'

=M!'"

(特异性表达于特定组织巨噬细胞上!而

健康人外周血单核细胞上并不表达/

'/(

0

"当巨噬细胞受到炎性

反应刺激时!

R,

?

3:6/!

表达迅速上调!在巨噬细胞促炎反应中

起重要作用"在多种炎性反应和自身免疫性疾病中均发现
R,/

?

3:6/!

在外周血及病变组织表达增高!并参与炎性反应及
I

淋

巴细胞激活等过程"而
R,

?

3:6/!

在冠心病中的具体作用尚未

见报道"

本课题组以前的研究发现!

R,

?

3:6/!

在
1R

患者外周血单

核细胞表达增高/

)

0

!血清中高浓度的
4d/QMQ

可能是
R,

?

3:6/!

表达增高的原因之一/

$

0

!但
R,

?

3:6/!

在
1R

中的确切作用尚未

阐明"为探讨
R,

?

3:6/!

在单核细胞促淋巴细胞增殖和活化中

的作用!进行了单核细胞
/

淋巴细胞混合培养实验!并分别用抗

R,

?

3:6/!

单抗阻断的方法抑制单核细胞
R,

?

3:6/!

发挥作用!用

HK</

"

刺激促进单核细胞高表达
R,

?

3:6/!

/

#/!%

0

!以探讨
R,

?

3:6/!

表达增强或抑制后对单核细胞刺激
=M&

N

$

=M#

N

I

淋巴细胞

增殖能力的变化"实验发现!

1=R

患者
=M!&

N单核细胞具有

比健康人单核细胞更强的刺激
I

细胞增殖的作用"当用
HK</

"

上调健康人单核细胞
R,

?

3:6/!

表达后!单核细胞刺激
=M&

N

和
=M#

N

I

细胞增殖能力增强!并且这种作用可通过抗
R,

?

3:6/

!

单抗靶向阻断而减弱"同样的!当用抗
R,

?

3:6/!

单抗靶向阻

断
R,

?

3:6/!

后!

1=R

患者单核细胞刺激
I

细胞增殖能力也有

所减弱"因此!可以得出结论!

1=R

患者增强的
=M&

N

$

=M#

N

I

淋巴细胞增殖能力部分是由于激活的单核$巨噬细胞高表达

R,

?

3:6/!

引起"

R,

?

3:6/!

可通过外周血单核细胞
/

淋巴细胞或斑

块局部巨噬细胞
/

淋巴细胞相互作用介导
1R

全身或局部炎性

反应"

本研究成功建立了
=<R]

标记结合流式细胞术检测外周

血
=M&

N

$

=M#

N

I

淋巴细胞增殖的实验方法!该方法简单#实

用#灵敏度高!结果稳定可靠!可以取代
)CI@Y

掺入法或

>II

法用于不同免疫刺激情况下淋巴细胞增殖的检测"并

结合单核细胞
R,

?

3:6/!

高表达或低表达后刺激
=M&

N

#

=M#

N

I

淋巴细胞对其增殖反应进行了检测!验证了该方法的可靠性"

总之!笔者认为在高浓度的
4d/QMQ

刺激下!

1=R

患者外

周血单核细胞被激活!

R,

?

3:6/!

表达增高!单核细胞摄取
4d/

QMQ

后转变成泡沫细胞!将脂质抗原提呈给
=M&

N

$

=M#

N

I

细胞/

!!

0

!并刺激
=M&

N

$

=M#

N

I

淋巴细胞增殖!最终影响
1R

的炎性反应过程"通过
R,

?

3:6/!

特异性抗体靶向阻断其功能

可减轻淋巴细胞增殖反应"因此!对外周血单核细胞或粥样斑

块巨噬细胞上
R,

?

3:6/!

的调节治疗有望成为一种治疗
1R

的新

方法"
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