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%%!摘%要"%目的%研究川崎病患儿循环内皮祖细胞的功能状态及其与血浆超敏&反应蛋白$@AB&C0&浓度的

关系' 方法%将 !$ 例川崎病患儿和 !$ 例健康体检儿童分为川崎病组和对照组' 利用含有血管内皮细胞生长因

子$4DEF&(碱性成纤维细胞生长因子$GFEF&的 HIDI培养基将入选者的外周血单个核细胞诱导培养为内皮祖

细胞' 然后分别利用IJJ法(改良;+K1-)小室法及细胞培养板贴壁法测定内皮祖细胞的增殖*迁移和贴壁功能'

利用胶乳增强的免疫比浊法测定血浆@AB&C0的浓度' 结果%川崎病组内皮祖细胞的增殖能力*迁移能力和贴壁能

力均较对照组显著降低(差异有统计学意义(!L$6$!' 川崎病组@AB&C0的浓度较对照组显著升高$:#6! M>$6" .NOP

QA?6> M>6R .NOP#!L$6$!&' 川崎病组循环内皮祖细胞功能与血浆@AB&C0浓度呈显著负相关' 结论% 川崎病

患儿循环内皮祖细胞功能显著降低(这可能与川崎病患儿体内的炎症介质反应有关'
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%%AB.3,-+3% CBD*+30=*%J+A,81K,'-U8)V,(+) +UV(3V852,()N-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55A2)1 (,A3-52,(+)A'(/ W(,' A-38.

V+)V-),32,(+)A+U'(N'BA-)A(,(Q(,K&B3-2V,(Q-/3+,-() $@AB&C0& () V'(513-) W(,' X2W2A2Y(1(A-2A-6E*376/.%J-) V'(513-)

W(,' X2W2A2Y(1(A-2A-2)1 ,-) '-25,'KV'(513-) 2A2V+),3+5N3+8/ W-3--)3+55-16J'-/-3(/'-325.+)+)8V5-23V-55AW-3-

()18V-1 (),+-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55A8A()NH85G-VV+ZAI+1(U(-1 D2N5-I-1(8.V+),2()()NQ2AV8523-)1+,'-5(25N3+W,'

U2V,+32)1 G2A(VU(G3+G52A,N3+W,' U2V,+36J'-/3+5(U-32,(Q-2G(5(,K( .(N32,+3K2G(5(,K2)1 21'-A(Q-2G(5(,K+U-)1+,'-5(25

/3+N-)(,+3V-55AW-3-2AA-AA-1 GKIJJ.-,'+1A( .+1(U(-1 ;+K1-) V'2.G-3.-,'+1A2)1 V-55V85,83-/52,-21'-A(+) .-,'+1(

3-A/-V,(Q-5K6J'-V+)V-),32,(+)A+UA-38.@AB&C0W-3-.-2A83-1 GK52,-[-)'2)V-1 ,83G(1(.-,3(V(..8)+2AA2K6F*.123.%

J'-/3+5(U-32,(Q-2G(5(,K( .(N32,+3K2G(5(,K2)1 21'-A(Q-2G(5(,K+U-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55A() ,'-X2W2A2Y(1(A-2A-N3+8/

W-3-A(N)(U(V2),5K5+W-3,'2) ,'+A-() ,'-V+),3+5N3+8/ $!L$6$!&6J'-A-38.V+)V-),32,(+)A+U@AB&C0() ,'-X2W2A2Y(

1(A-2A-N3+8/ W-3-A(N)(U(V2),5K'(N'-3,'2) ,'+A-() ,'-V+),3+5N3+8/ $:#6! M>$6" .NOPQA?6> M>6R .NOP# !L$6$!&6

J'-U8)V,(+) +UV(3V852,()N-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55AW2A)-N2,(Q-5KV+33-52,-1 W(,' A-38.V+)V-),32,(+)A+U@AB&C0() ,'-

X2W2A2Y(1(A-2A-N3+8/6!64+21.064.%J'-U8)V,(+) +UV(3V852,()N-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55A(A1-V3-2A-1 () V'(513-) W(,'

X2W2A2Y(1(A-2A-( W'(V' .2KG-2AA+V(2,-1 W(,' ,'-2G)+3.25-[/3-AA(+) +U()U52..2,+3K.-1(2,+3A6

!!704G !643*;8H*/0-3,( "#$#( $" $%&%&$' (&$%"

%%?*> :6,/.%%X2W2A2Y(1(A-2A-# D)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55# D)1+,'-5(25V-55# @(N'BA-)A(,(Q(,K&B3-2V,(Q-/3+,-()# &'(51

%%川崎病是一种全身中小血管的炎症性疾病(其

病因尚未完全明确(但目前多认为与自身免疫紊乱

有关!!"

' 川崎病诱发的冠状动脉损伤是危害儿童

身体健康的重大疾病' 研究表明(冠状动脉内皮细

)>!?)
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胞功能不全和结构损伤与川崎病诱发的冠状动脉损

伤有着密切的联系(内皮细胞结构和功能损伤可能是

动脉损伤的始动因素!""

' 因此(维持动脉内皮细胞的

正常结构和功能对防治冠状动脉损伤具有重要意义'

大量实验资料表明(骨髓*外周血和脐血中存在

能分化为内皮细胞并参与血管内皮细胞修复的内皮

祖细胞$-)1+,'-5(25/3+N-)(,+3V-55(D0&&

!>BR"

' 动物

实验发现(D0&能够归巢*定位到损伤的动脉内皮细

胞处(并增殖*分化为成熟且功能正常的内皮细胞(

能有效抑制动脉内膜增厚和管腔狭窄!?"

' 临床研

究表明(循环D0&数目和功能与动脉内皮细胞功能

呈显著正相关(深入研究发现循环 D0&水平与心血

管事件及心血管死亡的发生率呈显著负相关!R"

'

因此(循环D0&水平对维持正常的心血管功能具有

重要意义' 研究发现血浆超敏&反应蛋白$'(N'BA-)B

A(,(Q(,K&B3-2V,(Q-/3+,-()( @AB&C0&能够损伤体外培

养D0&的功能(增加D0&的凋亡!="

' 同时(已发现血

浆@AB&C0在川崎病患儿体内显著升高!#"

' 然而(目

前尚未见川崎病患儿循环D0&功能状态的报道'

本研究拟探讨川崎病患儿循环 D0&的增殖*迁

移及贴壁功能#同时分析D0&的功能状态与血浆浓

度的关系(将有助于阐明川崎病患儿发生冠状动脉

损伤的机制(为防治川崎病诱发的冠状动脉损伤提

供实验依据'

$I对象与方法

$6$I研究对象

典型的川崎病患儿 !$ 例为川崎病组(年龄 = 月

至 R 岁(中位年龄 "= 月#男女比例为 #\>#健康体检

者 !$ 例为对照组(年龄 # 月至 R 岁(中位年龄 "?

月(男女比例为 #\>' 两组之间的一般资料(包括年

龄*体重*白蛋白*球蛋白及胆红素差异无统计学意

义' 所有血液标本均在未进行任何治疗前取得' 川

崎病患儿的入选标准依据 !<:R 年日本川崎病委员

会修订的诊断标准(并排除心力衰竭及其他应激性

疾病' 所有川崎病患儿均在发热的第 ? ]# 天(入选

本研究并抽取外周静脉血' 川崎病患儿在急性期均

使用 " NOYN的人血丙种球蛋白一次性静脉滴注(并

接受 >$ .NOYN的阿司匹林口服' 健康对照组血液

标本在体检时获取'

$6"I内皮祖细胞的培养与鉴定

无菌条件下抽取外周静脉血(用密度梯度离心

法分离外周血单个核细胞' 最后将分离得到的细胞

置于含体积分数 !$^的胎牛血清*!$ )NOP血管内

皮细胞生长因子$Q2AV8523-)1+,'-5(25N3+W,' U2V,+3(

4DEF&*" )NOP碱性成纤维细胞生长因子$G2A(VU(B

G3+G52A,N3+W,' U2V,+3( GFEF&的 HIDI培养基中'

培养 # 1的外周血单个核细胞(倒出原有培养基用

0;_液洗两次' 然后加入浓度为 !$ )NOP的 H(5标

记的乙酰化低密度脂蛋白 $!(!$B1(+V,21-VK5B>(>(

>$(>$B,-,32.-,'K5()1+BV23G+VK2)()-/-3V'5+32,-B52G-5-1

2V-,K52,-1 5+W1-)A(,K5(/+/3+,-()(H(5B2VPHP(I+5-V8B

52303+G-A公司&溶液(使液体铺满瓶底(然后 >#`孵

育 ! '' 倒出H(5B2VPHP溶液(用0;_ 洗涤两次' 随

后加入 R^多聚甲醛 > .P(固定 "$ .()' 倒出 R^

的多聚甲醛然后加入 !$ )NOP的异硫氰酸荧光素 9

标记的植物凝集素$U58+3-AV-() (A+,'(+VK2)2,-BP-V,()(

FaJ&BP-V,()( _(N.2公司&(>#`孵育"R '' 然后用

&235b-(AA荧光显微镜观察(H(5B2VPHPOFaJ&BP-V,()

双阳性细胞定为D0&'

$6'I内皮祖细胞的功能鉴定

用 $6!"?^胰蛋白酶消化收集 D0&(悬浮在培

养液中并计数' 按照下述方法进行实验'

!6>6!%D0&增殖能力检测%%将 R c!$

?

D0&接种

到包被有人纤维连接蛋白的 <= 孔培养板(然后静置

"R '' 每孔加IJJ$? NOP& !$

!

P(培养R '后弃上

清液(再加入二甲基亚砜$!?$

!

PO孔&(于微量振荡

器充分振荡 !$ .() (置酶标仪于波长 R<$ ).处测

吸收度值' 吸光度强的细胞增殖能力强'

!6>6" %D0&迁移能力检测%%将含有 4DEF

?$

!

NOP的培养液 "?

!

P加入改良的;+K1-) 小室的

下室(将 "6? c!$

R 个D0&悬浮在 ?$

!

P培养液中(

注入上室(培养 "R ' (刮去滤膜上面的未移动细胞(

用甲醇固定(E(-.A2染色(随机选择 ? 个显微镜视

野$ cR$$&(计数迁移的细胞'

!6>6>%D0&贴壁能力检测%%"6? c!$

R 个D0&悬

浮在 ?$$

!

P培养液中(然后将 D0&接种在包被有

人纤维连接蛋白的 "R孔培养板中(>#`培养>$ .()(

用0;_洗涤 >次后(每孔选择 ? 个高倍视野$ c"$$&

计数贴壁细胞' 贴壁细胞数多的黏附能力强'

$JKIL.<!FH浓度的测定

清晨空腹抽取静脉血 ? .P置于枸橼酸钠抗凝

管中(离心 !$ .() 后取血浆(用终点散射比浊法测

定@AB&C0浓度(测定范围为 $6!?= ]! $$$ .NOP'

$J&I统计学分析

结果以均数M标准差$JM?&表示(统计学分析

使用 _0__ !>6$ 进行' 川崎病组和对照组的比较采

用非配对C检验#使用简单线性回归分析川崎病组

@AB&C0浓度与 D0&功能的关系' !L$6$? 定义为

)R!?)
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有统计学意义'

"I结果

"J$IMH!的鉴定

刚分离得到的外周血单个核细胞(在光镜下呈

圆形(细胞中心可见细胞核' 培养 # 1 后细胞变为

梭形*铺路样#用 HaPB2VPHP和 FaJ&BP-V,() 进行标

记(呈双阳性反应(定义为D0&' 见图 !'

"J"IMH!的功能测定

川崎病组D0&的增殖能力*迁移能力和贴壁能

力均较对照组显著降低(差异有统计学意义(均

!L$6$!' 见表 !'

II图 $ID0&的体外诱导'培养与鉴定I

A% 光镜下观察刚分离得到的单个核细胞 (呈圆形$ c!$$&#N%培养 # 1 的单个核细

胞成为D0&(呈铺路石样改变(箭头所示$ c!$$&#!%荧光显微镜观察H(5B2VPHP和FaJ&BP-V,() 双阳性的D0&(呈红*绿重叠的颜色(

箭头所示$ c!$$&'

II表 $I川崎病组和对照组D0&功能的比较I

$ JM?&

组别 例数
迁移能力

$细胞数目O高倍视野&

增殖能力

$dHR<$&

贴壁能力

$细胞数目O高倍视野&

对照组 !$ ?6?$ M!6#: $6== M$6$# !!6"$ M"6$R

川崎病组 !$ >6R$ M!6>? $6R# M$6$: =6?$ M"6!"

C值 "6<# ?6=R ?6$?

!值 $6$$: $6$$$ $6$$$

"J'IL.<!FH浓度比较

川崎病组@AB&C0的浓度为 :#6! M>$6" .NOP(对

照组@AB&C0的浓度为 ?6> M>6R .NOP(两组比较差异

有统计学意义(Ce9:6?"(!L$6$!'

"JKIMH!的功能与L.<!FH浓度的关系

简单线性回归分析发现(川崎病组 D0&的增

殖*迁移与贴壁功能与 @AB&C0浓度呈显著负相关'

见图 "'
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'I讨论

川崎病是一种主要波及全身中*小动脉的炎症

性疾病(其中危害最大的是心脏冠状动脉的损

伤!:"

' 即使川崎病患儿在急性期未发生冠状动脉

损伤(但其所遗留的冠状动脉内皮细胞功能不全是

成年期发生冠状动脉粥样硬化的危险因素!""

' 因

此(维持正常的动脉内皮细胞结构和功能(对防治川

崎病诱发的冠状动脉损伤具有重要意义'

内皮细胞是覆盖于动脉内表面的单核细胞层(

内皮细胞不仅是动脉的渗透屏障而且是一个多功能

的旁分泌和内分泌器官!<"

' 心血管疾病的危险因

素如炎症*高血脂*高血糖*高血压*吸烟*肥胖*高

龄*高半胱氨酸血症等都可以损伤内皮细胞(从而启

动$或加速&冠状动脉的损伤!!$"

' 国内研究报道用

高分辨率超声观察川崎病恢复期肱动脉血流介导的

扩张反应$ U5+W.-1(2,-1BQ2A+1(52,(+)( FIH& (以此

评价血管内皮功能' 该研究证实在川崎病恢复期仍

存在内皮功能障碍!!!"

' f2.2Y2W2等!!""在川崎病

患者冠脉内分别注射内皮依赖性血管舒张因子乙酰

胆碱和非内皮依赖性血管舒张因子硝酸异山梨脂(

观察冠脉的舒缩反应(以此了解冠状动脉内皮细胞

功能' 结果发现持续冠脉瘤处及冠脉瘤消退处冠脉

皆存在内皮细胞功能障碍' 7(G+A'(等!""证明有川

崎病史的成人亦存在血管内皮细胞功能不全(其研

究表明川崎病史可能是早期冠状动脉粥样硬化发生

的危险因素' 持续性冠状动脉瘤 $V+3+)23K23,-3K

2)-83KA.(&SS&患者的冠脉因内皮和$或&平滑肌功

能障碍而较正常的冠脉僵硬*弹性降低' 即使 &SS

消退(该处血管壁形态仍持续异常(内膜不同程度增

厚(血管功能受损' 因此(川崎病患儿冠状动脉内皮

细胞结构和功能受损(修复受损的内皮细胞对防治冠

状动脉瘤和冠状动脉粥样硬化的发生具有重要意义'

!<<# 年 SA2'232等!!>"首次报道了成人外周血

中存在能够分化为成熟内皮细胞的干细胞+++

D0&' 目前认为骨髓中的 &H>R

g和 4DEFCB"

g的造

血干细胞是D0&' "$$" 年(h25,-3等!!R"利用基因转

染技术证明 D0&可以归巢到损伤的动脉部位'

"$$> 年(E3(-A-等!!?"报道静脉内注射体外扩增的

D0&(可以有效抑制损伤动脉新生内膜的形成'

"$$> 年(@(55等!!="报道外周循环中的 D0&水平与

反映内皮细胞功能的指标FIH$U5+WB.-1(2,-1 1(252B

,(+)(FIH&呈正相关(说明 D0&与动脉内皮细胞功

能有密切关系' "$$R 年 @-等!!#"报道(移植体外扩

增的D0&可以促进损伤动脉的再内皮化程度并改

善内皮细胞功能' "$$?年(h-3)-3等!R"报道(外周循

环中&H>R

g

OXHC双阳性的细胞水平与心血管事件

的发生和心血管死亡呈显著负相关' 由此可见(D0&

对维持正常的内皮细胞结构和功能具有重要意义'

本研究发现(川崎病患儿外周循环 D0&功能较

对照组显著降低(说明川崎病患儿体内参与损伤内

皮细胞修复的 D0&能力下降' 提示川崎病容易发

生冠状动脉损伤的原因一方面与自身免疫反应及炎

症直接损伤有关(另一方面与内皮细胞损伤后未能

得到及时有效修复有关' 若能通过药物或者生物工

程学的方法提高外周循环中D0&的数目和功能(可

能会减少川崎病患儿发生冠状动脉损伤的概率'

为了探讨川崎病患儿体内循环 D0&功能较对

照组显著降低的原因(本研究分析了血浆 'AB&C0浓

度和D0&功能的关系' 结果发现(川崎病患儿血浆

'AB&C0浓度较对照组显著升高(这一结果与文献报

道相一致!!:B!<"

' 统计学分析表明(川崎病组血浆 'AB

&C0浓度与D0&的增殖*迁移和贴壁功能呈显著负

相关' 提示川崎病诱发的炎症不仅能直接损伤血管

内皮细胞(而且损伤了 D0&的功能(使动脉内皮细

胞的保护因素进一步减少' 有效和及时抑制川崎病

患儿体内的炎症反应(可能会从两方面保护冠状动

脉%一方面直接减少炎症因子对血管的损伤(另一方

面增加修复因素(如 D0&的数目和功能(对血管起

到间接的保护作用' 综上所述(川崎病患儿体内循

环D0&功能较对照组显著下降(这可能与患儿体内

炎症介质的损伤有关' 抑制炎症反应并提高循环

D0&的功能可能会有效降低川崎病患儿发生冠状动

脉损伤的风险'
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