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　　［摘　要］　目的　研究人血丙种球蛋白（ＩＶＩＧ）和阿司匹林（ＡＳＰ）治疗对川崎病患儿循环内皮祖细胞功能的
影响及其可能的机制。方法　抽取１０例川崎病患儿ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗前及治疗７ｄ后的外周血，将单个核细胞诱
导培养内皮祖细胞。利用ＭＴＴ法、改良Ｂｏｙｄｅｎ小室法、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。同时测定血浆中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和超敏Ｃ反应蛋白（ｈｓＣＲＰ）的浓度。结果　ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗７ｄ
后循环内皮祖细胞的功能较治疗前显著提高。ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗７ｄ后血浆中ＴＮＦα和ｈｓＣＲＰ的浓度显著降低。
治疗后ＴＮＦα和ｈｓＣＲＰ浓度的降低与内皮祖细胞功能的提高呈显著正相关关系。结论　ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗可显
著改善川崎病患儿循环内皮祖细胞的功能，其机制可能与ＴＮＦα和ｈｓＣＲＰ的浓度降低有关。
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　　川崎病是一种全身血管炎症性疾病，主要损伤
中型和小型血管特别是冠状动脉［１］，具体发病机制

尚不明确。有报道免疫系统功能紊乱、炎症介质和

细胞因子的分泌失调及血管损伤后的修复功能降低

可能是川崎病血管损伤发生的主要原因［２５］。已经

证实，急性期川崎病患儿体内肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和超敏 Ｃ反应蛋白（ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＣｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ，ｈｓＣＲＰ）浓度显著升
高［６８］。ＴＮＦα和 ｈｓＣＲＰ浓度的升高对血管壁的
结构和功能有明显的损伤作用［９１０］。内皮祖细胞是

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）是一簇能分化为
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成熟内皮细胞的干细胞群［１１］，是血管损伤的修复因

素，也是维持血管壁结构和功能正常的重要因

素［１２１３］。

本课题组前期研究表明急性期川崎病患儿循环

ＥＰＣｓ功能显著降低，可能导致冠状动脉的修复延
迟，最终导致冠状动脉病变发生［５］。静注人血丙种

球蛋白（ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩＶＩＧ）和阿司匹
林（ａｓｐｉｒｉｎ，ＡＳＰ）是治疗川崎病的国际公认方法，
ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗可以有效防止冠状动脉病变的发
生。然而，目前尚未见ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗对川崎病患
者循环ＥＰＣｓ功能影响的报道。因此，本研究观察
了ＩＶＩＧ和ＡＳＰ对急性期川崎病患儿循环 ＥＰＣｓ功
能的影响及 ＥＰＣｓ功能改变与 ＴＮＦα和 ｈｓＣＲＰ浓
度改变的关系，以期为川崎病的治疗提供依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
选取２００８年７月到２０１０年３月在我院住院的

１０例典型川崎病患儿（年龄５个月至３岁，中位年
龄２０个月；男／女＝７／３）在治疗前和治疗７ｄ后采
集静脉血。川崎病患儿的入选标准依据１９８４年日
本川崎病委员会修订的诊断标准［１４］，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５～７天，予以２ｇ／ｋｇ的ＩＶＩＧ静脉滴注一次，并予
以ＡＳＰ每日５０ｍｇ／ｋｇ口服。该研究得到我院医学
伦理委员会的批准和患儿家长的知情同意。

１．２　ＥＰＣｓ的培养与鉴定
无菌条件下抽取外周静脉血１５ｍＬ，密度梯度

离心法分离外周血单个核细胞［５］。最后将分离得

到的细胞置于含体积分数１０％的胎牛血清、１０ｎｇ／Ｌ
血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）、２ｎｇ／Ｌ碱性成纤
维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）的 ＤＭＥＭ培养基中。培养
７ｄ的外周血单个核细胞，用 ＰＢＳ液洗２次。然后
加入浓度为１０ｎｇ／Ｌ的 Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂
蛋白（１，１０ｄｉｏｃｔａｄｅｃｙｌ３，３，３０，３０ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｉｎｄｏ
ｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅｐｅｒｃｈｌｏｒａｔｅｌａｂｅｌｅｄａｃｅｔｙｌａｔｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＤｉｌａｃＬＤＬ，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司）溶液，
３７℃孵育１ｈ后，ＰＢＳ洗涤２次。加入４％多聚甲醛
３ｍＬ固定２０ｍｉｎ。加入１０ｎｇ／Ｌ的异硫氰酸荧光素
－标记的植物凝集素 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ
Ｌｅｃｔｉｎ，ＦＩＴＣＬｅｃｔｉｎ，Ｓｉｇｍａ公司），３７℃孵育 ２４ｈ。
然后用ＣａｒｌＺｅｉｓｓ荧光显微镜观察，ＤｉｌａｃＬＤＬ／ＦＩＴＣ
Ｌｅｃｔｉｎ双阳性细胞定为ＥＰＣｓ。见图１。

　　图１　ＥＰＣｓ的鉴定　荧光显微镜观察 ＤｉｌａｃＬＤＬ阳性（红
色）和ＦＩＴＣＬｅｃｔｉｎ阳性（绿色）双阳性的内皮祖细胞（×１００）。箭头

所示为阳性细胞，呈红、绿重叠的颜色。

１．３　ＥＰＣｓ的功能鉴定
１．３．１　ＥＰＣｓ增殖能力检测　　将４×１０５个 ＥＰＣｓ
接种到包被含人纤维连接蛋白的９６孔培养板，然后
静置２４ｈ。每孔加 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）１０μＬ，培养 ４ｈ
后，弃上清液，再加入二甲基亚砜（１５０μＬ／孔），于
微量振荡器充分振荡 １０ｍｉｎ，置酶标仪于波长
４９０ｎｍ处测吸收度值。吸光度强的细胞增殖能力
强。

１．３．２　ＥＰＣｓ迁移能力检测　　将含有 ＶＥＧＦ
５０μｇ／Ｌ的培养液２５μＬ加入改良的 Ｂｏｙｄｅｎ小室
的下室，将２．５×１０４个ＥＰＣｓ悬浮在培养液５０μＬ，
注入上室，培养２４ｈ，刮去滤膜上面的未移动细胞，
用甲醇固定，Ｇｉｅｍｓａ染色，随机选择５个显微镜视
野（×４００），计数迁移的细胞。
１．３．３　ＥＰＣｓ贴壁能力检测　　２．５×１０４个 ＥＰＣｓ
悬浮在培养液５００μＬ中，然后将 ＥＰＣｓ接种在包被
含人纤维连接蛋白的 ２４孔培养板中，３７℃培养
３０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤３次后，每孔选择５个高倍视野
（×２００）计数贴壁细胞。贴壁细胞数多的黏附能力
强。

１．４　血浆ＴＮＦα和ｈｓＣＲＰ的测定
于清晨空腹抽取静脉血５ｍＬ置于枸橼酸钠抗凝

管中，离心１０ｍｉｎ后取血浆，后利用终点散射比浊法
测定 ｈｓＣＲＰ浓度，测定范围为０．１５６～１０００ｍｇ／Ｌ。
血浆 ＴＮＦα通过 ＥＬＩＳＡ方法测定。ＥＬＩＳＡ试剂盒
购于Ｒ＆Ｄ公司，根据说明书进行操作。每份标本测
定２次，取平均值。
１．５　统计学分析

统计学分析使用ＳＰＳＳ１３．０软件进行。结果以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示，统计学分析采用配对ｔ检验；
使用线性回归分析 ＥＰＣｓ的功能变化与 ｈｓＣＲＰ和
·７６９·
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ＴＮＦα浓度变化的关系；Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗前后 ＥＰＣｓ的功能变化
对体外诱导培养得到 ＥＰＣｓ进行功能测定显

示：ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗后，ＥＰＣｓ的迁移、增殖和贴壁
能力均较治疗前显著改善（Ｐ＜０．０１），见表１。

２．２　ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗前后血浆 ＴＮＦα和 ｈｓ
ＣＲＰ水平的变化

与治疗前比较，治疗后患儿血浆 ＴＮＦα和 ｈｓ
ＣＲＰ浓度显著下降（Ｐ＜０．０１），见表１。
２．３　血浆ＴＮＦα和ｈｓＣＲＰ浓度变化与ＥＰＣ功能
变化的关系

血浆ＴＮＦα和 ｈｓＣＲＰ浓度治疗前后的变化值
与ＥＰＣｓ功能的改变值之间均呈正相关。见图２～３。

表１　治疗前后各项指标的比较　（ｘ±ｓ）

例数
迁移能力

（细胞数目／高倍视野）
增殖能力

（ＯＤ４９０）
贴壁能力

（细胞数目／高倍视野）
ＴＮＦα浓度
（ｐｇ／Ｌ）

ｈｓＣＲＰ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

治疗前 １０ ５．５±１．８ ０．３８±０．０８ ６．５±１．７ ４８±７ 　８４±２４
治疗后 １０ ７．９±２．２ ０．５０±０．０８ １０．７±１．９ ３２±６ 　１３±３
ｔ值 －４．７８ －５．０７ －５．６２ ６．４７ ８．４５
Ｐ值 ０．００１ ０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１
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图２　治疗前后ＥＰＣｓ的功能改变与血浆ＴＮＦα浓度变化的相关分析（ｎ＝１０）　△示治疗前后的变化值
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图３　治疗前后ＥＰＣｓ的功能改变与血浆ＨｓＣＲＰ浓度变化的相关分析（ｎ＝１０）　△示治疗前后的变化值

３　讨论

川崎病所导致的冠状动脉病变是儿童获得性心

脏病主要原因，冠状动脉瘤是川崎病最严重的并发

症，可能会导致患病儿童的死亡［１５］。冠状动脉瘤持

续存在的患儿可出现冠状动脉内皮细胞和平滑肌细

胞的功能异常［１６１７］。即使冠状动脉瘤得以恢复，冠

状动脉壁的形态和细胞功能仍不能完全恢复正常。

近来的研究表明，ＥＰＣｓ在维持血管壁的正常结
构和功能方面具有重要作用［１１１２，１８］。循环 ＥＰＣｓ的
数目和功能与内皮细胞的功能呈正相关关系［１２］。

动物和临床试验均表明：提高外周循环ＥＰＣｓ的水平
可以增加损伤动脉的再内皮化程度并有效抑制新生

内膜的形成，阻止血管狭窄的进展［１８１９］，增加外周循

环ＥＰＣｓ的水平可以降低心血管死亡的风险［１３］。

·８６９·
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本研究发现川崎病患儿循环 ＥＰＣｓ的增殖、迁
移和贴壁功能在ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗７ｄ后显著改善，
提示ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗可以提高患儿 ＥＰＣｓ的功能。
已有报道，高浓度的 ＴＮＦα可以损伤 ＥＰＣｓ的功
能［１０］，血浆ｈｓＣＲＰ水平与循环ＥＰＣｓ功能呈显著负
相关［９］。体外实验和临床研究发现，ＩＶＩＧ可以显著
抑制 ＴＮＦα的分泌［３，６］。本研究测定了 ＩＶＩＧ和
ＡＳＰ治疗前后 ＴＮＦα和 ｈｓＣＲＰ的浓度变化，发现
ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗后川崎病患儿血浆中 ＴＮＦα和
ｈｓＣＲＰ显著降低。进一步的统计学分析显示：川崎
病患儿循环 ＥＰＣｓ的功能改善与血浆 ＴＮＦα和 ｈｓ
ＣＲＰ浓度的下降程度呈正相关。研究显示 ＴＮＦα
可能通过损伤内皮细胞，促进白细胞聚集，加速弹性

蛋白降解和其他炎症损伤促进冠状动脉病变的形

成［２０］。然而，以往的研究主要集中在ＴＮＦα对川崎
病患儿冠状动脉的直接损伤。本研究发现 ＴＮＦα
对ＥＰＣｓ功能的损伤，可能直接影响到机体对冠状
动脉的修复能力。因此减少 ＴＮＦα的分泌，不仅可
以有效阻断ＴＮＦα对冠状动脉的直接损伤，而且可
以通过保护 ＥＰＣｓ的功能来加速冠状动脉的修复过
程。ｈｓＣＲＰ是一种被广泛应用的炎症反应和组织
损伤的标志物，在急性炎症反应、手术创伤、微生物

感染和自身免疫反应时可显著升高 ［２１］。研究发

现，ｈｓＣＲＰ可以直接损伤内皮细胞和ＥＰＣｓ［９，２２］。本
研究发现，ＩＶＩＧ和 ＡＳＰ治疗后 ｈｓＣＰＲ浓度显著降
低，这阻断了ｈｓＣＲＰ对血管内皮细胞的直接损伤并
通过保护ＥＰＣｓ的功能来维持血管壁的修复过程。

综上所述，本研究在国内外首次提出了ＩＶＩＧ和
ＡＳＰ治疗后川崎病患儿循环 ＥＰＣｓ功能显著改善，
其机制可能与 ＴＮＦα和 ｈｓＣＲＰ的浓度降低有关。
ＥＰＣｓ的功能改善可能是ＩＶＩＧ和ＡＳＰ治疗川崎病减
少冠状动脉损伤形成的机制之一。
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