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&&!摘&要"&目的&探讨紫绀型先天性心脏病患儿血清血管内皮生长因子$5TLB%和基质细胞衍生因子

$UJBF!%的水平与循环内皮祖细胞$T1'R%数量及功能变化的关系& 方法&采用TAIU9法检测 !E 例法洛四联症患

儿$紫绀组%外周血清 UJBF! 和5TLB的水平#采用密度梯度离心法分离T1'R体外扩增培养#做免疫荧光鉴定及细

胞计数& 采用@<<比色法*改良的C,M2.*小室和黏附能力测定实验'观察 T1'R的增殖能力*迁移能力及黏附能

力& 用回归分析法分析5TLB和 UJBF! 水平与T1'R数量及功能的相关性& 单纯室间隔缺损患儿 !E 例为对照组&

结果&紫绀组与对照组相比' 5TLB水平增高$#$!7"# b""7>" *P=A[R!!D7E? bDE7?# *P=A%#UJBF! 水平增高

$D7"E b!7$> *P=A[R!7$E b$7%% *P=A'3e$7$E%& 血清5TLB与 UJBF! 水平呈正相关$=m$7?>E'3e$7$!%& 与

对照组相比'紫绀组1T1'R数目明显增多$>#7# b%7>D%=#$$ 倍视野[R$E!7# bD7:D%=#$$ 倍视野'3e$7$!# T1'R

功能明显增强'其增殖能力*迁移能力及黏附能力明显强于对照组& 5TLB'UJBF! 的血清水平与 T1'R数量及功能

变化表现出明显的一致性'相关系数分别为 $7:D%E'$7E"%!'$7?D>? 和 $7>D%#& 结论&紫绀型先天性心脏病外周

血T1'R数量及功能较非紫绀组明显增加'同时5TLB和 UJBF! 血清水平也明显增加'上述变化存在相关性'可能

共同影响着患者的一些病理*生理变化& !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!L\ &!\!"

!关&键&词"&紫绀型先天性心脏病#循环T1'R#5TLB#UJBF!#儿童

!中图分类号"&N>#E7"&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$: ;::D$$#$$%%$" ;$#?> ;$?

B.99)*+,-./.O0)965*)@)*0.O]VUH+/:WRHP! 4-,1,1)/653)9+/:O6/8,-./.O8-9P

86*+,-/7 VDB0-/81-*:9)/4-,18;+/.,-88./7)/-,+*1)+9,:-0)+0)

#+"MF;'#-7%&' 9"MF$%&'EF-' 2"(-7%'!)$' 8./!8-'Q;%&' 12,/8$%&' !.52)7' 2"8;'N$%&:4;<7=>?;%>$@17='

G-$>F$=7D-DE)=&;=B' E;D$%G 6-7%&B7 2$I<->7A' 1;%>=7AE$)>F "%-J;=I->B' 1F7%&IF7 "!$$!!' 1F-%7 $2) 8'N' ,?7-A( RGLB'

AAV>$?:D$?%

&&=30,9+8,( >3?)8,-@)&<,.̂3/)*.-(.*Y/Z.43*2 XY*W-),* ,XW)4WY63-)*P.*2,-(.6)3604,P.*)-,4W.66R$T1'R% )*

W()624.* \)-( WM3*,-)WW,*P.*)-36(.34-2)R.3R.R$'HJ% 3*2 R-Y2M-(.)4W,44.63-),* \)-( R.4Y/6.[.6R,X[3RWY634.*2,-(.6)36

P4,\-( X3W-,4$5TLB% 3*2 R-4,/36W.662.4)[.2 X3W-,4F! $ UJBF!%7A),1.:0&B)X-..* W()624.* \)-( -.-436,PM,XB366,-

$WM3*,-)WP4,Y0% 3*2 !E 3P.F3*2 R.̂F/3-W(.2 W()624.* \)-( [.*-4)WY634R.0-362.X.W-$W,*-4,6P4,Y0% \.4..*4,66.27

U.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF! \.4./.3RY4.2 YR)*PTAIU97@,*,*YW6.34W.66R\.4.)R,63-.2 X4,/0.4)0(.436Z6,,2 ZM

B)W,662.*R)-MP432).*-W.*-4)XYP3-),* 3*2 WY6-Y4.2 -% J->=$7T1'R\.4.)2.*-)X).2 ZM)//Y*,X6Y,4.RW.*W.3*2 \.4.W,Y*-.2

Y*2.43/)W4,RW,0.7@,2)X).2 C,M2.* W(3/Z.43RR3M3*2 -(.@<<3RR3M\.4.YR.2 -,/.3RY4.-(./)P43-),* 3*2

04,6)X.43-),* W303W)-).R,XT1'R7T1'R32(.R),* 3Z)6)-M3RR3M\3R0.4X,4/.2 ZM4.063-)*PW.66R,* X)Z4,*.W-)*FW,3-.2 2)R(.R'

3*2 -(.* 32(.4.*-W.66R\.4.W,Y*-.27<(.W,44.63-),*R,XR.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF! \)-( -(.*Y/Z.43*2 XY*W-),* ,X

W)4WY63-)*PT1'R\.4.3RR.RR.2 ZM6)*.344.P4.RR),* 3*36MR)R7()06*,0&U.4Y/6.[.6R,X5TLB$#$!7"# b""7>" *P=A[R

!!D7E? bDE7?# *P=A# 3e$7$E% 3*2 UJBF! $D7"E b!7$> *P=A[R!7$E b$7%% *P=A# 3e$7$E% )* -(.WM3*,-)WP4,Y0

\.4.()P(.4-(3* -(,R.)* -(.W,*-4,6P4,Y07<(.4.\3R30,R)-)[.W,44.63-),* Z.-\..* R.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF!

$=m$7?>E' 3e$7$!%7<(.*Y/Z.4,XT1'R$ a#$$ X).62% )* -(.WM3*,-)WP4,Y0 R)P*)X)W3*-6M)*W4.3R.2 W,/034.2 \)-(

-(3-,X-(.W,*-4,6P4,Y0 $>#7# b%7>D [RE!7# bD7:D# 3e$7$!%7<(.XY*W-),*363W-)[)-).R,XT1'R' )*W6Y2)*P

04,6)X.43-),*' /)P43-),* 3*2 32(.R),* W303W)-).R' \.4.3YP/.*-.2 )* -(.WM3*,-)WP4,Y0 W,/034.2 \)-( -(,R.)* -(.W,*-4,6

P4,Y07<(.)*W4.3R.2 *Y/Z.43*2 XY*W-),* ,XT1'R3*2 -(.)*W4.3R.2 R.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF! \.4.W,*R)R-.*-)*

-(.WM3*,-)WP4,Y0' \)-( 3W,44.63-),* W,.XX)W).*-,X$7:D%E' $7E"%!' $7?D>? 3*2 $7>D%# 4.R0.W-)[.6M7B./8*60-./0&<(.

)>?#)
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*Y/Z.43*2 XY*W-),*363W-)[)-M,XT1'R3R\.663RR.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF! )*W4.3R.2 )* W()624.* \)-( WM3*,-)W

'HJ7U.4Y/6.[.6R,X5TLB3*2 UJBF! \.4.W,44.63-.2 -,-(.*Y/Z.43*2 XY*W-),*363W-)[)-M,XT1'R7U.4Y/5TLB3*2

UJBF! -,P.-(.4\)-( W)4WY63-)*PT1'R/3M063M)/0,4-3*-4,6.R)* -(.03-(,6,PM3*2 0(MR),6,PM)* -(.R.03-).*-R7

!B1-/C B./,)52D):-+,9' !""#' $$ $%%(!L\ &!\!"

&&E); 4.9:0(&'M3*,-)W(.34-2)R.3R.R# ')4WY63-)*PT1'R# 5TLB# UJBF!# '()62

&&近年来用自体内皮祖细胞$.*2,-(.6)3604,P.*)F

-,4W.66R' T1'R%修饰带瓣管道脱细胞基质材料的研

究越来越引起临床科研人员的重视!!'#"

& 而直到现

在'在低氧环境下关于循环T1'R的变化还没有完全

阐明'在紫绀型先天性心脏病这一领域的研究也未见

报道&

T1'R可以自动归巢到机体缺氧部位'并且通过

分化组装形成新生血管'改善局部组织的缺氧环

境!D'""

& 血管内皮生长因子 $[3RWY634.*2,-(.6)36

P4,\-( X3W-,4' 5TLB%是重要的促血管生长因子'它

的促血管生成'可能是通过 T1'R参与来完成!E"

&

而基质细胞衍生因子$R-4,/36W.662.4)[.2 X3W-,4F!'

UJBF!%及其受体 'G'N" 在造血干=祖细胞归巢中

起重要作用!?"

& 因而我们从构建组织工程带瓣管

道角度出发'结合紫绀型先天性心脏病组织缺氧的

特点'探讨紫绀型先天性心脏病患儿 5TLB和

UJBF!的血清水平和循环 T1'R数量及功能变化的

关系'在分子*细胞水平阐明他们之间的联系和作用

机制'有利于促进以循环 T1'R作为种子细胞构建

组织工程化肺动脉血管替代物研究&

$F材料与方法

$7$F材料

!7!7!&标本和临床资料&&法洛四联症$<KB%患

儿 !E 例为紫绀组'入选标准(年龄 eD 岁'口唇明显

发绀'安静状态下氧饱和度 >$S :̀ES'未合并其

他复杂心脏畸形& 单纯室间隔缺损$5UJ%患儿 !E

例为对照组'入选标准为(年龄 eD 岁'未合并肺动

脉高压'安静状态下氧饱和度 c%:S& 术前采集静

脉血 #$ /A'!#7E j=/A肝素抗凝'D$ /)* 内分离外

周血单个核细胞'以供后续实验& 另留取 " /A肝素

抗凝血'普通离心机 ! $$$ 4=/)* 离心 !E /)*'取上

清液'各 # /A分装两1T管'一管用做 5TLB检测'

另一管再次低温高速离心 "o下 !$ $$$ 4=/)*'离心

!$ /)*'去除血小板'用做 UJBF! 的检测& 分离的两

管血清分别做好标签均在;>$o冰箱中保存待测&

!7!7#&试剂&&单个核细胞分离液*左旋谷氨酰

胺*二甲基亚砜*BI<'FjT9FI均购于 U)P/3化学药

品公司& 特级胎牛血清购自美国 HMW6,*.公司&

@!%% 培养基*牛脑垂体提取物*纤维连接蛋白*

<4M0R)*FTJ<9为美国 L)ZW,公司产品& J)6F9WAJA

为美国@,6.WY63414,Z.R公司产品& 91'直标 OJN

$鼠抗人%源于美国NxJ公司& 1T直标 'J!DD$鼠

抗人%和BW受体封闭剂购自德国@)6-.*M)公司& 人

UJBF! 定量酶联检测试剂盒和人 5TLB定量酶联检

测试剂盒是上海森雄科技实业有限公司产品&

!7!7D&仪器&&细胞培养用超净工作台购自苏净

集团安泰公司'细胞培养箱 @,2.6D!!! 为美国 B,4F

/3UW).*-)X)W公司产品'恒温离心机 9[3*-)<@ +F

#E'.*-4)XYP购自美国 C.WQ/3* ',Y6-.4公司'各种规

格移液器产自德国 .00.*2,4X公司'荧光显微镜 TF

W6)0R.T?$$ 和倒置相差显微镜 TW6)0R.<TD$$ 购自

日本8)Q,*公司'酶标仪 f.66RW3* @O# 是芬兰 A3ZF

RMR-./RJ43P,*公司产品'TAG:$$7L.*.E 自动分析

仪为美国C),<.Q )*R-4Y/.*-R公司产品&

$7!F方法

!7#7!&T1'分离和培养&&取 #$ /A肝素抗凝血

用 $7$! //,6=A磷酸缓冲液$1CU%等倍稀释& 按体

积比 Dq! 加样于人外周血单个核细胞分离液$密度

!7$>>%'#Eo下 # $$$ 4=/)*'离心 #E /)*'吸取单个

核细胞'用已添加 #$S胎牛血清'"

&

P=/A牛脑垂

体提取物'氨苄青霉素 !$$ j=/A和硫酸链霉素

!$$ /P=/A的 @!%% 培基重悬'调整细胞密度为

# a!$

?

=/A'接种至 E

&

P=W/

# 人纤维连接蛋白预铺

的 ? 孔培养板'置于 D>o'ES'K

#

*饱和湿度培养'

># ( 后首次换液'弃未贴壁细胞'此后每 # 天换液

一次&

!7#7#&T1'R鉴定&&取第 > 天细胞用 !$

&

P=/A

J)6标记的乙酰化低密度脂蛋白$J)6F9WAJA%培养箱

孵育 ! (' #S多聚甲醛 #Eo固定 !$ /)*' #$

&

P=/A

BI<'标记的荆豆凝集素$BI<'FjT9FI%#Eo避光孵

育 !7E ('荧光显微镜观察双阳性细胞& 另取 !$ 2

左右细胞爬片纯丙酮固定'BW受体封闭剂孵育

!$ /)*'后续分别用 1T标记 'J!DD 抗体$!q!! 稀

释%孵育 !$ /)*'91'标记OJN抗体孵育 D$ /)*'各

步均 "o避光反应'荧光显微镜观察阳性细胞&

!7#7D&T1'R数量检测&&T1'R能吞噬J)6F9WAJA

$红光%并吸附 BI<'FjT9FI$绿光%'双染色阳性细

胞被认为是正在分化的 T1'R& 用倒置荧光显微镜

):?#)
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对上述双染色阳性细胞进行计数$!E 个随机选择的

a#$$ 视野%&

!7#7"&T1'R功能检测

$!%迁移能力测定($7$#STJ<9加 $7#ES胰

蛋白酶消化第 > 天细胞'用未添加生长因子的@!%%

调整细胞浓度为 ! a!$

E

="$$

&

A'置于改良 C,M2.*

小室上室'其下室加入含 E$ *P=/A5TLB的 @!%%

培基 ?$$

&

A'培养箱内孵育 #" ('细胞刷刮除滤膜

上层未迁移细胞' #7ES戊二醛及 !$$S甲醇分别固

定'苏木素复染'#$$ 倍显微镜随机记数 !$ 个视野'

计数迁移细胞数&

$#%黏附能力测定(取消化细胞调整浓度为

# a!$

"

=/A'于B8预铺 " 孔板内孵育 D$ /)*'弃未

贴壁细胞'#$$ 倍显微镜随机记数 !$ 个视野'计数

黏附细胞数&

$D%增殖能力测定(取消化细胞调整浓度为

# a!$

D

=!$$

&

A'于B8预铺 %? 孔板内孵育 #" ('分

别加入 !E /P=/A噻唑蓝溶液 !E

&

A'孵育 " ('加入

二甲基亚砜各 !E$

&

A'#Eo震荡 !$ /)*'酶标仪

"%# */波长处测定KJ值&

!7#7E&5TLB!UJBF! 血清水平检测&&实验前

#$ /)* 从冰箱取出待测血清标本和人 5TLB'UJBF!

定量酶联检测试剂盒'平衡至室温$#$o #̀Eo%'

取出 ": 孔的板条'采用双抗体夹心 9C'FTAIU9法'

分别按试剂盒说明书流程操作'在 T6̂:$$7L.*.E

仪器上检测'于 "%# */处测吸收光值读数&

!7#7?&统计学分析&&采用 U1UU !#7$ 统计分析

软件'计量资料以均数 b标准差$ LbI%表示'所有

资料数据采用两因素的方差分析'回归分析两因素

变量的相关性& 统计学 3e$7$E 为差异有显著性'

3e$7$!为差异有非常显著性&

!F结果

!K$FVDB0鉴定结果

免疫荧光鉴定结果显示 T1'R为 'J!DD

d

'

OJN

d

' J)IF9WAJA

d

=BI<'FjT9FI

d

$图 !'#%&

图 $FVDB0双染色实验结果$ Ĝ""%F

=(J)6F9WAJA

d

$红%# I(BI<'FjT9FI

d

$绿%# B(J)6F9WAJA

d

=BI<'FjT9FI

d

$黄%

&&图 !FVDB0免疫荧光鉴定$ %̂""%F

=(1TF'J!DD

d

$红%# I(91'FOJN

d

$蓝%

!K!FVDB0数量的比较

从紫绀组外周血中'经过分离*诱导*分化培养

的T1'R的数量显著高于对照组'分别为 >#7# b

%7>=#$$视野和 E!7# bD7:=#$$ 视野'3e$7$!&

!KGFVDB0功能的比较

从紫绀组外周血中'经过分离*诱导*分化培养

的T1'R'在其功能检查中'迁移*黏附及增殖能力均

明显强于对照组外周血中的T1'R的功能$表 !%&

&&表 $FVDB0功能变化检测结果
$LbI' % m!E%

组别
迁移功能

$个=#$$ 视野%

黏附功能

$个=#$$ 视野%

增殖功能

$KJ值%

对照组 %!7:" b:7E: !!#7? b>7$# $7#> b$7$!

紫绀组
!"$7? b%7#"

3

&!"% b!!7E:

3

$7D" b$7$#

3

&&3(与对照组比较'均3e$7$!

!K%F]VUH#WRHP$ 血清水平的比较

从紫绀组外周血中'经离心分离得到的血清标

本'采用双抗体夹心 9C'FTAIU9法检测的 5TLB'

UJBF! 血清水平均明显高于对照组外周血中的

5TLB'UJBF! 血清水平$表 #%&

)%?#)
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&&表 !F紫绀组与对照组]VUH'WRHP$ 血清水平的

比较
$LbI' *P=A%

组别 例数 5TLB UJBF!

对照组 !E !!D7E? bDE7?# !7$E b$7%%

紫绀组 !E

#$!7"# b""7>"

3

D7"E b!7$>

Z

&&3(与对照组比较' 3e$7$E# Z(3e$7$!

!K'F血清]VUH水平与VDB0数量的相关性分析

对紫绀组血清 5TLB的水平和 T1'R数量检测

的结果进行相关性分析'结果显示血清 5TLB水平

和 T1'R数量呈正相关'=m$7:D%E' >mE7!>"'

3e$7$!$图 D%&

!"#$!"#$%%&'(&
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'
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)
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23

2.. 20. 2/. 2-. 12.

!4.5-6789999999"4852:09999999#;.5.2

&&图 GF紫绀组 ]VUH血清水平和 VDB0双染阳细胞数

的相关散点图

!KLF血清]VUH水平与功能的相关性分析

对紫绀组血清 5TLB的水平和 T1'R功能检测

的结果进行相关性分析'结果显示血清 5TLB水平

和T1'R的功能呈正相关$图 "%&

!"#$!"#$%%&'(&
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,-(. !4.56/7-/ "465-8// #9.5.-

01(. !4.50:80/ "4:582// #9353-

23(.

!4358:72/ "4/57-// #9353-

&&图 %F紫绀组 ]VUH的血清水平和 VDB0功能的相关

散点图

!K\FWRHP$ 血清水平和 ]VUH血清水平表达相关

性分析

应用 U1UU!#7$ 软件行相关性分析$C)[34)3-.过

程%'在总体水平上 5TLB与 UJBF! 两组指标数据

之间存在正相关'其相关系数为 $7?>E' 3e$7$!

$图 E%&
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./0
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-23
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&&图 'F]VUH#WRHP$ 血清水平表达的相关散点图

GF讨论

内皮祖细胞也叫成血管细胞'是一种成体干细

胞'在出生后的个体外周血*骨髓及脐血中均存在

T1'R

!>"

& 传统观点认为血管生成只存在于胚胎时

期的血管形成'但是近年来的证据表明血管生成亦

存在于出生后的个体'即 T1'R在出生后的组织中

可以形成新生血管'目前认为血管结构可以通过内

皮祖细胞迁移*分化形成'即血管发生!:"

& 近年来

日益增多的证据显示'通过各种途径向体内移植或

动员机体自身的 T1'R可以提高缺血组织的血管新

生能力'促进损伤血管的再内皮化*抑制新生内膜的

增生!%'!$"

'从而为组织工程化的带瓣管道材料内膜

的内皮化提供了新思路&

本实验从外周血中应用梯度密度离心法和贴壁

法结合分离单个核细胞'直接用添加生长因子的培

养基进行诱导分化'在培养过程中先后出现纺锤形

细胞*细胞集落*细胞首尾相连成条索状结构'然后

细胞之间逐渐接触呈铺路石样外观'能摄取乙酰化

AJA$3WAJA%和结合jT9F!'这些都是T1'R向内皮

细胞分化过程中的特点'提示分离得到的贴壁细胞

在生长因子的刺激下可以向内皮细胞分化!!!"

& 实

验先鉴定具有内皮细胞系列特征的标志物 OJN'随

后做干祖细胞特异性标志物 'J!DD 的免疫荧光鉴

)$>#)
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定实验'以确保培养得到的混合细胞群含有大量

T1'R

!!#"

&

本实验观察到紫绀型先天性心脏病患儿外周血

T1'R数量明显增加' 较对照组增加了近 "ES'其结

果表明即使 !$ /A的外周血也可以分离出足够数量

的内皮细胞和内皮祖细胞'经过约 # 周培养'细胞总

数可以达到 !$

: 以上& 随后进一步对 T1'R的功能

进行增殖*黏附*迁移能力的检测'结果显示紫绀型

先天性心脏病患儿 T1'R的各种功能较对照组明显

增强'完全可以满足血管或瓣膜组织工程对种子细

胞的数量及功能要求& 而且'自体血来源的内皮细

胞和内皮祖细胞作为构建组织工程血管的种子细胞

不存在排异反应'所以是非常理想的种子细胞来

源!!D"

&

为了更好地了解紫绀型先天性心脏病患儿外周

血T1'R数量和功能变化的相关因素'根据紫绀型

先天性心脏病的临床特点///体循环缺氧'我们检

测了与缺氧有关的 5TLB'UJBF! 的血清水平'并进

行了组间比较'进一步统计了数据之间的相关性'结

果显示'在缺氧条件下'紫绀型先天性心脏病患儿血

清的5TLB表达水平和血清的 UJBF! 表达水平明显

上调'且 5TLB'UJBF! 的表达均显著高于对照组'

UJBF!的表达与5TLB的表达存在着明显的相关性&

这一结果的得出提示 UJBF! 在发挥其生物学功能时

可能直接或间接参与了血管新生& 部分深入研究还

发现'在 UJBF! 实现上调的过程中'同时可以伴随着

5TLB的表达变化'这对于阐明 UJBF! 在实现造血

调控中的具体机制及其在血管新生中的作用有着重

要的意义'因为以往的研究已证明'5TLB是具有代

表性的血管促进因子'它可直接而特异地刺激血管

内皮细胞'促使其增殖*分裂*移行'诱导新生血管的

形成!!""

& 由上述结果'可以推断'UJBF! 与 5TLB

之间可能构成了一个反馈调节的环路'两者之间相

互影响'对各自的生物学功能起到了加强的作用'共

同促进T1'R的数量和功能的变化!!E"

& 具体 UJBF!

与5TLB通过何种途径实现其相互影响'以及这种

影响谁占据了主导地位'有待于进一步的深入研究&

本研究观察到紫绀型先天性心脏病患儿外周血

5TLB'UJBF! 的血清水平的变化与 T1'R数量和功

能变化一致'通过数据统计相关性的分析'5TLB'

UJBF! 血清水平与 T1'R数量和功能变化存在明显

的相关性& 导致紫绀型先天性心脏病患儿血清

5TLB'UJBF! 水平增高以及 T1'R数量增加和功能

增强确切机制尚不明确' 可能包括以下途径(

!

在

缺氧条件下'细胞内 HIBF! 降解受阻'HIBF! 在胞内

大量集聚并转移到细胞核中'通过核磷酸蛋白$重

要的信号传导蛋白%将转录信号传给5TLB'发挥其

转录活性'诱导 5TLB表达和其他一系列机体的缺

氧反应'在基因水平上直接调控5TLB的表达'在转

录水平上显著增加5TLB的表达和5TLB/N89的

稳定性'上调5TLB受体的表达'使得内皮对已经存

在着的循环来源或旁分泌来源 5TLB的敏感性增

高'从而上调 5TLB蛋白表达水平!!?"

#

"

5TLB是

T1'R的重要趋化因子'由于 5TLB水平的升高'在

5TLB的刺激下动员大量T1'R进入外周血& 5TLB

是内皮细胞特异性刺激因子'对于内皮细胞或内皮

祖细胞有特异性选择和促进生长作用& 牛脑垂体提

取物是我们应用的内皮刺激因子'其主要成分即包

含5TLB& 由于5TLB对内皮祖细胞定向分化内皮

细胞的显著作用' !$ *P=/A5TLB培养液培养 !" 2

后 ?DS :̀ES干细胞分化成成熟内皮细胞& 一般

认为5TLB通过细胞膜上的 5TLBF# 受体'激动蛋

白激酶C'再通过三磷酸肌醇激活后续的各种细胞

内信号'启动细胞的生长分化& 研究表明 5TLB动

员T1'R的机制是将内皮细胞一氧化氮合成酶磷酸

化'促进骨髓内的基质细胞合成 8K'8K的增多促

使基质细胞和造血细胞分泌并激活基质金属蛋白

酶F%$@@1F%%'从而导致膜性干细胞因子$/O)-A%

转变可溶性 OI<配体$RO)-A%的释放'RO)-A推动干

细胞巢内的 T1'R进入细胞增殖周期'继而移入外

周循环!!>"

#

#

研究证实(在 HIBF! 的诱导下'不仅可

以出现 5TLB的高表达'UJBF! 的表达也可以明显

升高'而且增高的比例明显高于 5TLB#UJBF! 基因

的表达受 HIBF! 的调控'而 UJBF! 有可能是 5TLB

的上游信号分子!!:"

& 由于 UJBF! 是由骨髓基质细

胞及其他相关的间皮细胞和上皮细胞分泌释放的一

种趋化因子'是骨髓造血微环境中参与造血调控的

一个重要的细胞因子'在调控 T1'R中具有强有力

的作用'UJBF! 既参与了正常造血干祖细胞的回髓*

定位*增殖'又通过与其受体'G'N" 相互作用后'通

过 U4W蛋白激酶家族*磷脂酰肌醇激酶$ 1IDO%等

信号转导途径'介导整合素 5A9F!'5'9@F! 以及纤

维黏连蛋白$B8% 的相互作用' 降低缺血组织氧张

力'增加'G'N" 祖细胞对缺血组织黏附*迁移*归

巢'实现其调节骨髓中干=祖细胞的迁移和定位的功

能!!%"

#

0

通过5TLB=.8KU相关通路'上调缺血组织

的5TLB基因的表达'增加 T1'R的增殖分化'间接

动员骨髓内T1'R释放入外周血'促进 T1'R从骨髓

的动员和向缺血组织的趋化!#$"

#

1

UJBF! 可提高

5TLB水平和减少T1'R的凋亡& 在缺氧状况下'上

)!>#)
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述5TLB和 UJBF! 基因水平高表达'结果'5TLB促

进T1'R的动员'与此同时'UJBF! 促进循环T1'R黏

附到缺血内皮并诱导 T1'R的迁移'可显著动员骨

髓T1'R进入外周血!#!"

#

2

许多研究表明 5TLB本

身就是一个促血管生长因子'它的促血管生成'可能

是通过 T1'R参与来完成#T1'R在血管新生过程中

具有重要作用'正是因为紫绀型先天性心脏病T1'R

数量增加和功能增强'可能导致了紫绀型先天性心

脏病患儿大量侧支新生血管的形成!##"

&

综上所述'紫绀型先天性心脏病患儿外周血

T1'R数量及功能较对照组明显增加'同时 5TLB和

UJBF!血清水平也明显增加'上述变化存在相关性'

利用循环 T1'R的上述变化规律'结合紫绀型先天

性心脏病最基本的病理特征///慢性缺氧'可以为

构建组织工程带瓣管道提供自体种子细胞打下基

础'这必将有助于复杂紫绀型先天性心脏病的外科

治疗&
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