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%%"摘%要#%目的%动态观察血小板*巨核细胞*血小板生成素$H08&*转化生长因子
'

!

$H_@G

'

!

&在幼兔免疫

性血管炎模型中的变化及作用机制' 方法%用牛血清白蛋白复制幼兔免疫性血管炎的川崎病$gN&动物模型(每

隔 = 1分别检测血小板计数*巨核细胞计数及分类*H08水平*H_@G

'

!

阳性率和积分值(并于第 !M(#B 天取冠状动

脉*肝*脾*肾*脑等组织作病理学分析' 结果%实验组血小板*巨核细胞总数*产板巨核细胞百分数于第 !#(!>(#"(

#=(#B 天( H08水平于第 B(!#(!>(#"(#B 天( H_@G

'

!

阳性率和积分值于第 !>(#"(#=(#B 天较正常对照组明显升高

$Lc"6"<&' 实验组幼兔第 !M 天各组织病理检查可见微小动脉明显的炎性损伤改变(第 #B 天可见中小动脉明显

的炎性损伤改变(而主动脉仅见轻度改变' 结论% 血小板*巨核细胞*H08*H_@G

'

!

共同参与 gN的发病机制(在

gN的病理生理过程中发挥重要作用( 提示其均可作为监测gN病情变化的重要指标'

"中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"V$ )"V(#

"关%键%词#%川崎病#血小板#巨核细胞#血小板生成素#转化生长因子
'

!

#兔

"中图分类号#%O<$;%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B<" :"=

E,-16,0<-231-132;8+3651.4-23+;. 02/3,56+;+::4;1>26/4-+3+6+;?,4;. 52AA+36

H;4)1-3( '(1-/3A+5-3A( 94)!$-+D-3A( .#"O*3+$-3A:E%F/M=?%3=0>L%C-/=M-G<( '*3/3 LM0N-3G%L%0F@%R<'0<F-=/@(

&8/3A<8/ =!"""<( &8-3/ $'%1+5( (?/-@%8%K-/3A@P!>;:G0?&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%H+R,V1X,'-3+5-R+U/52,-5-,$0DH& 2)1 (,R3-SV52,()SU29,+3R( .-S2W23X+9X,-( ,'3+.T+/+(-,()

$H08& 2)1 ,32)RU+3.()SS3+Y,' U29,+3

'

!

$H_@G

'

!

&( () (..V)-Q2R9V5(,(R() X+V)S32TT(,R6D137,86%C) -\/-3(.-),25

.+1-5+Ug2Y2R2W(1(R-2R-$gN& +UY-2)5()S32TT(,RY2R3-/3+1V9-1 TXT+Q()-R-3V.60DH9+V),( ,+,25)V.T-32)1

1(UU-3-),(2,()S9+V),+U.-S2W23X+9X,-( 2)1 R-3V.H082)1 H_@G

'

!

5-Q-5RY-3-.-2RV3-1 "( =( B( !#( !>( #"( #= 2)1 #B

12XR2U,-3gN()1V9,(+)602,'+5+S(9252)25XR(R+U9+3+)23X23,-3X( 5(Q-3( R/5--)( W(1)-X2)1 T32() Y2R/-3U+3.-1 !M 2)1 #B

12XR2U,-3gN()1V9,(+)6E164-36%[) ,'-gNS3+V/( 0DH9+V),( ,'-,+,25)V.T-3+U.-S2W23X+9X,-( 2)1 ,'-.(115-T+231

.-S2W23X+9X,-/-39-),2S-()93-2R-1 !#( !>( #"( #= 2)1 #B 12XR# R-3V.H085-Q-5()93-2R-1 B( !#( !>( #"( #= 2)1 #B

12XR# R-3V.H_@G

'

!

5-Q-5()93-2R-1 !>( #"( #= 2)1 #B 12XR2U,-3gN()1V9,(+) 9+./23-1 Y(,' ,'+R-() ,'-)+3.259+),3+5

S3+V/ $Lc"6"<&6H'-/2,'+5+S(925-\2.()2,(+)R+U9+3+)23X23,-3X( 5(Q-3( R/5--)( W(1)-X2)1 T32() R'+Y-1 R-Q-3-

()U52..2,+3X()iV3(-R+U,()X23,-3(-R2)1 R.255a.-1(V.GR(o-1 23,-3(-R!M 2)1 #B 12XR2U,-3gN()1V9,(+)( 3-R/-9,(Q-5X()

,'-gNS3+V/6H'-2+3,2RY-3-R'+Y-1 2R.(51 ()U52..2,+3X()iV3(-R6F,;/-46+,;6%0DH( .-S2W23X+9X,-( H082)1

H_@G

'

!

/23,(9(/2,-() ,'-/2,'+S-)-R(R+UgN( 2)1 ,'-X.2X/52X2) (./+3,2),3+5-() ,'-()iV3(-R+U(..V)-Q2R9V5(,(R6

H'(RRVSS-R,R,'2,,'-X.2XR-3Q-2R.23W-3RU+3,'-2RR-RR.-),+UR-Q-3(,X() gN6

!F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"V$ )"V("

%%I1? J,586%%g2Y2R2W(1(R-2R-# 052,-5-,# A-S2W23X+9X,-# H'3+.T+/+(-,()# H32)RU+3.()SS3+Y,' U29,+3

'

!

# O2TT(,R

%%川崎病$g2Y2R2W(1(R-2R-(gN& 是一种原因不

明的儿童常见的免疫相关性血管炎综合征!!"

' 迄

今为止(gN的病因学仍然不清楚' 大量研究提示

免疫系统的高度活化及免疫性血管炎是 gN的显著

特征 !#"

' 血小板作为一种细胞性急性时相反应物(

参与gN全身免疫性血管炎症(众多研究表明血小

板参数在gN的发病中有明显变化(推测与巨核细

胞有关!;"

(但由于临床gN患儿一般无需骨髓检查(

故无法通过实验证明(对巨核细胞在 gN中的变化

研究甚少' 所以建立gN的动物模型(能更方便*更

全面地研究gN的发病机制(虽然目前没有公认的

gN动物模型(但国内外有许多学者建立了相关的

)"<B)
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gN免疫性血管炎模型并得到了肯定!="

' 本实验通

过牛血清白蛋白使幼兔产生免疫性血管炎(制作成

动物gN模型(并研究血小板及其调控因子在 gN

发病机制中的作用' 现报告如下'

&K材料与方法

&6&K实验对象

购入 <" 只刚断奶的日本大耳幼年家兔 $幼

兔&(周龄 ; E= 周(体重 B"" S以下$长沙东创实验

动物科技服务部提供&(随机分为实验组和正常对

照组(各 #< 只'

&6#K动物模型的制作

参考8)+V9'(等!<"的方法(实验组予 !"I牛血清

白蛋白 #6< .DaWS静脉缓慢推注#对照组予生理盐水

#6< .DaWS静脉缓慢推注' # 周后两组重复上述处

理' 实验组诱发免疫性血管炎(形成gN动物模型'

&6(K材料

牛血清白蛋白*兔 H08定量 JD[ZC试剂盒$美

国CND公司产品&(CN4[C#!#" 型全自动血细胞分

析仪$美国F2X-3公司产品&(抗兔 H_@G

'

!

抗体*Z0

试剂盒$美国 lX.-1 公司产品&(普通光学显微镜

$上海 85X./VR公司产品&(台式离心机$DNl<G#&

$北京医用离心机厂产品&'

&6PK检测方法

!6=6!%血小板及血小板生成素测定%%设实验开

始当天为第 " 天(分别于第 "(=(B(!#(!>(#"(#=(#B

天(将所有实验对象进行心脏采血(抽取 = .D(# .D

注入抗凝管(用 CN4[C#!#" 型全自动血细胞分析

仪(在采血后 ; ' 内完成血小板测定#另外 # .D注

入预冷试管中(摇匀后立即在 =k(; """ 3a.() 离心

!" .()(取上清液(于:M"k冻存(备测$H08&(遵试

剂盒说明书要求(用双抗夹心酶联免疫吸附法

$JD[ZC&检测标本H08的浓度'

!6=6#%骨髓巨核细胞计数及 H_@G

'

!

检测%%分

别于第 "(=(B(!#(!>(#"(#=(#B 天(将所有实验对象

于股骨大转子处行骨髓穿刺(采集骨髓 "6# .D' 进

行骨髓涂片(取骨髓小粒丰富*厚薄适宜的骨髓片 #

张(一张常规瑞氏染色(在低倍镜下计数整个涂片的

巨核细胞(用油镜观察其特点(做巨核细胞分类' 另

一张酒精固定 !< .()(蒸馏水洗涤 # 次(各 ; .()(胃

蛋白酶孵育于 ;Mk培养箱 ;" .()(加抗兔 H_@G

'

!

抗体(;Mk培养箱 >" .()孵育(加细胞通透液(;Mk

培养箱 ;" .()孵育(加二抗(;Mk培养箱 ;" .() 孵

育(加NCF显色剂 !< .()(最后苏木素复染*脱水*

透明和封片' 光学显微镜下观察巨核细胞(以细胞

胞浆中显示棕黄色颗粒定为阳性反应(每张涂片计

数巨核细胞的阳性细胞百分比#观察阳性反应的巨

核细胞的反应强度(计算每个细胞的平均反应强度

的积分值'

!6=6;%病理学观察%%分别于第 !M(#B 天取实验

动物的冠状动脉*肝*脾*肾*脑等组织置入中性福尔

马林中固定(常规苏木精G伊红染色(光镜下观察组

织学变化'

&6VK统计学处理

实验数据用均数]标准差$K]<&表示(数据经

统计软件 Z0ZZ !<6" 处理' 两组均数比较采用 =检

验(以Lc"6"< 作为差异有显著性'

#K结果

#L&K血小板(巨核细胞(产板巨核细胞(OHB及

OYT=

#

&

检测结果

血小板计数*巨核细胞总数和产板巨核细胞百

分数于第 !#(!>(#"(#=(#B 天在实验组较正常对照

组明显升高(差异有显著性$Lc"6"<&#而原核巨核

细胞*颗粒巨核细胞*裸核巨核细胞百分数在实验组

和正常对照组(差异无显著性$Ld"6"<&#H08水平

于第 B(!#(!>(#"(#B 天在实验组比正常对照组明显

升高(差异有显著性$Lc"6"<&#H_@G

'

!

阳性率和

积分值于第 !>(#"(#=(#B 天实验组比正常对照组明

显升高(差异有显著性$Lc"6"<&' 见表 !'

#6#K病理检查

实验组幼兔第 !M 天肝*脾*肾*脑*心及冠状动

脉组织病理学检查可见微小动脉壁不同程度内皮细

胞肿胀*坏死*内皮下组织水肿及中性粒细胞*嗜酸

性粒细胞*淋巴细胞等炎细胞浸润(中小动脉出现轻

度损害(可见血管外膜及血管周围有中性粒细胞*嗜

酸性粒细胞*淋巴细胞等炎细胞浸润#第 #B 天可见

中小动脉严重炎性损伤改变(表现为全层血管炎(包

括内膜*中膜及外膜均受中性粒细胞*嗜酸性粒细

胞*淋巴细胞等炎细胞浸润(血管壁水肿*坏死#而主

动脉均仅见少许炎性细胞浸润$图 !&'

)!<B)
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表 &K实验组与对照组血小板数(巨核细胞(产板巨核细胞百分比(OHB水平(OYT=

#

&

阳性率及积分值的比较
$K]<&

例数
0DH

$ s!"

$

aD&

巨核细胞

总数$个a

&

D&

产板巨核细胞

百分比$I&

H08浓度

$/Sa.D&

H_@G

'

!

阳性率$I&

H_@G

'

!

积分值$I&

对照组

%" 1 #< ;"$6< ]!#"6$ #$6; ]!#6$ =!6# ]M6M <<"6M ]!==6$ B!6! ]<6B #;!6B ]#"6>

%= 1 #< ;##6; ]!;;6B #$6> ]!#6< =#6B ]>6< <=B6; ]!!=6! B!6; ]<6= ##!6$ ]!B6;

%B 1 #< ;=;6! ]!==6; ;"6> ]!!6> =;6" ]>6= <<B6! ]!!;6M B!6; ]=6M ##"6$ ]!$6<

%!# 1 #< ;"$6M ]B"6< ;"6B ]B6B =!6; ]$6> <>!6# ]!!<6< B#6= ];6# ##;6< ]#!6=

%!> 1 #< ;!"6= ]B"6= ;!6# ]B6B =;6B ]=6$ <>!6; ]!!;6> B#6= ];6# ###6$ ]#;6M

%#" 1 !< ;"$6B ]BM6B ;"6B ]$6; ==6# ]=6> <<$6$ ]!!<6= B;6" ];6; ##=6$ ]##6=

%#= 1 !< ;!!6> ]$<6M ;"6> ]$6= ==6# ];6; <<B6= ]!!B6> B;6! ];6! ##=6! ]#!6<

%#B 1 !< ;">6M ]$>6" ;"6; ]$6M =;6B ]=6B <<$6= ]!!>6; B;6" ];6; ##;6> ]##6=

实验组

%" 1 #< ;!#6> ]!";6; #>6$ ]!=6" =!6$ ]M6$ <M;6M ]!!$6" B#6! ]<6$ ##=6" ]#;6!

%= 1 #< ;$<6= ]!B"6$ ;#6$ ]!>6= =>6$ ]>6B >>"6> ]!<$6# B;6" ]>6# #;#6" ]##6"

%B 1 #< =!B6< ]!!M6= ==6# ]!<6B <"6# ]<6>

M><6M ]!>=6$

2

B>6" ]>6M #=!6= ]#B6"

%!# 1 #<

=B<6$ ]!M#6=

2

<!6" ]!>6>

2

<=6= ]B6$

2

BM"6M ]!>"6"

2

BB6> ]<6! #=B6" ]#>6>

%!> 1 #<

<"<6$ ]!M#6$

2

>"6" ]!$6"

2

<<6! ]!#6>

2

$><6M ]!>;6#

2

$#6B ]!6$

T

#>"6B ]#;6B

T

%#" 1 !<

<!"6$ ]!>>6$

2

>>6< ]#;6B

T

<<6; ]!!6$

2

$<$6; ]!<>6$

2

$;6= ]#6"

T

#M#6< ]!!6=

T

%#= 1 !<

<!#6! ]!<$6M

2

M;6B ]#B6"

T

<<6B ]!!6=

T

B>#6; ]!<M6<

2

$;6> ]!6$

T

#M=6M ]!!6<

T

%#B 1 !<

<"!6$ ]!<B6$

2

>B6" ]!;6;

2

<<6= ]!!6#

2

M<>6! ]!>!6B

2

$;6$ ]#6!

T

#B;6M ]!!6=

T

%%与对照组比较( 2%Lc"6"<# T%Lc"6"!

KK图 &K冠状动脉组织病理学检查%苏木精=伊红染色$ b#$$&K

@%正常对照组冠状动脉# *%实验后!M 1冠状动脉血管外

膜及血管周围有中性粒细胞*嗜酸性粒细胞*淋巴细胞等炎细胞浸润# F%实验后 #B 1出现冠状动脉严重损害(表现为全层血管炎(包

括内膜*中膜及外膜均受中性粒细胞*嗜酸性粒细胞*淋巴细胞等炎细胞浸润(血管壁水肿*坏死'

(K讨论

gN基本病理改变为全身性非特异性血管炎(

主要累及中小动脉(特别是冠状动脉!>"

' gN的病

因及发病机制目前仍不十分清楚(众多学者认为(

gN在急性期存在明显的免疫失调(在发病机制上

起重要作用' 免疫活化细胞激活是gN的基本免疫

病理改变(免疫系统的高度活化及免疫损伤性血管

炎是gN的显著特征!M"

' 本实验用牛血清白蛋白诱

导幼兔免疫性血管炎(同时对冠状动脉*肝*脾*肾*

脑等全身重要组织进行病理学检查(发现于实验的

第 !M 天可致全身微小血管炎(第 #B 天可致中小血

管炎(而大动脉炎性损伤不明显(其病理改变过程与

gN血管炎基本相似'

本实验动态地观测了血小板*巨核细胞*H08*

H_@G

'

!

在幼兔免疫性血管炎中的变化(发现血小板

于第 !# 天开始明显升高(这与众多研究相似!B"

(于

gN发病病程的第 # 周开始升高' 而血小板主要来

源于骨髓成熟的巨核细胞' 巨核细胞总数*产板巨

核细胞百分数于第 !#(!>(#"(#=(#B 天在实验组较

正常对照组明显升高(其中巨核细胞总数的升高主

要是产板巨核细胞的升高(产板巨核细胞是生成血

小板的主要巨核细胞!$"

(表明血小板数的增高(与

巨核细胞尤其是产板巨核细胞的增高有关(提示血

小板和产板巨核细胞参与了血管炎的发病过程'

巨核细胞生成血小板的主要正性调控因子是

H08' 本实验表明H08水平于第 B(!#(!>(#"(#B 天

在实验组比正常对照组明显升高(先于血小板*巨核

细胞的变化(从第 #" 天开始 H08浓度有所下降(但

仍然高于对照组(这与 [R'(SV3+等!!""和 A(V32等!!!"

的临床观察研究相似(他们研究发现在 gN患儿急

)#<B)
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性期H08水平较正常对照组明显增高(且早于血小

板的增高' 巨核细胞生成主要负性调控因子是

H_@G

'

!

' H-32(等!!#"研究发现(gN患儿急性期血清

H_@G

'

!

水平上升(且可以上调血管内皮生长因子水

平(是全身血管炎发生的主要机制之一' 但卢巧!!;"

研究发现(gN患儿急性期血清 H_@G

'

!

水平则显著

降低(低水平的 H_@G

'

!

可能起抗炎作用' 两者研

究结果存在明显差异(其他相关报道较少' 本研究

为进一步研究H_@G

'

!

对血小板及巨核细胞的调节

作用(监测了 H_@G

'

!

在骨髓巨核细胞中的表达水

平(结果表明巨核细胞中 H_@G

'

!

阳性率和积分值

于第 !>(#"(#=(#B 天实验组比正常对照组明显升

高(后于血小板变化(推测机体受到免疫损伤时(激

活H08等因子(升高的H08促进巨核细胞成熟及生

成血小板(增加的血小板和巨核细胞达到一定程度

反馈刺激H_@G

'

!

增多(同时亦反馈调节H08水平(

使其有所下降(从而抑制巨核细胞成熟及血小板的

生成(抑制血小板的进一步增加!!=(!<"

' 此外(众多

细胞因子亦不同程度地参与该过程(包括干扰素
!

$[@7G

!

&*白细胞介素$[D&!([DG;([DG=([DG>([DG!"

等!!> E!M"

(而H08*[DG; 和[DG> 均有刺激巨核细胞集

落生长的作用(且 H08协同 [DG; 和 [DG> 对巨核细

胞集落生长有最大的促进作用!!M"

' 单核巨噬细胞

在gN血管炎中亦起着重要作用(也可产生血小板

源生长因子(参与了受损血管壁平滑肌细胞增生和

动脉管腔斑痕狭窄形成的病理过程!!B"

'

综上所述(血小板*巨核细胞*H08*H_@G

'

!

共

同参与 gN的病理发病机制(在 gN的病理生理过

程中发挥重要作用(提示血小板*巨核细胞*H08*

H_@G

'

!

可作为监测gN病情变化的重要指标'
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