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体外生产血小板的研究进展

陆
!

华 综述!赵树铭 审校

"第三军医大学西南医院输血科!重庆
7###56

$

!!

关键词!血小板生成+造血干细胞+细胞因子类+细胞培养技术

8&)

#

!#95:;:

,

<

9)''.9!;=!>65769"#!!95;9#7#

文献标识码!

?

文章编号!
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血小板是骨髓巨核细胞系统分化的终末细胞!在止+凝血

中发挥着重要的作用"血小板减少或血小板功能障碍会引起

不同程度的出血!常常影响临床治疗效果!甚至导致患者死亡"

对血小板减少或血小板功能障碍的有效治疗措施是输注供者

血小板!目前还没有满意的血小板代用品"血小板的来源较其

他血液细胞和成分相对困难!且不易保存!易主动活化!导致临

床上血小板长期以来供不应求"国内外不少学者在积极探索

如何通过造血干细胞体外培养生产血小板!以从根本上解决临

床血小板供不应求的问题"现将这方面的研究综述如下"

!

!

造血干细胞的来源

传统的用于体外培养的造血干细胞包括骨髓造血干细胞+

脐血造血干细胞+外周血造血干细胞等"近年来!随着胚胎干

细胞$

0KMD

I

&.)1'*0K10,,

!

P23

%+诱导性多能干细胞$

).8L108

(

,LD)

(

&*0.*'*0K10,,

!

)E2

细胞%的发现和逐步深入的研究!已

有利用这两种细胞作为种子细胞!诱导分化生成造血细胞甚至

产出血小板的文献报道-

!>F

.

"

利用骨髓造血干细胞+脐血造血干细胞+外周血造血干细

胞诱导分化成巨核系细胞!并产出血小板的文献报道比较

多-

;>!:

.

"在这
5

种来源的造血干细胞中!近几年的研究成果认

为脐血造血干细胞更具有一定优势-

:

!

!!

.

!除了取材方便外!脐

血造血干细胞还具有部分
P23

的特性!较骨髓和外周血造血

干细胞更为原始!在体外扩增的效率更高!诱导分化后获得的

巨核祖细胞以及后续的各阶段巨核细胞较多-

"#>"5

.

!但脐血干

细胞在培养过程中!产生的巨核细胞成熟较骨髓和外周血干细

胞来源的巨核细胞更为困难!主要表现为成熟巨核细胞染色体

倍数不够!导致单个细胞产生的血小板数相对较少-

"#

!

"">"5

.

"

"##!

年
c+L/K+.

等-

"7

.报道人类
P23

$

CP23

%与小鼠骨髓

基质细胞
2!=

或卵黄囊内皮细胞
3!;;

共培养
!=8

!不需任何

生长因子!可自发分化形成
3457

f造血前体细胞!诱导效率为

!B

!

"B

"此后!几个研究小组成功在体外诱导人或鼠
P23

产出血小板-

"F>"=

.

"

"##=

年
!!

月日本的一个研究小组成功获

得
)E2

细胞-

"6

.

!

"##6

年该研究组成功地将
A1*5

,

7

+

c,/7

+

2&Q"

和
1"R

I

1

基因植入人表皮成纤维细胞!生成
)E2

细胞!然后将

)E2

细胞分化成了血小板的前身巨核细胞!并进一步分化成血

小板-

"=

.

"这两种细胞为体外生产血小板提供了新的种子细胞

来源!其最大的优势在于来源方便!尤其是
)E2

细胞!如不考虑

%S?

配型的问题!几乎可以按需获得"虽然
P23

+

)E2

细胞让

造血细胞的体外扩增+诱导分化的种子细胞在数量上的问题得

到了一定程度的解决!却涉及到伦理方面的一些问题"而且!

在转化成造血干细胞的过程中还有不少调控环节尚未完全明

了!诱导率还需要进一步提升"另外!这两种干细胞获得的血

小板的生物学特性如何+能否满足临床需求也还没有完全

探明"

"##:

年!

R+*'LM+D+

等-

":

.报道不需基因植入制成
)E2

细

胞!而是直接将人皮下脂肪组织中的成脂肪细胞在'

R?

(培养

体系中培养为成熟脂肪细胞!然后将这些成熟脂肪细胞在含有

促血小板生成素$

\EA

%的液体培养体系中分化为巨核系细胞!

进而获取血小板"该方法的产量约为
!#

= 个成脂肪细胞!可产

="=5

重庆医学
"#!!

年
!"

月第
7#

卷第
5;

期



出
!Fa!#

7 个血小板!与通过骨髓造血干细胞和
P23

体外培

养获得血小板的产量大致相仿!在产出的
347!

f

+且形态与血

小板相似的细胞中!

5#B

被凝血酶激活!

5FB

能与纤维蛋白原

结合"

"

!

细胞因子

在血小板生成过程中!有许多细胞因子参与其中的调控!

这些细胞因子可分为特异性和非特异性两类!如干细胞刺激因

子$

23H

%+白细胞介素
>5

$

-S>5

%+

HS*>5,)

N

+.8

$

HS

%等!对造血干

细胞和各系$包括巨核系统%早期祖细胞的扩增都有促进作用!

但到了后期的定向分化阶段就没有作用了"目前惟一已知对

血小板生成全程都有调控作用的细胞因子是
\EA

!从早期的

造血干,祖细胞到相对晚期的巨核系细胞!既有促进增殖的作

用!又有诱导分化+促进成熟的作用"自从
\EA

被发现以来一

直是血小板生成调控研究的重点之一!其染色体定位+基因表

达+

14G?

克隆+蛋白结构以及蛋白效应的分子生物学机制等

情况!已经报道很多"

\EA

虽然目前被认为是在血小板生成

过程中参与调控区间最长的细胞因子!但其对于血小板生成是

否必须!不少研究结果存在争议"

[L.*).

N

等-

5#

.研究发现
\EA

基因敲除小鼠体内仍能产生正常的巨核细胞和血小板!这说明

还有其他的细胞因子在血小板生成过程中起到重要作用!并且

在
\EA

缺失的条件下对巨核细胞发生和血小板生成提供足够

的支持作用"

3C0.

N

等-

5!

.在体外用人骨髓基质细胞支持

3457

f造血干细胞分化发育为巨核细胞以及血小板前体细胞

的形成!这个研究体系用的是无血清培养基!培养过程中没有

添加任何细胞因子!骨髓基质细胞能表达
\EA

+

-S>;

+

-S>!!

+

S-H

以及
23H

的转录本!但在培养过程中用
PS-2?

方法却只

能在培养体系中检测到
-S>;

+

-S>!!

以及
S-H

的蛋白水平表

达!其中
-S>!!

一直被稳定地检测到!虽然
PS-2?

方法的敏感

性较低!但至少也说明
\EA

在体系中的浓度是非常低的!作为

一个主要的调控因子!这么低的浓度显然是不合常理的"

?O01),,+

等-

5"

.研究表明!体内在没有
\EA

或靶细胞不表达

\EA

受体$

1>R

(

,

%的情况下!基质趋化因子
>!

$

'*&K+,>80D)O08

/+1*&D>!24H>!

%和成纤维细胞生长因子
>7

$

/)MD&M,+'*

N

D&V*C

/+1*&D7HUH>7

%能够促进血栓的形成!并且诱导巨核细胞向骨

髓血窦迁徙!进而促进其成熟并释放血小板"这些都提示!在

巨核细胞成熟以及血小板产生的过程中!还有目前未知的因素

在发挥作用"

除了
\EA

外!有研究证明
-S>;

+

-S>!!

在血小板生成过程

中也发挥着重要作用"二者对
\EA

有显著的协同促进作用!

SL1)0

等-

55

.实验表明在
-S>;

和
-S>!!

的协同下!血小板产量较

只用
\EA

增加
;

倍左右"早在
!::=

年
!!

月
H4?

就批准了

U0.0*)1'-.'*)*L*0

公司的
-S>!!

上市!用于放+化疗后血小板减

少患者的治疗"

#

!

三维培养体系

目前造血干细胞的体外培养生产血小板大多还是用二维

培养体系!所产出的血小板数量少+活性低"推测主要原因可

能是因为#$

!

%在二维培养体系中!细胞之间以及细胞与基质之

间的相互作用不够充分!影响营养的摄取+信号的传导等&$

"

%

血小板生成的最后阶段!成熟的巨核细胞需要将细胞质形成

'突起(!伸出到骨髓血窦内皮细胞间的缝隙外!在液体剪切力

的作用下生成血小板!而二维培养体系无法提供这样的环境"

美国俄亥俄州立大学的研究小组从
"###

年初就开始致力

于研发三维细胞培养支架!体外模拟骨髓微环境!并成功实现

了造血干细胞在体外三维体系中的培养+扩增"

"##6

年
2L,>

,0.M+D

N

0D

等-

!:

.报道将聚酯纤维+水凝胶构建三维支架!结合灌

注式生物反应器!体外诱导脐血
3457

f细胞长时间持续产出

血小板!持续时间可达
7#8

以上!产量较二维培养体系显著增

高"但他们发现产出的血小板中相当一部分在没有激活剂的

情况下会自动激活!部分血小板形态也不正常"尽管如此!该

研究使得体外大规模生产血小板越来越成为可能"

$

!

还需要解决的主要问题

近年来!尽管体外生成血小板有了不小的进步!但离临床

应用还有许多问题尚待解决#$

!

%血小板生成调控需要更加深

入的研究"除了
\EA

外!还有哪些细胞因子在血小板的生成

中发挥着等同甚至更为重要的作用!这些因子之间+因子与细

胞之间+因子与其他调控因素之间的相互作用机制又如何!这

对于体外诱导血小板生成!需要构建怎样的培养体系具有非常

重要的指导意义"目前研究相对较多的是正调控因素!负调控

因素则相对较少!但若血小板的体外生产形成体系后!产量的

调控难免涉及负调控!尤其是可逆性负调控"另外!在血小板

生成的过程中!物理环境+神经体液等因素又发挥怎样的作用!

他们与血小板的活性+功能又有着什么样的关系!这些也都需

要进一步探索"$

"

%体外诱导血小板生成的产量离临床需求还

相距甚远"血小板生成过程中任何一个环节!干+祖细胞的扩

增!后续细胞的诱导!产出血小板的收集等都会影响其产量"

目前体外诱导生成血小板针对以上部分环节或多或少地都有

相应的应对策略!但就培养过程中如何解决巨核细胞多倍体问

题一直没有很好的办法"一般认为巨核细胞染色体倍数越高!

产出血小板的能力越强!正常体内成熟巨核细胞最高能达到

;7

倍体-

"#

.

!而目前体外培养的巨核细胞通常最多只能达到
6

倍体!现在的研究尚未完全探明造成这种现象的原因"此外!

血小板生产的生物反应器也需要进一步研制开发!现有文献报

道的都仅限于小型的模型!不能满足规模化生产的要求!且生

产过程中各个环节如何合理控制+如何实现环境的自稳+如何

在体外最大限度地模拟体内骨髓微环境+如何实现标准化生产

等都还有很长的路要走"$

5

%血小板产品修饰的问题"目前有

学者尝试用大分子物质封闭血小板表面抗原或减少血小板表

面某些抗原的表达!进而减少相关抗体的产生!但抗原封闭后

的血小板在体内的功能如何尚未得知-

57>5;

.

"体外生产血小板

的优势之一就是可控性!如果从基因水平对产出的血小板进行

抗原修饰!在不影响其生物学活性的前提下!降低其免疫原型!

减少甚至避免血小板相关抗体的产生!就能大大降低临床血小

板输注无效的比例"另外!如何使血小板在不丧失活性的情况

下增强环境的适应性!更加便于保存!也有很多值得深入研究

的课题"

虽然!体外诱导干细胞规模化生产血小板!离满足临床需

求还有不小差距!但这无疑为解决临床血小板的紧缺提供了一

个可供选择的途径"相信随着医学界+生物工程界的不懈努

力!体外生产能用于临床的血小板的目标最终一定能实现"
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中医药防治牙周病的研究进展
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"重庆医科大学附属口腔医院
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牙周病是古老而普遍的疾病!是口腔最常见的疾病之一!

在世界范围内均有较高的患病率!也是中国成年人丧失牙齿的

首位原因"中医中药作为中国的传统国粹!在治疗牙周病方面

具有独特的优势"现将中医药在牙周病防治方面的研究现状

综述如下"

!

!

中医药治疗牙周病的中医理论

牙周病在中医学中属'牙宣(范畴!系指齿龈肿痛!龈肉日

渐萎缩!终至牙根宣露!齿缝出血或流脓的病证"关于本病的

病因!)圣济总录*曾记载#'气血不足!揩理无方&风邪袭虚!客

于齿间!则令肌寒血弱!龈肉缩落!渐至宣露!永不附着齿根

也(")仁斋直指方*认为#'齿者骨之所终!髓之所养!肾实主

之&故肾衰则齿豁!精固则齿坚!虚热则齿动(")血证论1齿

衄*指出#'牙床尤为胃经脉络所绕!故凡衄血!皆是胃火上炎!

血随火动!治法以清理胃火为主("因此气血不足+肾气亏虚+

胃火上炎是牙周病发病的主要因素"

中医治疗牙周病有其自身的特点#$

!

%重视整体!扶正固

本"中医治疗牙周病过程中注重局部与全身的联系!重视发挥

人体的抗病潜能"$

"

%明确虚实!辨证论治"牙周病在临床上

又有虚+实之分"实证主要是胃火上炎!多由过食膏粱肥甘+嗜

酒食辛致郁久化火或外感风寒热邪!在表不解!化热传里所致&

虚症主要包括肾气亏虚+气血不足两种证型!肾气亏虚除先天

因素外!久病累肾!劳倦过度!精亏髓少!阴虚火旺!虚火上炎所

致&而气血不足多因素体虚弱!或久病耗伤!或其他疾病久治不

愈进一步导致"故治疗时必须仔细分辨清楚!分别处理"$

5

%

重视配伍!提高疗效"牙周病的病因与胃火炽盛及肾气亏虚密

切相关!临床上若仅采用苦寒泻火+滋阴补肾药物治疗则疗效

不佳!原因在于阳明+少阴二经之火激发+辛散不足!致火邪清

除不彻底!因而需在苦寒泻火+存阴药物中加入辛温散火之品

以反佐!从而发散火邪!达到标本兼治!以提高疗效"

"

!

中医药在牙周病防治中的研究现状

"9!

!

中医药对牙周致病菌的抗菌作用
!

菌斑微生物是牙周病

的始动因子!因此抑制和杀灭致病菌对防治牙周病有着重要的

作用-

!

.

"采用天然植物提取物研制一种新型有效的牙周抗菌

制剂防治牙周病是发掘传统医学的重要课题之一"传统中药

大黄具有广谱抗菌作用!其抗菌作用的有效成分为蒽醌衍生

物!这种蒽醌衍生物对临床常见的厌氧菌有很强的抑菌作用!

特别是对脆弱类和产黑色素类杆菌"在牙周病防治方面!有研

究表明大黄蒽醌衍生物对牙龈卟啉单胞菌和中间普氏菌的抗

菌作用最强!其机制可能是通过抑制细胞核酸的生物合成和呼

吸过程而具有抗菌作用-

"

.

"黄芩具有清热燥湿+泻火解毒之功

效!现代药理学研究表明黄芩具有抗病原微生物+病毒+真菌等

作用!在体外近似厌氧+微碱性环境中黄芩不仅能有效抑制牙

周可疑致病菌的生长!还能抑制牙龈卟啉单胞菌的形态及其内

毒素$

SE2

%含量!从而可以抑制牙周病原菌在菌斑内的定植!

在始动因子阶段阻挡牙周病的发生-

5

.

"桂皮醛是肉桂挥发油

的主要成分!具有解热镇痛!消炎!抗厌氧菌+需氧菌+真菌!降

低内毒素等作用!符合牙周病局部用药的药物性能"杨霞等-

7

.

用琼脂稀释法药敏试验测定中药桂皮醛对牙周主要致病菌的

抑菌作用发现!桂皮醛与细菌作用后!细菌结构被破坏!细菌的

4G?

+

JG?

+蛋白质+细胞壁及细胞膜的生物合成均受抑制!从

而达到抑菌的作用!可用于抑制和杀灭牙周致病菌"五倍子药

用历史悠久!具有抗菌+解毒+收敛等作用!有研究证实五倍子

在体外近似龈下厌氧+微碱性环境中对牙龈卟啉单胞菌+中间

普氏菌+具核梭杆菌+伴放线杆菌等牙周主要致病菌有明显的

抑制作用!且不对牙周有益菌000血链球菌产生明显抑制!有

利于保持牙周微生态平衡-

F

.

"

"9"

!

中医药对牙周组织的抗炎作用
!

牙周病是一种炎症性疾

病!细菌激发的宿主炎症免疫反应是造成牙周组织破坏的重要

原因!因此中医药的抗炎作用在牙周病的防治过程中占有重要

地位"

SE2

是革兰阴性厌氧菌所独有的一种致病物质!是牙周

炎症的主要病因之一"

SE2

对牙周膜细胞$

(

0D)&8&.*+,,)

N

>

K0.*10,,'

!

E4S3

%有明显的毒副作用!并可导致牙槽骨的吸收

和牙周结缔组织的破坏-

;

.

"近年来!有研究表明大黄素可阻断

SE2

与细胞内膜性结构的结合!抑制
SE2

本身或
SE2

诱发的

促炎性细胞因子-$前列腺素
H"

$

EUH"

%+白细胞介素$

-S

%

>!

及

肿瘤坏死因
>

%

$

\GH

%

%等.对成纤维细胞或基质胶原的破坏!抑
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