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#摘要$
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目的
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探索微血管内皮细胞"

/:4<

$对造血干细胞"

D24<

$增殖的影响!以建立一种促进
D24<

增

殖的方法%方法
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青霉素及链霉素的
T/:/;Q!5

培养基培养!第
J

天进行
4T6!

荧光鉴定!)铺路石*细

胞用于共培养并以流式细胞仪"

Q4/

$检测八因子相关抗原"

aGQ

$&

4T6!

&

4T6P

&

4TPE

表达率%"
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$

CQX

小鼠
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的分离&鉴定+密度梯度离心法和
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检测纯度及
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共表
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/:4<

促
D24<

增殖+设立对照组"

D24<

$&共培养组"

/:4<jD24<

$!培养
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!观察
D24<

生长情

况并计数&计算扩增倍数#第
$

天!收集共培养组
D24<

!

Q4/

检测
4T!!$4T6P

共表达率%结果
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$平均每只小鼠骨髓

经
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分选后可获约
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E 个
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j细胞!纯度为
""NE!V

%"

6

$随着培养时间的延长!两组
D24<

计

数均有所增加!但共培养组
D24<

扩增倍数大于对照组"
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共表达率为
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%结论
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增殖有促进作用!共培养第
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天促进作用

最明显!并且
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可以促进
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的表达%

#关键词$

!

微血管内皮细胞#造血干细胞#增殖

#中图法分类号$

!

REE!N6

#文献标识码$

!

W

#文章编号$

!

!#$!;J6PJ

"

5F!J

$

!J;5PFJ;FE

LC22772)/*7+0).*1-3)4=-.2<5*/C2=0-=)2==3*</C2

,

.*=072.-/0*<*7C2+-/*

,

*02/0)3/2+)2==30<+0)2

$

/-#$S'

#

S#$%4'*

#

1-$J)*('

#

"#$%LG&

H

&:

#

1-,')7>'*

+

#

E0#$%FG&*()*

%

!

9:

;

)<=>:*=7

2

E:>)=7(7

+H

#

=G:#

22

'(')=:AE7?

;

'=)(7

2

L7&=GT:?=4:A'B)(

0*'@:<?'=

H

#

1&QG7&

#

L'BG&)*#P#FFF

#

FG'*)

"

!!

,

(>3/.-)/

-

!

E>

F

2)/012

!

790K

A

=930*800??0I*9?,.I39a(<I'=(30)19*80=.(=I0==<

!

/:4<

"

9)*80

A

39=.?03(;

*.9)9?80,(*9

A

9.0*.I<*0,I0==<

!

D24<

"#

.)93103*90<*(H=.<8(,0*891*9

A

39,9*0*80

A

39=.?03(*.9)9?D24<N

G2/C*53

!

7804E$\Z

+

#()14E$CQX,.I0L030<0=0I*01()1<(I3.?.I01*99H*(.)=')

-

*.<<'0<N

!

!

"

+<9=(*.9)

#

I'=*'30()1.10)*.?.I(*.9)9?/:4<

'

/:4<L0309H*(.)01H

>

1.

-

0<*.9)9?=')

-

*.<<'0L.*8*

>A

0

#

I9==(

-

0)(<0

()1I'=*'301.)T/:/;Q!5<'

AA

=0,0)*01L.*85FV Q\2

#

5)

-

+

,Z@:CQ()1!FF[

+

,Z80

A

(3.)

#

()1L030

.10)*.?.01H

>

.,,')9?='930<I0)I0(<<(

>

L.*8Q+74;4T6!(**80J*81(

>

(?*03.<9=(*.9)N7800K

A

30<<.9)3(*0<9?

aGQ

#

4T6!

#

4T6P()14TPE9?*80I9HH=0<*9)0;=.M0I0==<L03010*0I*01H

>

?=9LI

>

*9,0*3

>

!

Q4/

"#

()1*80

I0==<L030'<01?93I9;I'=*'30.)*80<'H<0

c

'0)*0K

A

03.,0)*<N

!

5

"

+<9=(*.9)()1.10)*.?.I(*.9)9?CQX ,.I0

D24<

'

10)<.*

>-

3(1.0)*I0)*3.?'

-

(*.9)()1/W4<;4T!!$

j

,(

-

)0*.IH0(1<L030

A

03?93,01*9.<9=(*0D24<

#

()1

*80

A

'3.*

>

()1*80I9;0K

A

30<<.9)9?4T!!$()14T6PL03010*0I*01H

>

Q4/N

!

6

"

+)a0<*.

-

(*.9)9?*80

A

39,9*.)

-

0??0I*<9?/:4<9)*80D24<

A

39=.?03(*.9)

'

(==I0==<.)*80I9)*39=

-

39'

A

!

D24<

"

()1*80I9;I'=*'30

-

39'

A

!

/:4<jD24<

"

L030I'=*'301?93$1(

>

<

#

*80)9H<03a01*80<*(*'<9?D24<

#

I9')*01()1I(=I'=(*01*8030=(;

*.a0?9=1I8()

-

0<NW**80$*81(

>

#

*800K

A

30<<.9)3(*.99?4T!!$

j

4T6P

j

D24<.)*80I9;I'=*'30

-

39'

A

L03010;

*0I*01H

>

Q4/()(=

>

<.<N@234=/3

!

!

!

"

X'=,9)(3

>

/:4<

'

*80I0==I='<*03<?93,01(**806*81(

>

#

*80a(<I'=(3

=.M0I8()

-

0<0,03

-

01(**80#*81(

>

#

(

A

(a.)

-

<*9)0(

AA

0(3()I0?93,(**01(**80!P*81(

>

N780

A

9<.*.a03(*09?

4T6!L(<EPNEV(**80J*81(

>

N780

A

9<.*.a03(*0<9?aGQ

#

4T6!

#

4T6P()14TPEL030J!N6"V

#

PENJFV

#

E$NPJV()1FN!$V30<

A

0I*.a0=

>

N

!

5

"

])(a03(

-

0

#

PN$m!F

E

4T!!$

j

I0==<L0309H*(.)01?39,0(I8,.I0H9)0

,(339L

#

()1*80

A

'3.*

>

L(<(H9'*""NE!VN

!

6

"

780)',H039?D24<L030.)I30(<01.)*80*L9

-

39'

A

<

#

(II9,;

A

().01H

>

*800K*0)<.9)9?I'=*.a(*.9)*.,0NG8.=0*80I9;I'=*'30

-

39'

A

.)I30(<01<.

-

).?.I()*=

>

*8()*80I9)*39=

JFP5

重庆医学
5F!J

年
#

月第
P$

卷第
!J

期

$

基金项目'国家自然基金资助项目!

J!PEFF6F

"&

!

作者简介!钱怡!

!"J#%

"#住院医师#硕士#主要从事白血病的诊治研究&

!

%

!

通信作

者#

:;,(.=

'

8'()

-

I==JJF

!

!#6NI9,

&



-

39'

A

!

!

"

FNFE

"

N7803(*.9<

!

30=(*.a0I8()

-

09?D24<)',H03.)I9;I'=*'30

-

39'

A

9a03.)I9)*39=

-

39'

A

"

L030!N5!

#

!N6E

#

!NEF

#

!N$5

#

!N$!

#

!N$E()1!N$J

!

!

"

FNFE

"#

*80,9<*9Ha.9'<0??0I*8(

AA

0)01(**80P*81(

>

N

780I9;0K

A

30<<.9)3(*09?4T!!$4T6P9)D24<L(<"5NF#V(**80$*81(

>

9?I9;I'=*.a(*.9)NA*<)=430*<

!

/:4<I9'=10)8()I0*80

A

39=.?03(*.9)9?D24<

#

*80,9<*<.

-

).?.I()*0??0I*8(

AA

0)<(**80P*81(

>

9?I9;

I'=*.a(*.9)

(

(11.*.9)(==

>

#

/:4<I9'=1

A

39,9*0*800K

A

30<<.9)9?4T6P9)D24<N

,

H2

6

D*.53

-

!

,.I39a(<I'=(30)19*80=.(=I0==<

(

80,(*9

A

9.0*.I<*0,I0==<

(

A

39=.?03(*.9)

!!

造血干细胞!

80,9

A

9.0*.I<*0,I0==<

#

D24<

"存在

于造血组织#具有高度的自我更新能力和多向分化潜

能#是所有成熟血细胞的前体细胞&造血干细胞移植

!

80,(*9

A

9.0*.I<*0,I0==*3()<

A

=()*(*.9)

#

D247

"是

治疗恶性血液病)遗传性疾病及免疫缺陷病的重要手

段之一&骨髓微环境对于
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的增殖)分化)迁移

及归巢等具有重要的调控作用,
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并非仅仅

是单纯的
D24<

输注#还包括骨髓基质细胞和其他造

血调节因子的同时输注#以便更好)更快地重塑造血

系统和免疫系统&然而#人骨髓中
D24<

比例较低#

极大地限制了
D247

的发展和临床应用&本文通过
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增殖的影响#建立一种促进
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增殖的方法&
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材料与方法
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!

体质量
5F

"

5E

-

#

P

"

#

周龄#雄性

或雌性#无特殊病原体!
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#
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重悬#加
P

(

Z

驴抗羊
+

-

C;Q+74

#室温避光孵育
5F,.)

&洗涤#

PFF

(

ZX\2

重悬上机检测&

!N"N"

!

CQX

小鼠骨髓
D24<

的分离)鉴定

!N"N"N!

!

密度梯度离心与磁珠分选
!

颈椎脱臼法处

死小鼠#置于
$EV

乙醇中浸泡约
E,.)

&逆向解剖法

"FP5

重庆医学
5F!J

年
#

月第
P$

卷第
!J

期



剥离股骨)胫骨#

X\2

冲洗&剪去骨端约
5,,

#暴露

髓腔&

!,Z

注射器插入骨髓腔#用
X\2

反复冲洗髓

腔至发白#冲出的骨髓收集于离心管#过
5FF

目滤网&

离心去上清液#加
!,ZX\2

重悬#混匀&加
5,Z

复

温的
Q.I9==

分离液!

!NFJP

-

+

,Z

"于离心管#加样枪沿

管壁缓慢加入上述细胞悬液&

5FnPFFm

-

离心
6F

,.)

&收集中间云雾层!即单个核细胞层"#以
!o6

比

例加入
X\2

稀释#制成细胞悬液#

PFFm

-

离心
!F

,.)

#弃上清液#重复
!

次&经活力测定及计数&加入

预冷
\'??03

,

FNEV \2W

)

5,,9=

+

Z

乙二胺四乙酸

!

:T7W

")

X\2

-

6,Z

#吹打混匀#

55n 6FFm

-

离心

!F,.)

#弃上清液&按照每
!m!F

J 个
/B4<

用
JF

(

Z

预冷
\'??03

重悬#每
!m!F

$ 个
/B4<

加
5F

(

Z

4T!!$

微珠标记细胞#混匀#

P n

冰箱避光孵育
!E

,.)

&每
!m!F

$ 个
/B4<

用
! ,Z \'??03

洗涤#

6FFm

-

离心
!F,.)

#去上清液#每
!m!F

J 个
/B4<

加

入
EFF

(

Z \'??03

重 悬&连 接
/W42

分 选 装 置#

EFF

(

Z\'??03

润湿
/2

柱#骨髓细胞悬液滴入
/2

柱#收集洗脱细胞&

\'??03

冲洗
/2

柱
6

次#每次
EFF

(

Z

&

/2

柱移出磁场#加
!,Z\'??03

#配备活塞加压

快速推出滞留在
/2

柱内的标记细胞#离心管收集&

对
4T!!$

j细胞进行活力测定并计数#留作流式纯度

鉴定和共培养使用&

!N"N"N"

!

Q4/

检测
4T!!$

j 细胞纯度及
4T!!$

4T6P

表达率
!

设置对照管)实验管
!

和
5

&对照管加

/B4<

悬液
5FF

(

Z

)

+

-

C;WX4

和
+

-

C;X:

各
E

(

Z

#实

验管
!

和
5

均加分选后的阳性细胞悬液
5FF

(

Z

和
E

(

Z4T!!$;WX4

#实验管
5

再加
4T6P;X:E

(

Z

#混匀#

Pn

冰箱避光孵育
6F,.)

#

X\2

洗涤离心#加
PFF

(

Z

X\2

重悬上机检测&

!N"N#

!

/:4<

促进
D24<

增殖

!N"N#N!

!

D24<

培养基
!

添加有
5FV Q\2

)

5E)

-

+

,Z24Q

)

5E)

-

+

,Z+Z;6

)

FN!,

-

+

,Z

青霉素及链霉

素的
T/:/;Q!5

完全培养基&

!N"N#N"

!

分组
!

!

!

"对照组'

D24<

单培养(!

5

"共培

养组'

D24<j/:4<

&

!N"N#N#

!

细胞准备
!

!

!

"

/:4<

'0铺路石1的
/:4<

经

胰酶消化后#收集入离心管#

X\2

洗涤离心&

/:4<

培

养基重悬#密度为
ENFm!F

P 个+
,Z

&!

5

"

D24<

'

/W42

收获的
D24<

#

X\2

洗涤离心&

D24<

培养基重悬#密度

为
ENFm!F

P 个+
,Z

&

!N"N#N$

!

种板与换液
!

!

!

"共培养组'

/:4<

接种于

5P

孔板#每孔
5FF

(

Z

#设
6

个复孔&

6$n

)

EV 4]

5

)

"EV

湿度孵箱培养#细胞贴壁后去掉培养基每个复孔

均加
D24<

悬液
5FF

(

Z

)

D24<

培养基
6FF

(

Z

#继续

培养&!

5

"对照组'

5P

孔板#每孔
D24<

悬液
5FF

(

Z

)

D24<

培养基
6FF

(

Z

#设
6

个复孔&

6$n

)

EV 4]

5

)

"EV

湿度孵箱中培养&每
6

天半量换液#培养
$1

&

!N"N#N%

!

荧光显微镜观察
!

荧光显微镜下观察生长

情况#每天取
6

个复孔悬浮细胞计数#计算扩增倍数&

!N"N#N&

!

Q4/

检测共培养组扩增后
4T!!$4T6P

表达率
!

收集
/:4<

组
6

个复孔
D24<

#

X\2

洗涤离

心#

PFF

(

ZX\2

重悬#一式两份#

!

份加
+

-

C;WX4

)

+

-

C;X:

各
E

(

Z

#混匀#作同型对照(另
!

份加
4T!!$;

WX4

)

4T6P;X:

各
E

(

Z

#混匀&

Pn

冰箱避光孵育
6F

,.)

#

X\2

洗涤离心#

PFF

(

ZX\2

重悬上机检测&

!N#

!

统计学处理
!

采用
2X22!$NF

统计软件进行统

计分析#计量资料以
Ck?

表示#组内比较采用配对
=

检验#组间比较用两独立样本
=

检验(计数资料以例数

或百分率表示#比较采用
!

5 检验(以
!

"

FNFE

为差异

有统计学意义&

"

!

结
!!

果

"N!

!

/:4<

分离)培养)鉴定

"N!N!

!

/:4<

原代培养
!

接种后
#8

见贴壁细胞#第

6

天细胞聚集生长#形成形态大小较一致的细胞簇#第

#

天相邻细胞突起彼此相连#成0血管样1改变#第
!P

天达
JFV

融合#呈0铺路石1外观#见图
!

&

"N!N"

!

4T6!

免疫荧光鉴定
!

荧光显微镜下#细胞呈

绿色#细胞核呈蓝色#见图
5

(培养第
J

天阳性细胞百

分率为
EPNEV

&

"N!N#

!

/:4<

流式鉴定
!

aGQ

)

4T6!

)

4T6P

)

4TPE

的阳性率分别为
J!N6"V

)

PENJFV

)

E$NPJV

)

FN!$V

#

见图
6

&

"N"

!

CQX

小鼠骨髓
D24<

分离)鉴定

"N"N!

!

骨髓
D24<

分离
!

骨髓经密度梯度离心后分

P

层#中间的云雾层即为
/B4<

&平均每只小鼠骨髓

可获得约
!N!m!F

J 个
/B4<

#活细胞率为
"JV

&

"N"N"

!

4T!!$

j细胞回收及纯度
!

每只小鼠
/B4<

经
/W42

分选后可获约
PN$m!F

E 个
4T!!$

j细胞#

活细胞率为
"$V

#纯度为
""NE!V

#见图
P

&

图
!

!!

/:4<

原代培养&

mPF

'

F!P5

重庆医学
5F!J

年
#

月第
P$

卷第
!J

期



!!

W

'

TWX+

染色图(

\

'

4T6!

抗体染色图(

4

'

W

)

\

合成图

图
5

!!

4T6!

抗体免疫荧光鉴定&

m5FF

'

图
6

!!

流式检测
/:4<

的
aGQ

%

4T6!

%

4T6P

%

4TPE

表达

图
P

!!

/W42

分选后的
4T!!$

j细胞纯度分析

"N#

!

/:4<

促
D24<

增殖

"N#N!

!

对照组和共培养组细胞扩增变化
!

共培养第

F

天#两组
D24<

计数均为
!NFFm!F

P 个(共培养第
$

天#对照组)共培养组
D24<

计数分别为
#N"5m!F

P

)

!5N6!m!F

P 个#见表
!

&荧光显微镜下观察
D24<

生

长情况'共培养第
5

)

P

)

#

)

$

天#共培养组绿色荧光细

胞多于对照组#见图
E

&第
!

"

$

天#共培养组与对照

组细胞计数的相对变化倍数分别为
!N5!

)

!N6E

)

!NEF

)

!N$5

)

!N$!

)

!N$E

和
!N$J

#两组细胞计数比较#差异有

统计学意义!

!

"

FNFE

"#见表
!

(第
P

天变化最明显#

见图
#

&对照组第
!

"

$

天较第
F

天的
D24<

细胞计

数比较'第
!

天扩增
FN""

倍!

!

&

FNFE

"#第
5

"

$

天扩

增倍数分别为
!NP5

)

5N6F

)

PN5E

)

EN##

)

#NPE

)

#N"5

!

!

"

FNFE

"&共培养组第
!

"

$

天较第
F

天的
D24<

细胞计数比较'第
!

"

$

天扩增倍数分别为
!N5F

)

!N"5

)

6NPE

)

$N6!

)

"N$5

)

!!N5J

)

!5N6!

!

!

"

FNFE

"&

"N#N"

!

共培养组共培养前后
D24<4T!!$4T6P

共

表达率变化
!

共培养前
D24<4T!!$4T6P

共表达率

为
$ENJEV

#见图
$

&共培养后
D24<4T!!$4T6P

共

表达率为
"5NF#V

#见图
J

&共培养
$

天后#共培养组

D24<4T!!$4T6P

共表达率增加&

图
E

!!

荧光显微镜下观察
D24<

生长情况&

m!FF

'

图
#

!!

共培养组与对照组
D24<

细胞计数的相对变化

图
$

!!

共培养前
D24<T!!$4T6P

共表达率流式检测

!!P5

重庆医学
5F!J

年
#

月第
P$

卷第
!J

期



表
!

!!

共培养过程中两组
D24<

扩增细胞数比较&

m!F

P 个'

组别 第
F

天 第
!

天 第
5

天 第
6

天 第
P

天 第
E

天 第
#

天 第
$

天

对照组
!NFF FN""kFNF6 !NP5kFNF5 5N6FkFNF# PN5EkFN5F EN##kFN!5 #NPEkFN!P #N"5kFN!$

共培养组
!NFF !N5FkFNFP

$

!N"5kFNPE

$

6NPEkFNF"

$

$N6!kFNF#

$

"N$5kFN!5

$

!!N5JkFN!5

$

!5N6!kFN!!

$

!!

$

'

!

"

FNFE

#与对照组比较

图
J

!!

共培养后
D24<4T!!$4T6P

共表达率流式检测

#

!

讨
!!

论

!!

骨髓龛按照骨髓解剖部位和功能作用差异分为

两类'以成骨细胞为主的成骨龛#以内皮细胞!

0)19;

*80=.(=I0==<

#

:4<

"为主的血管龛,

5

-

&前者维持
D24<

的稳态#后者调控
D24

增殖)分化)动员及归巢,

6

-

&

然而不同组织来源的
:4<

生物学特性存在差异&

/:4<

存在于毛细血管)微静脉及微动脉#肺组织含

量最多,

P

-

#取材简便#因此作为本实验
:4<

来源&目

前
:4<

鉴定方法主要有
6

种'细胞形态)细胞抗原标

记)细胞器超微结构&

G;X

小体是代表性的
:4<

细

胞器超微结构#但是该小体会因种属)部位)培养条

件)细胞状态的差异而呈现不同的形状和结构#出现

概率极低,

E;$

-

&故本实验选用前两种方法鉴定
:4<

&

4T6!

)

4T6P

)

aGQ

是
:4<

鉴定较为理想的抗原标记&

本实验小鼠肺组织经
#

型胶原酶消化的细胞在培养第

#

天细胞突起彼此相连#成血管样改变#第
!P

天长至

JFV

融合#呈0铺路石1样&培养第
J

天的细胞
4T6!

荧光检测阳性率为
EPNEV

&第
!P

天细胞流式检测

aGQ

)

4T6!

)

4T6P

)

4TPE

的阳性率分别为
J!N6"V

)

PENJFV

)

E$NPJV

)

FN!$V

#符合文献报道,

J

-

&故本实

验成功培养出肺
/:4<

&

D24<

主要存在于骨髓龛#目前骨髓分离
D24<

的方法主要有免疫磁珠分选和流式细胞分选&免疫

磁珠分选法操作简便)快速#

/W4<

分离纯度高达

""V

#细胞损伤小#可直接用于培养研究和流式检测&

4T!!$

即
24Q

受体#主要表达于造血干+祖细胞&本

实验选用
4T!!$

作为分选小鼠
D24<

免疫标记&每

只小鼠骨髓经
4T!!$

磁珠分选后可收获
PN$m!F

E 个

阳性细胞#纯度为
""NE!V

#成功分选出骨髓
D24<

&

共同起源学说认为血管
:4<

与早期
D24<

都是

由胚胎卵黄囊血岛细胞分化而来,

"

-

&激活小鼠
:4<

中的蛋白激酶
\!

!

WY7!

"#不仅可以扩增
D24<

#还能

重建辐射小鼠的造血系统,

!F

-

&脑
/:4<

通过胰岛素

样生长因子结合蛋白
6

!

+CQ\X;6

"功能性克隆促进

4T6P

j

4T6J

%

D24<

体外增殖,

!!

-

&

/:4<

能促进损

伤后
D24<

的保持和更新,

!5

-

&

:4<

作为脐血细胞的

滋养层#可明显增加扩增
4T6P

j

4T6J

%细胞数量,

!6

-

&

综上研究#

:4<

会调控
D24

增殖)分化)归巢&本研

究发现共培养过程中'!

!

"培养时间增加#两组
D24<

数量均增加#

/:4<

组较对照组增加更明显&!

5

"第

!

"

$

天均与第
F

天对比#共培养组及对照组
D24<

均

扩增#且共培养组扩增倍数大于对照组#第
P

天
/:4<

促进
D24<

增殖的作用最明显&由此可见#

/:4<

促

进
D24<

增殖#且第
P

天最明显&

综上所述#共培养第
$

天的共培养组悬浮细胞

D24<4T!!$4T6P

共表达率增加#而既往研究发现

小鼠年龄和状态会影响
D24<4T6P

抗原表达&

E

周

龄以下的小鼠#包括胚胎期)新生小鼠#所有的
D24<

都表达
4T6P

#

$

周龄小鼠有
4T6P

%的
D24<

#

!F

"

5F

周龄大多数
D24<

不表达
4T6P

,

!P

-

&小鼠
4T6P

j

D24<

与
4T6P

%

D24<

可以相互转化#活化状态下的

D24<

表达
4T6P

,

!E

-

#人
D24<4T6P

抗原表达是可逆

的,

!#

-

&

P

"

#

周龄小鼠
D24<

分为
4T6P

j和
4T6P

%

群,

!$

-

&笔者认为
/:4<

可以促进
D24<4T6P

表达#

但其具体机制需要进一步研究&
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