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血小板相关抗体对巨核细胞增殖的实验研究"

#

!汤喜兰"

!黄立新#

!曾治君"

!张启云"

!单义民"

!徐国良"

""

!!"$江西中医学院现代中药制剂教育部

重点实验室!南昌 %%&&&'"#$江西艺术职业学院基础部!南昌 %%&&"%#

摘要!目的!探讨血小板相关抗体"()*+,),+-*../01*+,2 *3+14/25#6789:$对巨核细胞体外增殖的影响% 方法!制备骨髓成纤维细

胞无血清条件培养液#采用小鼠骨髓巨核细胞原代培养的方法#探讨 6789:对巨核细胞体外增殖的影响% 结果!;& 倍和 "&&

倍稀释的6789:能够显著抑制巨核细胞的增殖% 结论!6789:对巨核细胞的体外增殖有抑制作用%
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多因偏食油腻厚味$损伤脾胃$使气机壅塞$升降失

常$土壅木郁$肝胆疏泄失职或忧思恼怒$肝失疏泄$

累及胆腑$胆汁通降不畅$久郁蕴热或内损外感所

致& 现代医学认为$本病发生与胆汁成分改变和胆

道动力障碍有关$使胆囊壁增厚$肌肉纤维萎缩$故

胆囊的收缩功能减退& 因此在治疗上的一个难点是

胆囊壁的不良重构而引起胆囊收缩功能的丧失$单

纯应用西药抗感染很难达到恢复胆囊收缩功能的目

的''(

&

而目前采用中药复方治疗胆囊炎具有良好疗

效& 本方以)金匮要略*治疗湿热黄疸的名方茵陈

五苓散加减化裁$在疏肝的同时加强其利胆的功效&

实验所得结果表明胆乐汤具有抗炎利胆作用$可以

明显加快胆汁的排出量$这提示了本药在肝胆疏泄

失职$胆汁动力障碍通降不畅等原因所致的急慢性

胆囊炎中有较好的治疗作用$临床上有值得推广意

义&
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!!免疫性血小板减少性紫癜!121/(*+B10+BG/E4/-

05+/(,310(FG(FG*$8A6#是一种临床上常见的以血小

板减少为特征的出血性疾病'"(

$血小板减少的机制

是由于自身免疫功能异常导致血液中产生血小板相

关抗体! ()*+,),+-*../01*+,2 *3+14/25$6789:#$6789:

结合于血小板膜的抗原部位$使得血小板在单核巨

噬系统内的破坏增加'#(

& 巨核细胞 !E,9*H*G5/-

05+,.$IX#是血小板的前体细胞$与血小板有着相同

的系列特异性抗原决定簇$同样受到 6789:的影响

而发生成熟障碍导致血小板减少'%(

& 临床研究报

道'#(表明%在6789:Y;&& 39Z"&

Q

67时$随着 6789:

值的增高$8A6患者的成熟产板巨核细胞数量明显

减少& 白松婷研究''(报道$去除 8A6患儿血液中的

血小板抗体等致病因素$进行骨髓巨核细胞的体外

无血清培养$结果发现骨髓巨核祖细胞造血功能活

跃$骨髓巨核细胞标化计数明显升高& 临床研究结

果提示%6789:可能作用于巨核细胞$影响巨核细胞

的增殖分化和成熟& 本研究考察了小鼠骨髓成纤维

细胞条件培养液!L-MI#对巨核细胞增殖的的作用$

探讨了6789:对巨核细胞体外增殖的影响$为提升

血小板药物提供一种细胞水平的研究方法&

"!材料与方法

"$"!材料

[*)4ZM小鼠$雌,雄不限$由南昌大学医学院提

供$合格证号%&#"-RS&#& 6789:!豚鼠抗 [*)4ZM小

鼠#为本实验室参考文献';(制备& 8I\I培养基购

自美国:8[M>公司"牛血清白蛋白![J7#和谷氨酰

胺为./)*G41/产品"超级无噬菌体,低内毒素新生牛

血清!UMJ#为杭州四季青生物工程材料研究所产

品"马血清!B/G.,.,GFE$]J#为北京中杉金桥产品"

骨髓成纤维细胞生长因子!4L:L#为英国 (,(G/+,0B

公司产品"碘化乙酰胆碱!*0,+5)+B1/0B/)13,1/212,$

ÂM#和
!

-巯基乙醇均购自美国.19E*公司&

"$#!方法

"$#$"!L-MI的制备'S(

!无菌条件下取股骨,胫

骨$用 8I\I培养液冲出骨髓细胞$制备单细胞悬

液"细胞计数$以 " _"&

Q 个ZE)接种到含 ";`小牛

血清,# 39ZE)4L:L的 ; E)8I\I培养体系中"%Q

a$;` M>

#

$饱和湿度下培养 ; 2"弃去培养液$无菌

6[J洗细胞 % 次$重新加入上述培养体系$继续培养

S 2"当显微镜下可见亚汇合的贴壁细胞层$其中成

纤维细胞约占 R&`以上时$弃去培养液$无菌 6[J

轻洗细胞 % 次$再加8I\I培养液!" 0E

# 培养瓶底

面积加8I\I培养液 &$" E)#$置 %Q a$;` M>

#

$饱

和湿度下培养 '= B"取上悬液$离心,过滤$收集 L-

MI&

"$#$#!采用不同浓度的 L-MI进行巨核细胞的体

外培养!无菌条件下取股骨,胫骨$制备骨髓细胞单

细胞悬液& 以 " _"&S 个ZE)接种于含 ;`马血清

!]J#$&$&';`谷氨酰胺$"& b; E/)Ẑ

!

-巯基乙醇$

&$;`牛血清白蛋白的8I\I培养体系"实验组培养

体系中除上述成分外分别加入终浓度为 "&`$

#&`$%&`$'&`$;&` 的L-MI$对照组加入等量的

8I\I& 各培养体系接种于 #' 孔培养板中$" E)Z

孔$% 孔Z组$%Q a$;` M># 饱和湿度下培养$第 ; 2

半量换液$半量换液后两天进行乙酰胆碱酯酶染色$

细胞大而亮$乙酰胆碱酯酶染色为阳性的细胞为成

熟巨核细胞&

"$#$%!6789:对巨核细胞增殖的影响!小鼠骨髓

单个核细胞 " _"&

S

ZE)接种于含 ;` ]J$&$&';`谷

氨酰胺$"& b; E/)Ẑ

!

-巯基乙醇$&$;`牛血清白蛋

白的8I\I培养体系中& 试验分为 ' 组%%&` L-MI

对照组,6789:;& 倍稀释组,6789:"&& 倍稀释组,

6789:#&& 倍稀释组& 各组培养体系中均加入 L-

MI!%&`$TZT#& 试验组分别加入不同稀释倍数

的6789:$%&` L-MI对照组加入等量的8I\I& 各

培养体系接种于 #' 孔培养板中$" E)Z孔$% 孔Z组$

%Qa$;` M>

#

$饱和湿度下培养$第 ;2 半量换液&

半量换液后两天进行乙酰胆碱酯酶染色$显微镜下

计数成熟巨核细胞数&

"$#$'!统计方法!采用 J6JJ "%$& 软件包进行方

差分析!7U>T7#检验$组间比较采用 Ĵ\检验&

#!结果

#$"!细胞形态学观察

成熟的巨核细胞大而亮$折光性好$胞浆和细胞

核较为明显$经过乙酰胆碱酯酶染色后的巨核细胞

呈棕褐色表达!见图 "#& 镜下观察%与对照组相比

较$稀释倍数为 ;& 倍和 "&& 倍的6789:造模组的巨

核细胞数目有减少趋势&

图 "!巨核细胞乙酰胆碱酯酶染色"'&& _$

+R;+
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#$#!L-MI对巨核细胞增殖的影响

与对照组!&` L-MI组#相比较$各个浓度的

L-MI均能促进巨核细胞增殖& 随着 L-MI在一定

浓度范围!"&` b;&`#的增加$其促进巨核细胞增

殖的作用呈先逐渐增强后逐渐递减的趋势$以L-MI

为 %&`浓度时增强作用最为显著!与对照组相比

较$.c&$&;#& 具体见图 #&

图 #!不同浓度L-MI对巨核细胞增殖的影响

"与对照组相比较#.c&$&"$

#$%!6789:不同稀释倍数对巨核细胞增殖的影响

6789:;&,"&&,#&& 倍稀释组对成熟巨核细胞

的增殖均有抑制作用& 稀释倍数越小$其抑制作用

越明显& 与 %&`L-MI对照组相比较$;& 倍和 "&&

倍稀释的6789:组均有极显著性差异!.c&$&"#$

能显著抑制巨核细胞的增殖& 具体见图 %&

图 %!6789:不同稀释倍数对巨核细胞增殖的影响

"与 %&`L-MI组相比较#.c&$&"$

%!讨论

L-MI中含有 JML$ 8̂-"$ 8̂-S$ 8̂-""$:I-MJL$

L:L等较多的造血刺激因子以及部分造血抑制因

子$但主要以造血刺激因子为主$因而L-MI对巨核

细胞体外扩增有刺激作用$能够促进巨核系祖细胞

尤其是巨核细胞的增殖与分化'S(

& 试验结果表明%

L-MI在一定浓度范围内$促巨核细胞增殖的作用

呈先逐渐增强后逐渐递减的趋势$以 %&` L-MI促

进巨核细胞的增殖作用最为显著& 这与文献报道相

一致'Q(

&

目前$关于678:9与巨核细胞增殖方面的临床

报道很多'#$'(

& 本研究以 %&` L-MI作为促巨核细

胞增殖的最佳浓度$观察不同稀释倍数的 678:9对

巨核细胞增殖的作用& 试验结果表明%与 %&` L-

MI对照组相比较$;& 倍,"&& 倍,#&& 倍稀释的

6789:能够抑制巨核细胞的增殖$其中以 ;& 倍和

"&& 倍稀释的6789:组抑制巨核细胞的增殖最为显

著!.c&$&;#& 现有研究表明$血小板外膜蛋白主

要有:6

"

*,:6

"

4,:6

#

*,:6

#

4,:6

$

*,:6

$

4

'=(

$而巨核细胞表面亦表达 :6

#

4Z

$

*和 :6

"

4$

678:9与巨核细胞上相应的抗原结合$从而干扰巨

核细胞的成熟和血小板的产生& 王同保报道'R(表

明%与正常儿童相比$8A6患儿巨核细胞血小板膜糖

蛋白!:6#

#

4Z

$

*含量降低& 有报道'"&(表明用体

外干细胞培养法研究发现$:6

"

4

%

单抗轻度抑制

巨核细胞克隆的形成$明显抑制血小板形成&

8A6疾病长期公认的致病机理是 678:9与血小

板抗原特异性结合形成抗原抗体复合物$激活补体$

破坏血小板$导致血小板减少& 本研究结果揭示

678:9还可以作用于骨髓巨核细胞$抑制巨核细胞

的增殖$影响血小板的生成& 本研究结果为升血小

板药物的开发提供一种体外研究方法&
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