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　　自１９９４年Ｂｕｃａｌａ等［１］首次确认了外周血中循环成纤维

细胞这一白细胞亚群的存在后，其便逐渐成为了创伤及纤维

化病变领域的研究热点。循环成纤维细胞以同时表达部分

造血来源细胞（ＣＤ３４、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ１１等）和间质细胞分子

（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ⅲ等）标记为特征，可继续分化为肌成纤维细

胞。此外，循环成纤维细胞还能够提呈抗原，启动炎症反应；

分泌转化生长因子（ＴＧＦ）β等纤维形成因子，促进定植于组

织中的成纤维细胞增殖、转化及迁移［２３］；分泌基质金属蛋白

酶（ＭＭＰｓ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等血管形成因子，

促进内皮细胞增殖、迁移，加快新生血管的形成［４］。通过以

上多种作用参与创伤修复、脏器纤维化及血栓形成等病理过

程。目前国内尚鲜有此方面研究。

　　本实验从人外周血中分离单个核细胞进行培养，观察其

生长及形态变化。经免疫组化和流式细胞仪分析鉴定，发现

人外周血中可分离培养出循环成纤维细胞，并可经ＩＬ１刺

激增殖，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　淋巴细胞分离液（ＬｙｍｐｈｏｌｙｔｅＨ）购自加拿

大ＣＥＤＡＲＬＡＮＥ公司；人纤维连接蛋白购自加拿大Ｂｉｏｗｅｎ
公司；兔抗人Ⅰ型胶原蛋白（ＣＯＬⅠ）抗体购自武汉博士德公

司；小鼠抗人ＣＤ３４抗体购自北京中杉生物技术有限公司；ＰＥ
标记羊抗兔及ＦＩＴＣ标记羊抗小鼠ＩｇＧ二抗均购自美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；ＦＩＴＣ标记小鼠抗人ＣＤ３４购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公

司；人ＩＬ１购自美国Ｒａｐｉｄｂｉｏ公司；ＤＭＥＭ培养基及胎牛血

清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；青霉素购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　人外周血单个核细胞的体外分离和培养　取肝素抗凝

健康志愿者外周血６０ｍｌ，ＰＢＳ液对倍稀释，经Ｌｙｍｐｈｏｌｙｔｅ

Ｈ密度梯度离心（８００×ｇ，２０ｍｉｎ），弃上清后取中间白膜层，

ＰＢＳ洗涤２次（４００×ｇ，１０ｍｉｎ／次），细胞悬浮于ＤＭＥＭ 培

养基（含２０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素），种植于预先涂布

纤维连接蛋白的６孔板（每孔１．２×１０７个细胞）中，其中１孔

放入无菌盖玻片，于３７℃、体积分数为５％ＣＯ２培养箱中培

养，５ｄ后换液，除去未贴壁细胞，继续培养至１０ｄ。

１．３　形态学观察　相差显微镜下每天观察细胞的生长状态

情况并拍照。

１．４　免疫荧光双标法检测循环成纤维细胞ＣＯＬⅠ和ＣＤ３４
的表达　培养１０ｄ后，取出盖玻片，乙醇固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤，血清封闭３０ｍｉｎ，加入兔抗人ＣＯＬⅠ（抗体浓度１５０），

４℃过夜，加入ＰＥ结合的羊抗兔ＩｇＧ二抗（抗体浓度１

１００），４℃过夜后再加入ＦＩＴＣ结合的鼠抗人ＣＤ３４（抗体浓度

１１００），第２天于荧光显微镜下观察细胞染色情况。

１．５　流式细胞术分析　培养１０ｄ的单个核细胞经ＰＢＳ洗

涤后制成细胞悬液，加入兔抗人ＣＯＬⅠ抗体（抗体浓度１

５０）及小鼠抗人ＣＤ３４抗体（抗体浓度１１００），低温孵育１

ｈ，再次洗涤后加入ＰＥ结合的羊抗兔ＩｇＧ二抗及ＦＩＴＣ结合

的羊抗小鼠ＩｇＧ二抗（抗体浓度１１００），低温避光孵育３０

ｍｉｎ后上流式细胞仪分析。以分离后未经培养的单个核细

胞样本及仅加入二抗的样本作为对照。

１．６　ＩＬ１刺激　６孔板中单个核细胞培养１０ｄ后，其中３
孔加入ＩＬ１（１００ｎｇ／ｍｌ），其余３孔加入等量ＰＢＳ作为阴性

对照，２４ｈ后镜下观察增殖情况，每孔计数６个视野（×１００）

下循环成纤维细胞数。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较用ｔ检验。

２　结　果

２．１　循环成纤维细胞体外培养形态及ＣＯＬⅠ和ＣＤ３４表

达　初分离的单个核细胞为圆形，散在悬浮于培养液中。２４

ｈ后，大量细胞贴壁生长。３～４ｄ后，可见明显纺锤形细胞

出现，但增殖缓慢。经ＣＤ３４及ＣＯＬⅠ标记后，可见梭形细

胞同时显示ＣＤ３４及ＣＯＬⅠ阳性信号，其中ＣＯＬⅠ阳性信号

（红色荧光）主要位于胞质，ＣＤ３４阳性信号（绿色荧光）主要

分布于胞膜（图１）。培养１０ｄ后的单个核细胞经抗ＣＤ３４
（ＦＩＴＣ）、抗ＣＯＬⅠ（ＰＥ）共同标记，流式细胞仪分析双标细胞

约占单个核细胞总量的０．２％，阴性对照组及未经培养的单

个核细胞中均未发现共同标记细胞（图２）。
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图１　培养１０ｄ后的循环成纤维细胞形态及ＣＤ３４和ＣＯＬⅠ表达

Ａ：可见明显的纺锤形细胞；Ｂ：ＣＤ３４阳性表达，免疫荧光染色显示为绿色；Ｃ：ＣＯＬⅠ阳性表达，免疫荧光染色显示为红色．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×１００（Ａ）；×２００（Ｂ，Ｃ）

图２　流式细胞术分析培养１０ｄ的单个核细胞

ＣＤ３４（ＦＩＴＣ）、ＣＯＬⅠ（ＰＥ）双标细胞约占单个核细胞总量的０．２％（Ａ）；阴性对照组（Ｂ）及未经培养的单个核细胞（Ｃ）中均未发现双标细胞

２．２　ＩＬ１刺激循环成纤维细胞增殖　人外周血单个核细胞

经培养１０ｄ后加入ＩＬ１（１００ｎｇ／ｍｌ），刺激２４ｈ后镜下观察，

梭形细胞数明显较未刺激组增多（图３）。计数每视野（×１００）

梭形细胞为３１．２±６．３，阴性对照组为２０．２±４．１（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＩＬ１刺激循环成纤维细胞增殖

Ａ：ＩＬ１刺激２４ｈ后；Ｂ：阴性对照组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

３　讨　论

　　已有研究表明循环成纤维细胞由外周血ＣＤ１４阳性的

单个核细胞分化而来，而分化的过程需要Ｔ细胞的参与［５］，

在本实验过程中，经过反复试验，我们发现如果经外周血分

离出来的单个核细胞数目过少，或培养过程中过早（＜４８ｈ）

过频地更换培养液，则单个核细胞中难以分化出循环成纤维

细胞。这一现象说明单个核细胞之间彼此的接触可能是循

环成纤维细胞分化的必要条件，但其具体作用机制目前还缺

少研究。

　　ＣＤ３４是一种膜整合糖蛋白（１１００００），主要存在于骨髓

细胞、淋巴细胞前体、胚胎成纤维细胞、血管内皮细胞和骨髓

基质细胞［６］。而分泌胶原则是成纤维细胞的特点。目前鉴

定循环成纤维细胞的标准便是同时表达血源细胞标记和胶

原。本实验中培养１０ｄ后的梭形细胞ＣＤ３４、ＣＯＬⅠ荧光染

色均呈阳性，流式细胞术也证实出现双标细胞。国外研究还

发现在循环成纤维细胞的培养过程中，ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１４等

造血来源细胞的标记表达逐渐减少，而胶原表达明显增

强［７８］，原本的单个核细胞越来越表现出成纤维细胞的特征。

　　目前虽然已经明确ＴＧＦβ可经Ｓｍａｄ２／３和ＳＡＰＫ／ＪＮＫ

ＭＡＰＫ信号通路促进循环成纤维细胞表达αＳＭＡ向肌成

纤维细胞转化，ＳＡＰ（血清神经肽Ｐ）、多聚ＩｇＧ和ＩＦＮα２ｂ能

够抑制外周血ＣＤ１４阳性单个核细胞向循环成纤维细胞转

化［９１０］，但对循环成纤维细胞分化、增殖、迁移及功能变化的

调控机制仍然知之甚少。本实验中通过镜下观察及细胞计

数发现ＩＬ１能够刺激循环成纤维细胞增殖，且另外有研究

表明ＩＬ１还可促进循环成纤维细胞分泌各种致炎因子、血

管形成因子及纤维形成因子，促进其迁移［１１］。因此我们推

测ＩＬ１可能与循环成纤维细胞功能和表型的转换相关，而

ＩＬ１受体的胞内段与Ｔｏｌｌ样受体的胞内段同源，被称之为

Ｔｏｌｌ／ＩＬ１Ｒ（ＴＩＲ），是细胞内信号转导的起始部位。那么

Ｔｏｌｌ样受体作为沟通天然免疫和获得性免疫的桥梁，是否构
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成了循环成纤维细胞胞内信号传递通路，从而参与或是控制

了循环成纤维细胞的的分化、增殖及功能改变，需要进一步

研究。这将有助于了解循环成纤维细胞与其他细胞、胞外蛋

白相互作用、相互影响的途径，揭示其分化、迁移、增殖、激活

及功能转换的机制，进一步完善创伤修复及纤维化过程中复

杂的细胞和细胞因子网络，为临床干预提供理论基础及新的

方向。
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