
·346·

·论著·

生冒鱼重煎鱼垫垦堂!!!!生!旦箜!!鲞整!塑—Chin Crit Care Med,J—une 2010,V01．22,No．6

内皮祖细胞在创伤后多器官功能障碍中的变化及意义

付文政 毛岸荣 罗天航 方国恩

【摘要】 目的 探讨骨髓内皮祖细胞(EPCs)在创伤后多器官功能障碍中的变化特点及意义。方法 18

头小型家猪按随机数字表法分为实验组(9头)和对照组(9头)。实验组动物采用失血性休克一内毒素二次打击

方法制备多器官功能障碍综合征(MODS)模型。设伤后正常状态(T，)以及注射脂多糖(LPS)前(T：)和注射后

即刻(T。)、24 h(T。)、48 h(Ts)5个时间点抽取骨髓和外周血，加入红细胞裂解液，显微镜下计算有核细胞数；

用流式细胞仪测定骨髓和外周血中EPCs含量，并计算EPCs绝对数值，对结果进行统计学分析。结果对照

组TI、T2、T。、T。、T5时骨髓中EPCs(×106／L)分别为7．64土0．68、7．32士0．55、7．58士1．13、7．77士0．70、

7．88士0．84，外周血中EPCs(×106／L)分别为3．54±0．26、4．06士0。64、3．74士0．55、3．61士0．37，3．98士

0．63；实验组骨髓中EPCs(×106／L)分别为7．45士1．55、6．58士0．80、11．27士1．20、10．88士1．15、8．36士

2．88，外周血中EPCs(×10s／L)分别为3．21土0．48、8．71±2．04、5．98士0．77、1．27士0．91、2．14士0．96。实验

组T。、T。、T。时骨髓中EPCs明显高于对照组；T：、T。、T。、Ts时外周血中EPCs与对照组有明显差异，且各时

间点骨髓中EPCs明显高于外周血中(均P<0．05)。结论失血性休克后MODS发生发展过程中外周血

EPCs先出现明显升高，然后迅速下降}而骨髓EPCs先略有下降，后明显升高，出现MODS后下降。EPCs的

变化在MODS的转归中起重要作用。

【关键词】内皮祖细胞； 多器官功能障碍综合征； 骨髓； 血液； 流式细胞仪
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[Abstract]Objective To investigate characteristics of changes in bone marrow endothelial progenitor

cells(EPCs)and implications on multiple organ dysfunction syndrome(MODS)as a result of trauma．

Methods Eighteen mini-pigs were randomized into two groups：MODS group(n一9)and control group

(行=9)．The animal models of MODS were reproduced by”two—hit”injury with hemorrhagic shock and

lipopolysaecharide(LPS)injection．Bone marrow and periphera】blood of them were collected at five time

points：normal condition(T1)，before injection of LPS(T2)，and 0(T3)，24(T‘)and 48 hours(T5)after

injection of LPS．Erythrocytie lysate was added to the samples，and the number of leucocytes in every sample

was counted．The rate of EPCs in each sample was determined by flow cytometry．Number of EPCs in bone

marrow and peripheral blood were calculated。and the results were analyzed statistically．Results The

number of EPCs(×106／L)in bone marrow of control group at T1一§was 7．64士0．68，7．32土0．55，7．58土

1．13，7．77士O．70，and 7．88±0．84，respectively，and in peripheral blood control group was 3．54±0．26，

4．06士O．64，3．74土0．55，3．61±0．37，and 3．98士0．63，respectively．The number of EPCs(×106／L)in

bone marrow in the experimental group was 7．45土1．55，6．58士0．80，11．27士1．20，10．88士1．15·and

8．36士2．88，respectively，The number of EPCs(×106／L)in peripheral blood in the experimental group was

3．21士0．48，8．71士2．04，5．98士O．77，1．27士0．91，and 2．14士0．96，respectively．The number of EPCs in

bone marrow of experimental group was larger than that of control group at T3，T¨Ts．The number of

EPCs in the experimental group in peripheral blood was larger than that of control group at Tz，T”T4，T5．

The number of EPCs in bone marrow was larger than that in peripheral blood at every time point(all P<

0．05)．Conclusion The number of EPCs in peripheral blood elevates sharply in the earlier period，then

plummetes quickly during MODS after a trauma．While the number of EPCs in bone marrow descends mildly

at first，then rises obviously．Along with the aggravation of MODS，a declination of EPCs in bone marrow

emerges．The change in bone marrow EPCs plays an important role in recovery of MODS．

[Key words]Endothelial progenitor cell； Multiple organ dysfunction syndrome； Bone marrow，

Blood；Flow cytometry
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多器官功能障碍综合征(MODS)在临床危重病

患者中经常出现，虽然对其病理研究和临床治疗已

经有了很大提高，但是关于其发生发展机制目前尚

未完全阐明。本课题组前期研究表明，在MODS发
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生发展过程中，外周血单核细胞p38丝裂素活化蛋

白激酶(p38MAPK)磷酸化可使肿瘤坏死因子一a

(TNF—a)表达与合成增加，抑制p38MAPK磷酸化

可能是MODS治疗中降低脓毒症的治疗靶点一]。内

皮祖细胞(EPCs)参与生理性及病理性血管形成，有

关EPCs与冠心病、脑血管病、糖尿病、创伤等疾病

的关系已经有较多的研究嵋。3]，但在由创伤引起的

MODS过程中变化如何目前尚无报道。本实验中采

用二次打击法制备小型家猪MODS模型_]，研究骨

髓和外周血EPCs在创伤或严重感染导致MODS

各阶段中的变化趋势，从自身修复障碍角度出发探

讨MODS的发病机制，同时为进一步研究EPCs与

MODS的联系提供实验依据。 ．

1材料与方法

1．1 主要试剂和仪器：羊抗猪CDl33抗体(美国

Santa Cruz公司)，异硫氰酸荧光素(FITC)标记的

鼠抗羊IgG(丹麦DAKo公司)，藻红蛋白(PE)标记

的羊抗鼠IgG(美国KPL公司)，鼠抗猪血管内皮生

长因子受体2(VEGFR一2／KDR)抗体(美国Upstate

公司)，大肠杆菌脂多糖(LPS，美国Sigma公司)，

M1106c多功能监护仪(美国HP公司)，普通光学

显微镜(日本Olympus公司)，FACSCalibur型流式

细胞仪(美国BD公司)。

1．2实验动物分组与模型制备：清洁级(--级)健康

雄性猪19头由第二军医大学实验动物中心提供，动

物合格证号：Syxk(沪)2007—003，体重21～30 kg，

平均(25．22士3．17)kg。按随机数字表法分为两

组，实验组10头，实施麻醉和有创动、静脉置管后，

制备失血性休克+大肠杆菌LPS复合因素二次打

击MODS模型∞]，最终有1头未形成MODS，未计

入该统计资料；对照组9头，只施行麻醉和有创动、

静脉置管，不实施失血及LPS注射。在术后不同时

间点交替取两侧髂骨后嵴骨髓血3 ml，同时取静脉

血3 ml备检。T。：正常状态下(第1日08：00至

09：oo)，T2：注射LPS前(第2日08：00至09：00)，

T。：注射LPS后即刻(第3日08：00至09：00)，

T。：注射LPS后24 h(第4日08：00至09：00)，

T5：注射LPS后48 h(第5日08：oo至09：oo)；对照

组相同时间点取标本。本实验符合动物伦理学标准。

1．3检测指标及方法

1．3．1骨髓及外周血中有核细胞计数：按以上时间

点取骨髓和外周血各1 ml，加磷酸盐缓冲液(PBS)

1：1混匀后离心，去上清液；取白细胞层，再加PBS

1 ml混匀；取20 pl混匀液，加入380弘1红细胞裂解
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液(3％冰醋酸)并混匀；显微镜下计数有核细胞总数

(主要为白细胞，还包括造血干细胞、EPCs、间充质

干细胞等)。

1。3．2流式细胞仪检测骨髓及外周血EPCs含量：

取6支试管，各加入骨髓血50肛l，1号管作为空白对

照不加任何抗体，2号管加入1弘l的CDl33抗体，

3号管加1弘l的KDR抗体，4号管单加二抗，5号管

和6号管加同样的CDl33抗体和KDR抗体。每管

避光保存30 min，加入1 ml的PBS并混匀，离心后

去上清液；2号管加入1弘l FITC标记的CDl33二

抗，3号管加2弘l PE标记的KDR二抗，5号管和

6号管各加1 gl FITC标记的CDl33二抗和2弘l

PE标记的KDR二抗，避光保存30 min；每管中再

加入1 ml PBS，离心后去上清液，加入150肛l PBS。

用同法操作同一时间点的外周血。流式细胞仪检测

每份标本的EPCs含量。

1．3．3 EPCs绝对数值的计算：EPCs绝对数值=

细胞计数所得有核细胞数值×流式细胞仪计数所得

EPCs的含量。

1．4统计学处理，采用SPSS 11．5统计软件进行统

计学处理，计量资料以均数士标准差(z±5)表示，两

组均数比较采用t检验，计数资料采用X2检验，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 两组动物总体转归：对照组MODS发生率为

0(0／9)，显著低于实验组的90％(9／lo)；对照组动

物的死亡率为0(0／9)，而实验组动物的死亡率为

80％(8／10)。

2．2两组动物EPCs动态变化

2．2．1 有核细胞数的变化(表1)：第一次打击后

(T：)实验组动物骨髓和外周血中有核细胞数量明

显下降，之后迅速升高，并保持高水平；且与对照组

比较差异有统计学意义(均P<O．05)。

2．2．2 EPCs含量的变化(表1；图1～2)；对照组骨

髓中EPCs含量高于外周血(均P<O．05)。实验组

和对照组骨髓中EPCs含量基本维持在0．022％～

0．026％，同时在各个时间点的波动不明显。实验组

外周血中EPCs含量变化较大，维持在o．017％～

0．064％，且在各个时间点的波动明显，于T：、T。、T；

时与对照组相比有显著差异(均P<0．05)。

2．2．3 EPCs的绝对数值变化(表1)：实验组动物

骨髓中EPCs绝对数值在第一次打击后(T：)略有下

降，随后持续升高，且于T。～T。显著高于对照组

(均P<O．05)；外周血中EPCs绝对数值在T。时较
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表1创伤后多器官功能障碍猪骨髓和外周血有核细胞计数、EPCs含量、EPCs绝对数值变化(；±s)

注：EPCs：内皮祖细胞，T1：正常状态，Tz：注射脂多糖(LPS)前，T3：注射LPS后即刻，Tt：注射LPS后24 h，T5注射LPS后48 h}与本组

TI比较，·P<O．051与本组T2比较，6P<O。05f与对照组同期比较，。P<O．05；与本组同期骨髓比较，。P<O．05

T。时大幅升高(P<O．05)，之后迅速下降，后期仍低

于T。时(／t／P<0．05)。对照组骨髓中EPCs绝对数

值无显著变化；夕}周血EPCs在创伤早期短暂上升

后逐渐回归到正常水平。

注：EPCs：内皮祖细胞。FITc：异硫氰酸荧光紊，PE：藻红蛋白

图1创伤后多器官功能障碍猪正常状态下(左)

和注射脂多糖前(右)外周血EPCs的流式细胞仪散点图

101

l 03

爱1 02

穗鳌 10l 隧 ’■。

n

F11’C FITC

注：EPCs：内皮祖细胞，FITC：异硫氰酸荧光素，PE：藻红蛋白

圈2创伤后多器官功能障碍猪正常状态下(左)

和注射脂多糖后24 h(右)骨髓中EPCs流式细胞仪散点图

3讨论

1997年Asahara等[5]首先从外周血单个核细

胞里分离出一种被称为EPCs的祖细胞亚群，这些

细胞具有在体内外增殖、迁徙和分化为成熟内皮细

胞的能力。EPCs在外周血中的含量非常少，具体数

量各家报道不一。在胚胎期，内皮细胞系与造血细胞

系来源于血岛内共同的祖先细胞；出生后EPCs存

在于骨髓，并可被转移至外周血参与缺血组织的血

管重建和血管的内膜化。近几年的动物实验和临床

研究均显示，EPCs在体内受到多种因素如药物、血

流动力学以及炎症过程中各种细胞因子的影响¨引。

目前研究的EPCs主要有两类：一类是来源于

骨髓和刚刚被动员进入外周中的早期EPCs，它们

都表达3种祖细胞分子标志，即CDl33(ACl33)、

CD34和VEGFR—z／KDR，而不表达VE一钙黏素和

血管性血友病因子(vWF)；另一类是晚期EPCs，即

早期EPCs释放入外周血后或经体外培养后逐渐失

去CDl33表型等祖细胞特性，并开始表达内皮系特

征性分子标志的EPCs，如血小板内皮细胞黏附分

子一1(CD31)、vWF、KDR、VE一钙黏素和内皮型一氧

化氮合酶(eNOS)等，同时可吞噬乙酰化低密度脂蛋

白(Ac—LDL)和荆豆凝集素(UEA一1)[9]。CD34是造

血干细胞的重要标志，在胚胎早期血管也有表达，因

而通常被认为是识别EPCs的主要标志之一，既往

的实验均利用CD34+的免疫磁珠或免疫荧光进行

EPCs的分选。但2001年George等提出了CD34一

EPCs的概念。He等口妇从成体骨髓中分离出一种

CDl33+、KDR+、CD34一、VE一钙黏素+的多潜能祖

细胞，这些细胞在体外经过促血管表皮生长因子

(VEGF)诱导培养可增殖分化为CD31+、KDR+的

成熟EPCs，证实这些细胞也属于EPCs的范畴。因

此，如果利用CD34进行EPCs的分选，将会损失很

多CD34一的EPCs。有三方面的证据表明CDl33+和

KDR+细胞主要是EPCs L6-8]。因此我们选择CDl33

和KDR对标本中的单个核细胞进行了流式细胞仪

的双标检测，表达双阳性的细胞即为EPCs。

EPCs从骨髓到外周血并参与血管损伤处或缺

血区域新生血管形成发挥修复作用一般分为动员、

归巢和分化等步骤。EPCs的动员和归巢是指EPCs

从骨髓释放到外周血并迁移到组织缺血或内皮损伤
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部位，黏附、结合到病灶部位的过程。EPCs的动员

主要在骨髓的微环境中进行，某些细胞因子、趋化因

子如VEGF、血小板源性生长因子(PDGF)、血管生

成素一1、成纤维细胞生长因子(FGF)和干细胞因子

(SCF)等在EPCs动员中发挥促进作用=11|。研究显

示：当机体创伤后出现局部组织或器官缺血、缺氧

时，血管壁损伤或冠状动脉形成血栓等均可导致低

氧诱导因子一h(HIF—la)表达增加，HIF一1a可对其

下游基因，如促红细胞生成素(EPO)、VEGF等转

录进行调节In-is]，而VEGF通过作用于EPCs表面

的VEGFR一1、VEGFR一2，诱导EPCs动员、增殖并

调节黏附分子表达[1 3|。最近，Smadja等儿研究证明

VEGF先诱导骨髓CDl33’细胞表达酪氨酸激酶受

体，随后激活VEGFR一2／I型跨膜糖蛋白(NRP一1)

依赖性信号通路，通过该信号通路促进骨髓

CDl33+细胞增殖和分化。有研究发现，创伤后细胞

外基质(ECM)的重建是EPCs动员的关键步骤，该

过程由基质金属蛋白酶9(MMP～9)介导，活化

MMP一9使骨髓间质细胞膜结合配体(mKitL)脱离

细胞成为可溶性配体(SCF)，动员至外周血活化增

殖。MMP一9的释放和激活为血管新生过程中ECM

重建所必需。MMP一9不但通过促进ECM重建动员

EPCs，还可以通过促进SCF释放来发挥作用。

创伤后体内某些细胞因子和趋化因子参与了

EPCs归巢，如基质细胞衍生因子一10t(SDF一10t)、

VEGF等u引。Murayama等一H一将含有VEGF的填充

物移植到缺血部位，发现可引起移植部位EPCs聚

集，促进血管新生，提示VEGF有促进EPCs归巢

的作用。此外，SDF一10t可通过与EPCs表面的基质

细胞源性因子一1(SDF一1)的受体CXCR一4结合，促

进EPCs归巢到缺血部位，从而促进缺血组织的血

管新生。有研究表明，几乎所有的EPCs都能表达

CXCR一4，CXCR一4基因剔除的鼠有很多缺陷，包括

不能进行血管新生，说明该受体在血管重建中发挥

重要作用_l引。当创伤发生时，病变组织SDF一10t释

放增多，借助这些因子的趋化作用，EPCs归巢至病

变部位。单核细胞趋化因子一1(MCP一1)则通过上调

整合素的表达来实现EPCs向血管损伤内皮的归巢

过程u 6|。Walter等【171的研究表明，整合素能加快

EPCs黏附至血管损伤处；还有P一、E一、L一选择素也

参与EPCs的归巢；在使用相应选择素抗体后，

EPCs的黏附数量明显减少[1引。

本研究结果提示：在MODS的形成过程中，外

周循环中EPCs较对照组外周循环中EPCs数量减

·349·

少，说明MODS发生发展过程中某些因素对EPCs

数量及功能具有影响。结合MODS动物各个时间点

的重要器官功能变化以及体内细胞因子的变化，我

们推测MODS导致外周循环中EPCs数量改变的

机制可能包括以下几种途径：①MODS形成的危险

因素可增强氧化应激，直接影响EPCs的动员或生

存时间。氧化应激是公认的细胞凋亡促进因素，有研

究表明EPCs对诱导凋亡非常敏感，增加了EPCs

的凋亡；他汀类药物治疗可提高循环EPCs数量并

改善EPCs功能。②由于EPCs参与机体损伤后的

修复过程，持续及不断加重的组织、内皮损伤和内皮

增生，以及功能障碍可导致EPCs过量消耗甚至衰

竭。③在MODS过程中，可能通过减少细胞因子如

粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)、VEGF等对

骨髓EPCs的动员作用，而间接减少EPCs的数量。

④在MODS后期外周血中EPCs显著下降，而骨髓

中EPCs持续升高可能与某些毒素和细胞因子抑制

EPCs释放有关。
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·科研新闻速递·

美托眯定一氯胺酮麻醉可有效稳定失血性休克时的血流动力学指标

失血性休克(HS)是一种病死率很高的急性病症，至今尚无一种能够在手术时有效防止患者心血管系统衰竭的麻醉方法。

捷克的科学家最近对用美托咪定一氯胺酮麻醉(MK组，，l一10)和异丙酚一雷米芬太尼麻醉(PR组，玎一10)的HS动物稳定血流

动力学指标的效果进行了比较。研究人员将小型实验猪的平均动脉压(MAP)降至40 mm Hg(1 mm Hg=0．133 kPa)并维持

120min来建立HS模型，结果所有动物存活。HS早期(30～90min)MK组的MAP明显高于PR组(尸<O．05)，HS晚期(60～

120 min)MK组的心率明显低于PR组(尸<0．05)。MK组的肢体远端血液总量为(1 321士133)ml，明显大于PR组(1 111士

246)ml(P<o．05)。HS 120 min时所有动物心排血量较基础值下降约50％(尸<o．01)，但两组间差异无统计学意义。研究人

员认为，在猪HS模型中，美托咪定一氯胺酮麻醉比异丙酚一雷米芬太尼麻醉能更有效地稳定血流动力学指标，更适合临床应用。

杨明星，编译自《Physiol Res》，2010—04—20(电子版)；胡森，审校

脓毒症时抑制补体能降低凝血活性从而保护器官功能

严重脓毒症时补体的级联反应和凝血活性升高会引起多器官功能衰竭(MOF)甚至死亡。最近，美国学者应用狒狒脓毒症

模型，通过在早期和晚期分别给予补体抑制剂Compstatin，研究了补体及相关物质对凝血系统和脓毒症治疗的影响。结果显

示，Compstatin可降低脓毒症血浆和组织中补体活性，减少巨噬细胞和血小板在器官中的积蓄；并通过向下调节凝血因子I

和纤溶酶原激活物抑制剂一1降低凝血活性，减少凝血标志物，保护血管内皮抗凝血功能。重要器官组织学分析，可见微血管血

栓形成减少，血管屏障功能改善，白细胞浸润和细胞死亡更少，表明Compstatin还能改善心脏、肝脏和肾脏的功能。研究人员

认为，严重脓毒症时补体与凝血系统相互作用促进病情发展，所以抑制补体系统活性、保护重要器官功能可能是一种重要治

疗手段。 杨明星，编译自((Blood》，2010-05-i3(电子版)；胡森，审校

}抑制蛋白2能够抑制脓毒症性炎症

p抑制蛋白2能够通过G蛋白耦联受体改变生物信号，在细胞炎症反应中发挥着重要作用。美国的研究人员选择p抑制

蛋白2阴性小鼠和野生小鼠(WT)采用盲肠结扎穿孔术(CLP)制备动物模型，发现前者的存活率(13％)远低于WT小鼠

(53％，P<0．05)。另一组实验小鼠在CLP 18 h后收集血液、腹腔灌洗液和组织样本并处死，p抑制蛋白2阴性小鼠的血浆白

细胞介素一6(IL一6)和盲肠髓过氧化物酶(MPO)分别比WT小鼠高出(25±12)倍和(2．4士0．3)倍。组织病理学和集落形成单

位计数检测结果显示，与wT小鼠相比，CLP后p抑制蛋白2阴性小鼠肺损伤更严重，细菌数量更多。分离、培养两种小鼠的

脾细胞、腹膜巨噬细胞和骨髓源性巨噬细胞(BMDMs)，并在体外用脂多糖(I。PS)进行刺激。结果显示，与wT小鼠相比，p抑

制蛋白2阴性小鼠脾细胞中的肿瘤坏死因子(TNF—a)、II。一6和IL一10分别高出(2．2士0．2)倍、(1．8士0．1)倍和(2．2士0．4)倍

(均P<0．05)。研究人员相信，p抑制蛋白2能够部分抑制多细菌脓毒症中的炎症反应。

杨明星，编译自(Immunology》，2010—05—04(电子版)；胡森，审校
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1.学位论文 杨俊驰 转染hVEGF165-GFP基因的内皮祖细胞对兔MODS模型微血栓形成影响的实验性研究 2010
    内皮祖细胞(endothelial progenitor cell，EPC)是存在于外周血、骨髓及组织中，具备定向分化为成熟血管内皮潜能的前体细胞，是一类干细胞

群体的总称。在创伤、炎症及失血所导致的组织损伤过程中，骨髓中的EPC可被大量动员，释放入外周血，在VEGF、SDF-1等趋化因子的作用下富集于损

伤部位，修复血管内皮，改善局部血供，对组织的修复有着重要的意义。近年来，体外培养EPC用于治疗缺血性疾病及炎症损伤已得到广泛的研究。

<br>　　

 多器官功能障碍综合征(MODS)是指机体遭受严重创伤、休克或感染24h后同时或序贯出现2个或2个以上的系统或器官的功能障碍，是多种疾病最严重的

并发症和最终结局。创伤及感染是发生MODS的两个重要诱因，两者均可激活炎症细胞及因子，使机体产生过度的应激及炎症反应，内皮细胞是炎症介质

首先打击的靶细胞，其损伤和功能紊乱，导致炎症反应的放大，内环境无法保持稳态，导致MODS的发生。<br>　　

 本实验通过以慢病毒载体介导hVEGF165-GFP基因转染EPC，并观察其对双相迟发MODS动物模型脏器功能、微循环改变的影响，研究异体移植EPC对MODS的

治疗作用及相关机制，并探寻其更优方案。<br>　　

 本实验共分为三个部分：一、体外分离、培养及鉴定兔骨髓来源的EPC，检测其增殖、分化及成血管能力，为异体移植提供可靠的技术平台和细胞来源

；二、构建慢病毒载体，将VEGF-GFP目的基因转染入EPC，监测细胞增殖功能变化；三、异体移植EPC用于治疗MODS动物，观察移植后重要脏器功能改变

、微循环中血栓形成情况以及内皮祖细胞相关细胞因子(MCP-1，ANG-1)的表达情况，评价转染VEGF-GFP双表达基因的EPC对MODS的治疗效果。<br>　　

 第一部分家兔骨髓来源内皮祖细胞的培养及鉴定<br>　　

 本部分旨在建立起家兔骨髓来源的EPC的标准化分离、培养、扩增及鉴定的方法，为下一步病毒转染及EPC移植治疗MODS的研究提供技术平台及细胞来源

。<br>　　

 密度梯度离心法分离家兔骨髓，提取、纯化单个核细胞，按照1×105/cm2的密度接种于培养皿内，以含有多种促生长因子(VEGF、bFGF)及胎牛血清的内

皮祖细胞专用培养液培养及诱导分化，观察细胞形态、数量变化，并进行传代扩增。对培养的P3代EPC进行形态学特征、超微结构、表面抗原(CD133、

CD31、KDR)及吞噬实验(FITC-UEA-1、Dil-ac-LDL)、体外血管生成功能等检测及鉴定，以确认培养的细胞即是EPC，为后文的移植治疗做好准备工作。

<br>　　

 结果显示：培养24-48小时后即出现梭形贴壁细胞，培养6-8天为细胞增殖高峰，可观察到集落形成。消化传代后，检测P3代细胞，电镜下可见内皮细胞

特异性标志7Weibel-Palade小体；细胞表面抗原检测表明CD133阳性率为4％，，CD31及KDR阳性率超过90％；贴壁细胞可特异性摄取了Dil-ac-LDL和

FITC-UEA-1，表现出内皮细胞的特征。P3代细胞体外生成血管功能检测提示细胞间可相互连接，生成毛细血管网状结构。本部分实验从兔骨髓中分离出

单个核细胞，并成功诱导分化出带有干细胞表型及血管内皮细胞特征，能有效形成毛细血管结构的EPC。<br>　　

 第二部分慢病毒载体的构建和内皮祖细胞的转染<br>　　

 本实验部分构建hVEGF/GFP双表达基因慢病毒载体，并转染体外培养的内皮祖细胞，为下一步的细胞移植治疗MODS提供相关的细胞来源。<br>　　

 将预先构建的hVEGF165-GFP双表达盒连接至穿梭质粒pDC315的多克隆位点上。得到重组穿梭质粒pDC315-hVEGF165-GFP。利用酶切技术，将hVEGF165-

GFP目的片段连接于慢病毒载体的转移质粒上，构建FUGW/hVEGF165-GFP转移质粒，将慢病毒转移质粒FUGW/hVEGF165-GFP，包装质粒pCMVR-delta8.9及包

膜质粒VSVG通过磷酸钙法三质粒瞬时共转染293 FT细胞，得到LV/hVEGF165-GFP，将LV/hVEGF165-GFP与EPC共培养以感染EPC。检测转染后细胞增殖能力

。结果表明，目的基因插入慢病毒过表达载体pWPXL-MOD后PCR扩增载体片段与目的片段均可表达；EPC经转染hVEGF-GFP双表达基因后均能稳定表达

VEGF及GFP，且细胞增殖能力较未转染前显著提高。<br>　　

 第三部分转染hVEGF165-GFP基因内皮祖细胞对兔MODS模型微血栓形成的影响<br>　　

 本部分实验在构建MODS动物模型的基础上，予异体移植体外培养的EPC及转染hVEGF-GFP双表达基因的EPC，观察重要脏器的功能变化及微循环中血栓的

形成情况，并检测EPC旁分泌功能相关细胞因子，以了解EPC移植对MODS的治疗作用及相关机制，并探索其更优方案。<br>　　

 健康家兔36只，随机分为三组，予失血性休克及内毒素打击，构建MODS模型；未治疗动物12只作为对照组(M组)；12只动物行单纯EPC移植(ET组)；12只

动物予转染hVEGF-GFP双表达基因内皮祖细胞。移植时间点为内毒素打击后1小时，移植数量为1×107/公斤体重，监测脏器功能变化，动物死亡或观察

96h后处死，取脏器行病理学检查，Masson及HE染色后对组织中微血栓进行计数，并采用ELISA法检测组织中MCP-1及ANG-1水平差异。<br>　　

 实验结果提示：移植EPC均能有效改善动物各重要脏器功能，减少微循环中血栓形成，并通过旁分泌机制，促进组织修复，降低MODS发生率及动物死亡

率，对MODS有积极的治疗效果。

2.学位论文 吴波 慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染内皮祖细胞移植治疗MODS后器官微血管密度变化的研究 2010
    多器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome MODS)是临床重症患者死亡的主要原因之一。其发病机制尚未明确，最新研究认为

全身炎症反应综合征(systemic inflammatory response syndrome，SIRS)使得自体修复功能障碍，并进一步造成微血管损伤、微循环障碍，从而引起

MODS，同时这可能就是MODS的始发环节。<br>　　

 内皮祖细胞(Endothelial progenitor cell，EPC)是成熟血管内皮细胞的前体细胞，属于干细胞群体，既可不断增殖又能定向分化为成熟的内皮细胞。

EPC不仅参与人胚胎血管生成，同时也参与出生后血管新生和血管内皮损伤后的修复过程，是目前研究损伤血管修复的热点之一。<br>　　

 大量的动物和临床实验都已经证明：当组织受到一定程度的损伤时，循环及组织中EPC可以在组织内分化为内皮细胞替换功能障碍的内皮细胞、修补裸

露的血管内皮损伤区，并参与缺血或损伤组织内新血管生成，从而改善缺血器官的功能；然而，当机体受到过度的损伤刺激时，EPC的分化、迁徙功能也

会发生严重障碍，则会导致损伤部位微循环严重损害而无法得到修复，从而发生器官功能障碍。<br>　　

 研究显示，VEGF基因修饰的EPC移植治疗创伤后缺血性疾病，将可能最大程度的发挥两者促血管再生作用，移植VEGF基因修饰的EPC可以显著降低MODS的

发生率，并改善MODS的预后。为此，本文从EPC对自体修复的角度出发，探讨携带VEGF-绿荧光蛋白(Green Fluorescent Portein，GFP)双表达基因慢病

毒转染EPC后的细胞特性及移植慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染的内皮祖细胞预防和治疗MODS的理论依据。<br>　　

 本研究共分为四部分，首先通过内毒素+失血性休克制造出MODS的家兔动物模型，同时在体外建立起EPC培养和鉴定体系，由慢病毒(LV)转染VEGF-GFP双

表达基因的EPC，将体外培养增殖转染EPC移植入MODS的动物，观察移植后MODS的发生率和重要脏器的微血管密度改变情况，评价移植转染VEGF-GFP双表
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达基因的EPC防治MODS的效果，并对其作用机制进行初步探讨。<br>　　

 第一部分多器官功能障碍动物模型的建立<br>　　

 在本研究的第一部分我们首先成功地复制了双相迟发型的家兔MODS模型，为创伤后多器官功能障碍的相关研究提供了实验基础。<br>　　

 将体重2.52±0.27Kg健康雄性家兔随机分为2组：实验组(MODS)12只，施行失血性休克+内毒素血症复合因素；对照组(C)12只，施行假手术，予以颈动

静脉置管，不实施失血及内毒素注射。监测各重要器官功能变化，并行主要器官病理形态学检查(大体、光镜)。结果显示各重要器官功能下降或衰竭。

病理学改变主要表现为炎症为主的非特异性改变。实验组MODS发生率为83.3％，死亡率为75.0％，显著高于对照组。本实验采用二次打击，与临床实际

相符，且MODS的发生率及死亡率均高，操作简单，容易复制，是一个较成功的动物模型。<br>　　

 第二部分携带VEGF-GFP双表达基因慢病毒载体的建立及体外转染内皮祖细胞<br>　　

 本部分通过建立可稳定携带VEGF+GFP的双表达基因的慢病毒载体，并转染体外培养的内皮祖细胞，为下一步的回输治疗提供充足的细胞源。<br>　　

 hVEGF165的PCR引物并扩增，经酶切、连接转化至含GFP的慢病毒表达载体：pWPXL-MOD后挑取阳性克隆，利用限制性内切酶BamHⅠ、MluⅠ双酶切后经电

泳鉴定并测序。含VDGF-GFP的表达载体pWPXL-MOD与慢病毒包装质粒：pRsv-REV，pMDlg-pRRE，及包膜质粒pMD2G共同组成四质粒系统，通过磷酸钙法共

转染293T细胞后获得慢病毒颗粒，经浓缩后可获得高滴度的LV-VEGF-GFP。在MOI值=50的条件下与EPC共培养以感染EPC。对LV/hVEGF165-GFP-EPC进行增

殖功能进行检测。结果表明，目的基因插入慢病毒过表达载体pWPXL-MOD后经PCR扩增，证实载体片段与目的片段均可表达，并且基因测序报告显示：重

组质粒中的插入片段序列与目的基因VEGF的CDS序列一致，成功构建并包装了慢病毒载体，并证实EPC经LV/hVEGF165-GFP转染后其增殖功能较未转染

EPC提高。<br>　　

 第三部分慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染内皮祖细胞移植治疗MODS后器官微血管密度变化及意义<br>　　

 本部分旨在探讨移植慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染的内皮祖细胞对家兔创伤后多器官功能障碍治疗的有效性和安全性的研究，同时比较单纯移植

EPC治疗MODS的疗效差异。<br>　　

 构建动物模型，将达到MODS的动物随机分为三组，单纯EPC移植组(ET)12只和转染内皮祖细胞移植组(VT)12只，在固定时间点，分别以1×107个细胞

/Kg(体重)的剂量进行移植治疗。同时以未行任何干预的MODS(M组，12只)作为对照细。<br>　　

 结果显示：慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染内皮祖细胞移植组(VT)的MODS发生率和动物死亡率均低于单纯移植EPC组(ET)和对照组，各重要器官的免

疫组化检测显示微血管密度明显高于单纯移植EPC组(ET)和对照组，提示移植VEGF修饰的内皮祖细胞可以有效的促进创伤后的修复，防止MODS的发生和发

展，同时可改善MODS动物的预后以及延长生存时间。

3.期刊论文 毛岸荣.方国恩.周虹.马立业.毕建威.罗天航.付文政.华积德.MAO An-rong.FANG Guo-en.ZHOU Hong.

MA Li-ye.BI Jian-wei.LUO Tian-hang.FU Wen-zheng.HUA Ji-de 白介素-1β在猪多器官功能障碍综合征中对内皮

祖细胞的调控 -中华急诊医学杂志2009,18(6)
    目的 探讨猪多器官功能障碍综合征(MODS)中p38MAPK介导的白介素(IL)～1β对内皮祖细胞(EPC)的数量与功能的调控,从血管内皮祖细胞分化障碍来

研究创伤后MODS的发病机制.方法 将30头家猪随机分为MODS组(n=15,M组)、对照组(n=15,C组),采用失血性休克与内毒素血症的"二次打击法"建立猪

MODS模型,在体内Western-blot法检测外周血单核细胞p38MAPK的磷酸化变化;ELISA法测定外周血血浆IL-1β的浓度变化;流式细胞仪检测外周血EPC数量

的变化;采用x2检验比较M组与C组的MODS发生率,采用成组t检验比较M组与C组的p38MAPK的磷酸化变化、外周血血浆IL-1β的浓度变化与外周血EPC数量的

变化.结果 在MODS中外周血单核细胞p38MAPK的磷酸化增强,导致其外周血IL-1β浓度升高,从而使得外周血EPC数量下降,M组MODS的发生率均明显高于C组

(P<0.01);M组的外周血单核细胞p38MAPK的磷酸化与外周血血浆IL-1β的浓度明显高于C组(P<0.01);M组外周血EPC数量明显低于C组(P<0.01).结论 在猪

MODS的发病机制中,外周血单核细胞内的p38MAPK的磷酸化使血浆IL-1β浓度升高,使EPC的数量下降,致使MODS的炎症反应加重.

4.学位论文 付文政 内皮祖细胞在小型猪创伤后多脏器功能障碍的变化及意义 2008
    1997年Asahara等首先从外周血单个核细胞(peripheral mononuelear cells PMCs)里分离出一种被称为内皮祖细胞(endothelial progenitor cells

EPCs)的祖细胞亚群,这些细胞可以在体内外增殖、迁徙,并能分化为成熟内皮细胞。多器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome

MODS)是临床危重患者死亡的主要原因之一。目前其发病机制尚不完全明确,临床上尚缺乏令人欣喜的治疗措施。随着干/祖细胞研究的不断深入,多器官

功能障碍综合征的发病机制研究和临床治疗面临着新的契机。有研究表明,机体损伤后血循环中具有多向分化潜能的祖细胞一方面可以在某些细胞因子作

用下动员、增殖、迁徙入损伤器官,分化为相应的内皮细胞进行损伤修复；另一方面内皮细胞不仅是炎症反应的参与者,还是首先受损的靶细胞,并进而造

成微血管损伤、微循环障碍,这可能是器官功能障碍的始发环节。大量的动物和临床实验都已经证明：当组织受到损伤时,尤其是缺血性损伤时,循环及组

织中EPCs动员和增殖能力增强,并可以在组织内分化为内皮细胞替换功能障碍的内皮细胞、修补裸露的血管内皮损伤区,并参与缺血或损伤组织内新血管

生成,从而改善缺血器官的功能；而如果创伤后EPCs的分化、迁徙功能发生严重障碍,则会导致损伤微循环严重损害而无法得到修复,甚至发生器官功能衰

竭。

    本实验利用猪骨髓体外培养出EPCs并传代扩增,探讨它的培养条件增殖规律,并对培养的EPCs进行鉴定。利用“二次”打击法建立小型猪MODS动物模

型。用流式细胞仪测定外周血和骨髓中内皮祖细胞的数量,找出外周血和骨髓中内皮祖细胞在打击后出现MODS过程中升高和降低的规律。整个实验分三部

分论述：

    第一部分  研究小型猪骨髓EPCs的体外分离、定向分化、扩增培养方法,为EPCs移植应用临床提供实验依据。

    方法：抽取小型猪新鲜骨髓20ml,用密度梯度离心法从中分离单个核细胞,将单核细胞悬液按1×106/ml密度接种于直径10厘米含血管内皮生长因子等

各种添加剂的内皮细胞系列专用培养液培养皿中培养,诱导其向内皮细胞分化,观察经过不同时间培养后的细胞生长情况并进行EPCs诱导分化后的生物学

鉴定,包括细胞免疫组化鉴定、流式细胞仪检测细胞表型、Dil标记的乙酰化低密度脂蛋白(Dil-acLDL)摄取试验、超微结构鉴定、体外血管生成实验。

    结果：培养2天可出现贴壁细胞增大变形,6天后梭形样细胞数明显增多,部分成鹅卵石状贴壁生长,进而形成细胞网或者管腔样结构。培养后的细胞传

至第3代后,用CD133、CD34和VEGFR-2单抗免疫组织化学检测为阳性,FITC-UEA-I和Dil-acLDL双吞噬实验为阳性,血管生成实验为阳性,FCM检测贴壁细胞高

表达VEGFR-2(76±6.21％),CD34(26.4±5.39％),和CD133(16.4±2.25％),鉴定为EPCs。10d后出现多个细胞簇,呈集落样生长,14d左右可观察到条索状、

网状血管样结构,原代细胞培养21d左右接近融合并且呈典型的鹅卵石样排列。第7-14d有大于98％的细胞Flk-1,vWF,CD31表达阳性,CD34+细胞为

(26.0±2.82)％,有95％以上的细胞Dil-acLDL摄取试验阳性,在血管生成实验中,血管内皮生长因子显著促进EPCs形成小管的数量与复杂程度,呈-定的量

效关系。

    结论：密度梯度离心法体外分离骨髓血中单个核细胞可以用于进行EPCs培养实验研究,单个核细胞在一定的诱导培养条件下能分化成为血管内皮细胞

。贴壁因子、血管内皮生长因子等对于体外培养EPCs有很重要的作用。

    第二部分  利用改良Wiggers方法复制失血性休克模型,首次打击(失血性休克、复苏再灌注和二次打击(内毒素)复合因素成功建立猪MODS模型。

    方法：19头猪随机分为实验组(M组,失血性休克+复苏再灌注+内毒素组,n=10);正常对照组(C组,n=9),通过给猪放血致平均动脉压50±5mmHg,维持

1.5-2h,然后回输60％所失血液和两倍平衡液复苏,12h后由静脉持续滴入内毒素(sigma,剂量1mg/Kg),24小时滴完。连续动态监测心、肺、肾、肝、胃肠

等功能,七天后处死存活动物。用自动分析仪检测各时间点ALT、AST、Cr、BUN、CO、PaO2等指标,观察主要器官病理形态学变化。

    结果:M组外周血ALT、AST、Cr、BUN均明显升高,动物死亡前显著高于正常值(P<0.01),CO,PaO2明显下降(P<0.01);病理学改变主要以非特异炎症改变

为主。M组各器官的衰竭率：肺80.0％(8例),胃肠道70.0％(7例),肝50.0％(5例),肾30.0％(3例),心功能障碍(2例)20.0％, MODS发生率达90.0％(9例

),死亡率达80.0％(8例),显著高于对照组。

    结论：利用二次打击方法,可以成功复制出动物MODS模型,且模型MODS发生率高,死亡率高,与临床典型的双相迟发MODS相似重复性好。

    第三部分  观察小型猪骨髓内皮祖细胞在创伤后多器官功能障碍的变化及意义,找出外周血和骨髓中内皮祖细胞在打击后出现MODS过程中升高和降低

的规律。

    方法：在整个动物实验过程中的不同时间点(设五个时间点T1、T2、T3、T4、T5)抽取骨髓和外周血各3ml,取1ml加入红细胞裂解液后在显微镜下行

“四格法”计数,计算出每毫升标本中自细胞的数量。取流式试管加入标本和CD133、KDR的一抗和二抗,用流式细胞仪测定外周血和骨髓中内皮祖细胞的

数量,以计数所得白细胞的数量乘以流式所得百分含量,得出EPCs数值,对结果进行统计学分析。

    结果：正常骨髓和外周血EPCs数量为7.64±0.68×106/L,3.54±0.26×106/L。骨髓白细胞和外周血白细胞先有明显下降之后明显升高(P<0.05),但

是外周血白细胞上升不如骨髓中白细胞上升幅度大(P<0.05)。流式细胞仪结果显示骨髓中EPCs的含量在受到创伤后明显升高(P<0.05)。外周血中EPCs的
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含量在创伤早期(T2、T3)显著升高(P<0.01),之后下降。特别在出现MODS后持续下降,病情越重下降幅度越大(P<0.05)。

    结论：小型猪正常骨髓EPCs数量外周血中的数量；创伤后MODS过程中血液中的内皮祖细胞先出现明显升高,然后迅速下降；创伤后骨髓EPCs先略有下

降,后明显升高,出现MODS后下降,死亡前明显下降。结论：利用密度梯度离心法体外分离猪骨髓中单个核细胞可以用于进行EPCs培养研究, 体外培养

EPCs可以成功传代扩增。单个核细胞在一定的诱导培养条件下能分化成为血管内皮细胞,贴壁因子、血管内皮生长因子等对于体外培养EPCs有很重要的作

用。利用“二次”打击法可以成功复制出动物MODS模型,且模型MODS发生率高,死亡率高,与临床典型的双相迟发MODS相似重复性好。在此基础上用流式细

胞仪测定外周血和骨髓中内皮祖细胞的数量,找出外周血和骨髓中内皮祖细胞在打击后出现MODS过程中升高和降低的规律。小型猪正常骨髓EPCs数量高于

外周血中的数量；创伤后MODS过程中血液中的EPCs先出现明显升高,然后迅速下降；创伤后骨髓EPCs先略有下降,后明显升高,出现MODS后下降,死亡前明

显下降。

5.学位论文 毛岸荣 p38丝裂原活化蛋白激酶在猪MODS中对内皮祖细胞的调控机制的研究 2008
    多器官功能障碍综合征(multiple organ dysfunction syndrome MODS)是临床危重患者死亡的主要原因之一。目前其发病机制尚不明确,临床治疗上

缺乏有效的手段。1997年,Asahara等首先从外周血单个核细胞(PBMCs)里分离出一种被称为内皮祖细胞(EPC)的祖细胞亚群,这些细胞具有在体内外增殖、

迁徙和分化为成熟内皮细胞的能力以来,干/祖细胞技术和理论得到了迅猛发展,多器官功能障碍综合征的发病机制研究和临床治疗也面临着新的契机。有

研究表明,机体损伤后,血循环中具有多向分化潜能的祖细胞一方面可以在VEGF等生长因子作用下动员、增殖、迁徙入损伤器官,分化为相应的内皮细胞进

行损伤修复；另一方面内皮细胞不仅是炎症反应的参与者,还是首先受损的靶细胞,并进而造成微血管损伤、微循环障碍,这可能是器官功能障碍的始发环

节。大量的动物和临床实验都已经证明：当组织受到损伤时,尤其是缺血性损伤时,循环及组织中EPC动员和增殖能力增强,并可以在组织内分化为内皮细

胞替换功能障碍的内皮细胞、修补裸露的血管内皮损伤区,并参与缺血或损伤组织内新血管生成,从而改善缺血器官的功能；而如果创伤后EPC的分化、迁

徙功能发生严重障碍,则会导致损伤微循环严重损害而无法得到修复,甚至发生器官功能衰竭。

    近年来,人们已逐渐认识到MODS是机体对于多种严重损伤的一种过度的、全身性炎症反应的最终结果,以大量促炎因子(例如:TNF-a、IL-1β等)的过

度释放或者抗炎因子(如IL-4、IL-10等)出现释放延迟为标志的过度炎症反应综合征或抗炎反应综合征,最终导致机体免疫失衡和MODS的发生,和各种免疫

细胞一样,EPC也受到了细胞因子网络的调控。在MODS中,内毒素与缺血等可以使外周血单核细胞内的p38丝裂原活化蛋白激酶磷酸化,活化转录因子AP-

1,进而引起TNF-a、IL-1β基因转录增强,TNF-a、IL-1β产生增多,进而导致EPC下降,MODS加重。

    本实验拟在建立猪MODS动物模型和EPC体外培养和鉴定实验体系基础上,研究观察猪各主要脏器功能变化与外周血单核细胞p38MAPK磷酸化变化与TNF-

a、IL-18mRNA的表达变化和外周血血浆TNF-a、IL-1β浓度及EPC数量与功能的变化,以及在体外用不同浓度的TNF-a与IL-1β培养EPC,观察其数量与功能

的变化与EPC内的p38MAPK的变化；并探讨在MODS中p38MAPK介导的信号传导通路对EPC的调控作用,从内皮祖细胞分化障碍的角度进一步研究创伤后MODS的

发病机制。

    全文共分三部分：

    第一部分 EPC的体外培养与生物学特性研究。方法：抽取猪骨髓20ml,用密度梯度离心法得到单核细胞,将单核细胞悬液按2×106/ml密度接种于直径

10厘米的含有各种细胞因子的培养液的培养皿中培养,培养2天可出现梭形细胞,6天后梭形样细胞数明显增多,部分成鹅卵石状贴壁生长,进而形成细胞网

或者管腔样结构。培养后的细胞传至第3代后,在免疫组化鉴定:CD133(+),CD34(+),CD31(++),KDR(++),FITC-UEA-I和Dil-acLDL双吞噬实验为阳性,血管生

成实验为阳性,FCM检测贴壁细胞CDl33的阳性率：18.23±7.12％；CD34的阳性率：47.71±14.85％；CD31的阳性率：71.61±13.51％；KDR的阳性率

：87.24±11.40％,鉴定为EPC。在体外将TNF-a、IL-1β的标准品分别加入第3代EPC,观察其对EPC的数量、增殖、迁移、贴壁、血管新生功能的影响。结

果：发现其数量与功能与TNF-a、IL-1β有浓度与时间依赖性下降,并且有显著的差异(P<0.01),并且与p38MAPK的磷酸化密切相关,用p38MAPK的特异性抑

制剂SB203580(1umol/L)能减轻EPC的数量与功能下降。结论：体外TNF-a、IL-1β通过p38MAPK的磷酸化使EPC数量与功能下降,SB203580能防止EPC数量与

功能下降。

    第二部分 利用改良Wiggers方法复制失血性休克模型,首次打击(失血性休克、复苏再灌注)和二次打击(内毒素)复合因素成功建立猪MODS模型。方法

：20头猪随机分为：正常对照组(C组,n=10),失血性休克+复苏再灌注+内毒素组(M组,n=10);通过给猪放血致平均动脉压50±5mmHg,维持1.5-2h,然后回输

60％所失血液和两倍平衡液复苏,12h后由静脉持续滴入内毒素(sigma,剂量0.5mg/Kg),24小时滴完。连续动态监测心、肺、肾、肝、胃肠等功能,七天后

处死存活动物。用自动分析仪检测各时间点ALT、AST、Cr、 BUN、 CO、PaO2等指标,观察主要器官病理形态学变化。结果:M组外周血ALT、AST、Cr、

BUN均明显升高,动物死亡前显著高于正常值(P<0.01),CO,PaO2明显下降(P<0.01);病理学改变主要以非特异炎症改变为主。M组各器官的衰竭率：肺

80.0％(8例),胃肠道70.0％(7例),肝50.0％(5例),肾30.0％(3例),心功能障碍(2例)20.0％, MODS发生率达90.0％(9例),死亡率达80.0％(8例),显著高于

对照组。结论：利用二次打击方法,可以成功复制出动物MODS模型,且模型MODS发生率高,死亡率高,临床典型的双相迟发MODS相似重复性好。

     第三部分 MODS体内单核细胞内p38MAPK的磷酸化对TNF-a、IL-1β合成、分泌及外周血EPC的数量与功能的影响。方法：在体内Western-blot法检测

外周血单核细胞p38MAPK磷酸化变化与Realtime-PCR法测定TNF-amRNA、IL-1βmRNA的表达变化和ELISA法测定外周血血浆TNF-a与IL-1β浓度变化及FCM检

测外周血EPC数量的变化。结果:MODS中外周血单核细胞p38MAPK的磷酸化明显增强(P<0.01),TNF-a与IL-1β合成与分泌明显增加(P<0.01)。外周血EPC数

量与功能下降(P<0.05);体外TNF-a与IL-1β通过EPC内的p38MAPK的磷酸化使EPC的数量与功能下降。结论：在MODS的发病机制中,外周血单核细胞

p38MAPK的磷酸化使TNF-a与IL-1β等炎性因子的转录、合成增加,血浆TNF-a与IL-1β升高,再次通过EPC内p38MAPK的磷酸化使其数量与功能下降,MODS的

炎症病理反应加重。

     全文结论：机体在失血再灌注、LPS等因素刺激下,引起外周血单核细胞内p38MAPK磷酸化增强,TNF-a、IL-1β等细胞因子的合成与分泌增加,引起

EPC内的p38MAPK磷酸化增强,导致EPC数量与功能下降,各器官组织的微血管损伤修复能力减弱,使MODS加重。

6.学位论文 王尧 细胞凋亡在慢病毒介导hVEGF165-GFP基因转染内皮祖细胞移植治疗MODS中变化的研究 2010
    多器官功能障碍综合症(multiple organ dysfunction syndrome，MODS)是重症监护病房患者的最常见死亡原因。严重的感染和感染性休克是其主要

诱因。感染所致的脓毒症及非感染所致的全身炎症反应综合征(systemic inflammatory responsesyndrome，SIRS)相互作用，构成了一个复杂的网络。

目前其发病机制尚不完全明确，临床上尚缺乏满意的治疗措施。随着干/祖细胞研究的不断深入，多器官功能障碍综合征的发病机制研究和临床治疗面临

着新的契机。<br>　　

 近年来研究发现：骨髓中有一群能够在生理性或病理性因素的刺激下，动员到外周血并分化为成熟内皮细胞(Endothelium cell，EC)以促进血管新生

，并可以分化为相应的组织细胞进行损伤修复的祖细胞，这些细胞被称为内皮祖细胞(Endothelialprogenitor cells，EPCs)。EPC过去被认为是胚胎时

期血管新生最主要的细胞，而越来越多的证据显示EPCs也是出生后生理性及病理性血管形成最主要的细胞，并参与心、肝、肺、肾等单个器官障碍时的

修复；同时迁徙到损伤部位的EPC还可以对不同的局部刺激(包括缺氧或缺血)作出生理反应，依次释放血管活性物质、生长因子以及参与免疫调节的细胞

因子和趋化因子，参与创伤后的炎症反应。<br>　　

 同时研究发现内皮细胞不仅是炎症反应的参与者，还是首先受损的靶细胞，并进而造成微血管损伤、微循环障碍，这可能是器官功能障碍的始发环节。

大量的动物和临床实验都已经证明：当组织受到损伤时，尤其是缺血性损伤时，循环及组织中EPCs动员和增殖能力增强，并可以在组织内分化为内皮细

胞替换功能障碍的内皮细胞、修补裸露的血管内皮损伤区，并参与缺血或损伤组织内新血管生成，从而改善缺血器官的功能；而如果创伤后EPCs的分化

、迁徙功能发生严重障碍，则会导致损伤微循环严重损害而无法得到修复，甚至发生器官功能衰竭。<br>　　

 既往研究发现与MODS有关的细胞因子有白介素(IL-1，IL-6)、肿瘤坏死因子(TNF)、热休克蛋白(HSP)、糖皮质激素和细菌产物如内毒素等，它们在导致

SIRS/MODS细胞凋亡中具有潜在作用。通过对某些重要器官的细胞凋亡机制及其影响因素的研究可以更深入的了解MODS的机理，为临床更好的防治MODS提

供实验依据。<br>　　

 本研究通过内毒素+失血性休克制造出MODS的动物模型，在此基础上进行慢病毒介导VEGF-GFP基因转染EPCs移植治疗，动态观察移植前后动物生命体征

的变化，血浆中IL-1β、TNF-α等炎性因子表达的变化，以及主要脏器的细胞凋亡情况，评价移植EPC防治MODS的效果，并对其作用机制进行初步探讨。

全文共分四部分：<br>　　

 第一部分目的：复制双相迟发型的兔MODS模型，为研究移植内皮祖细胞防治创伤后多器官功能障碍的研究提供实验基础。方法：将体重2.52±0.27Kg健

康雄性家兔随机分为2组：实验组(M组)12只，施行失血性休克+内毒素血症复合因素；对照组(C)12只，施行假手术，予以股动静脉置管，不实施失血及

内毒素注射。用自动分析仪检测WBC、GRAN、SALT、SAST、Cr、BUN、动脉血氧分压(PaO2)，以判断器官功能，7天后处死存活动物，观察主要脏器的病理

改变。结果：实验组(M组)WBC、GRAN、SALT、SAST、Cr、BUN均明显升高，动物死亡前显著高于正常值，PaO2明显下降。病理学改变主要表现为衰竭器官

呈以炎症为主的非特异性改变。实验组MODS发生率为83.3％，死亡率为75％，显著高于对照组。结论：本实验采用二次打击方法，与临床实际相符，并

且MODS的发生率及死亡率均高，操作简单，容易复制，是一个较成功的动物模型。<br>　　

http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e6%af%9b%e5%b2%b8%e8%8d%a3%22+DBID%3aWF_XW
http://d.wanfangdata.com.cn/Thesis_Y1374174.aspx
http://s.wanfangdata.com.cn/Paper.aspx?q=Creator%3a%22%e7%8e%8b%e5%b0%a7%22+DBID%3aWF_XW
http://d.wanfangdata.com.cn/Thesis_Y1709860.aspx


 第二部分目的：制备携带hVEGF165-GFPs双表达基因的慢病毒载体，体外转染内皮祖细胞，为EPC移植治疗做准备。方法：将目的基因VEFG165插入慢病

毒过表达载体pWPXL-MOD，慢病毒包装质粒转染293T细胞，得到LV/hVEGF165-GFP，将LV/hVEGF165-GFP与EPCs共培养以转染EPCs。对LV/hVEGF165-GFP-

EPCs进行其黏附、迁徙、增殖和血管生成功能进行检测。结果：慢病毒载体能表达目的基因VEGF，成功构建和包装了慢病毒载体；并证实EPCs经

LV/hVEGF165-GFP转染后转染率达99％。其迁徙、增殖和血管生成等功能较未转染EPCs提高，P＜0.05。结论：LV/hVEGF165-GFP对细胞无毒性，且能提高

EPCs的粘附、迁徙及增殖能力。<br>　　

 第三部分目的：研究细胞凋亡在慢病毒介导VEGF165-GFP基因转染EPCs移植治疗MODS中的变化及意义。方法：将体重2.52±0.27Kg健康雄性家兔随机分

为3组：单纯MODS组(M)12只，施行失血性休克+内毒素复合因素；单纯内皮祖细胞移植组(ET)12只和慢病毒介导VEGF165-GFP基因转染内皮祖细胞移植组

(VT)12只，在固定时间点，分别以1×107个细胞/Kg(体重)和1×107个转染后细胞/Kg(体重)的剂量进行移植治疗。用自动分析仪检测WBC、GRAN、SALT、

SAST、Cr、BUN、动脉血氧分压(PaO2)，以判断器官功能，7天后处死存活动物，观察主要脏器的病理改变。原位末端(TUNEL)法检测主要脏器细胞凋亡情

况。RT-PCR法检测主要脏器caspase3mRNA表达情况。结果：VT组WBC、GRAN、GOT、GPT、Cr、BUN等指标在移植治疗后较M组及ET组均有明显改善，比较有

统计学意义。VT组主要脏器细胞凋亡及caspase3mRNA表达均低于M组及ET组，P＜0.01。VT组动物的MODS发生率和死亡率较M组及ET组明显减少

，P＜0.05。结论：移植慢病毒介导VEGF165-GFP基因转染EPCs治疗MODS，能减少MODS动物的细胞凋亡，明显的改善各个重要脏器的功能，降低动物的死

亡率。
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