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Ĉ=C7

S

N<=

$

9")=

>

"

7-

&

和
YC=D=E<=

$

&

!

7CI

"

-

&#

'9_

#

"A .1

&

培养
&#J

+

BM<hCI

裂

解细胞并提取总
2Z!

#

&

!

-

总
2Z!

与
")

Q

7CI

"

!

- 1I<

>

C

$

KB

&

%

!

-

混合加焦碳酸二乙酯$

@[,.

&水调整至
%"

!

-

#

9)_

变性
"7<=

#立即置冰上
&7<=

%加入
"82DGNF<C=HOLLDM"

!

-

#

KZB,

$

%)77CI

"

-

&

%(&"

!

-

#

)("

!

-2Z!

酶抑制剂$

#)

\

"

!

-

&#

@[,.

水
&(&"

!

-

#

Y/Y-;

反转录酶$

&))\

"

!

-

&

%

!

-

#经
#&_*)7<=

反应#反转录成
N@Z!

+荧光定量
,.2

在

!3̂9'))

定量
,.2

仪中完成#反应体系为!

6)=

>

N@Z!

(上下

游引物混合物共
&

!

-

#

%&("

!

-5d32]MDD=,MD7<V

%

#

"

!

-

214MDLDMD=ND@

S

D

(

$

!

-KK+

&

1

#总体积为
&"

!

-

#反应条件

为!

$"_ ')E

%

$" _ "E

#

*) _ '%E

#

#)

个循环+内参为

+,2B%

+

$('

!

统计学处理
!

,.2

所收集数据先后以内参照
+,2B%

和

空白对照组标准化后进行统计分析#标准化公式!$

%

&

.

.B?.F

BGM

>

DF/.F+,2B%

%$

&

&

..

.F?

.

.FBGM

>

DF/

.

.F3IG=a

%$

'

&

2DI/

GF<PDDV

Q

MDEE<C=?&

/

..

.B

+组间比较采用
>

检验#以
L

%

)()"

表

示差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/($

!

初始
.@#

k

B

细胞纯度
!

人
,3Y.

经抗体结合和磁性

标记分离后#所得细胞用
b̂B./

抗
/J.@#

和
,[/

抗
/J.@#"2!

抗体进行流式检测#结果显示分选所得初始
.@#

k

B

细胞纯度

达到
$9A

以上#说明成功分选初始
.@#

k

B

细胞+见图
%

+

图
%

!!

人初始
.@#

k

B

细胞纯度检测

/(/

!

成功诱导初始
.@#

k

B

细胞分化为
-̂/%9!

k细胞
!

人初

始
.@#

k

B

细胞在抗
/.@&

(抗
/.@'

(抗
/.@&6

磁珠与
-̂/%

#

$

%)

=

>

"

7-

&(

-̂/&'

$

%)=

>

"

7-

&(

B]b/

#

$

"=

>

"

7-

&共刺激下培养
"

K

后#流式细胞检测发现#

-̂/%9!

k细胞由空白对照组的
)(&A

以下增加到诱导组的
%()A

左右#少数可达到
%(&A

左右#见图

&

+此外#

2DGI/F<7D

荧光定量
,.2

结果显示#诱导组细胞所表

达的
BJ%9

特征性细胞因子
-̂/%9!

和
-̂/%9b

的
72Z!

水平#

比空白对照组分别升高约
#

倍和
%)

倍#

-̂/&'272Z!

水平表

达也增加了约
%)

倍%

BJ%9

细胞分化特征性转录因子维
!

酸

相关孤独受体$

212

&

*

F

和
212

)

72Z!

表达较对照组分别升

高约
')

倍和
%)

倍#与空白对照组比较#差异有统计学意义

$

L

%

)()"

&#见图
'

#表明
-̂/%

#

(

-̂/&'

和
B]b/

#

能显著促进

BJ%9

细胞相关因子的表达+

图
&

!!

-̂/%

#

%

-̂/&'

和
B]b/

#

诱导人初始
.@#

k

B

细胞

分化为
-̂/%9!

k细胞

,

$#$

,

检验医学与临床
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年
#

月第
%#

卷第
9

期
!
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!

!

Q

M<I&)%9

!
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!!

注!

"?'

%与
3IG=a

对照组比较#

"

L

%

)()"

+

图
'

!!

-̂/%

#

%

-̂/&'

和
B]b/

#

促进
BJ%9

细胞

相关因子的表达

/('

!

未发现
-̂/%

#

和
-̂/&'

对诱导分化存在量效关系
!

在抗
/

.@&

(抗
/.@'

(抗
/.@&6

激活磁珠与
B]b/

#

$

"=

>

"

7-

&存在条件

下#设置
-̂/%

#

$

%)

"

")=

>

"

7-

&和
-̂/&'

$

%)

"

")=

>

"

7-

&水平

梯度+培养
"K

后对细胞进行流式分析#结果显示
-̂/%

#

和
-̂/

&'

各水平组合与空白对照组比较#均能显著提高表达
-̂/%9!

细胞的比例#差异有统计学意义$

L

%

)()"

&#但各水平组合之

间的诱导效率比较差异无统计学意义$

L

$

)()"

&+表明
%)

"

")=

>

"

7-

的
-̂/%

#

和
-̂/&'

对
BJ%9

细胞分化诱导没有显著

的剂量效应+见图
#

+

!!

注!

"?'

%与空白对照组比较#

"

L

%

)()"

#

""

L

%

)()%

+

图
#

!!

不同水平
-̂/%

#

和
-̂/&'

的诱导效率

'

!

讨
!!

论

!!

长期以来#效应性
.@#

k

B

细胞被大体分为
BJ%

细胞和

BJ&

细胞#其中
BJ%

细胞主要参介导细胞免疫和迟发性超敏

性炎性反应等#而
BJ&

则可辅助
3

细胞分化为抗体分泌细胞#

参与体液免疫应答+随着研究的深入#具有不同免疫功能特点

的多种细胞亚型已陆续被发现)

%

*

+其中#

BJ%9

细胞即是一类

比较重要的效应细胞#在抗感染和清除病原体方面有重要作

用#同时也参与多种自身免疫疾病的发病过程+近期发现#

BJ%9

细胞还可能与糖尿病(肿瘤免疫等有密切关系)

&/'

*

+

在相关研究中#为了获得比较单一的细胞类型#多采用特

定细胞因子对初始
.@#

k

B

细胞加以诱导#获得相应的效应细

胞亚型+目前#多数细胞亚型的分化条件已得到充分探索#有

较好的分化效率#例如以
-̂/%&

和干扰素$

b̂Z

&

/

*

共同刺激初

始
.@#

k

B

细胞#使细胞的转录因子
EFGF#

(

B/HDF

依次活化#最

终分化为
BJ%

细胞%而
-̂/#

和
-̂/''

则可激活
EFGF*

和
>

GFG'

#

诱导分化
BJ&

细胞%

B]b/

#

和
-̂/#

则激活转录因子
2̂b#

和

,\/%

#促进
BJ$

细胞分化%而
-̂/*

和肿瘤坏死因子$

BZb

&

/

)

激活
!J2

#促进
BJ&&

细胞分化%

-̂/*

和
-̂/&%

则可诱导活化

3.-/*

#进而促进滤泡性辅助性
B

细胞$

BLJ

细胞&分化%在

B]b/

#

刺激下#转录因子
bCV

Q

'

被活化#并分化为
BMD

>

细胞)

#/"

*

+

但是#并非所有亚型细胞的分化条件都被充分探明#本研

究主要关注的人
BJ%9

细胞诱导分化条件即是如此+多篇文

献表明)

"/*

*

#小鼠初始
.@#

k

B

细胞在
B]b/

#

(

-̂/*

及
-̂/&'

共

同作用下#可激活
EFGF'

和
212

*

F

#进而诱导出较高比例的
-̂/

%9!

k细胞%也有文献报道#用
-̂/&%

和
B]b/

#

共同刺激同样可

起到诱导作用+但是人源性初始
.@#

k

B

细胞的诱导条件无

定论#有文献先后报道
-̂/*k̂ -/%

#

(

-̂/&'k̂ -/%

#

(

B]b/

#

k̂ -/

&'k

促炎性细胞因子(

B]b/

#

k̂ -/&%

等多种诱导方法)

"

#

9/6

*

#但

都难以企及鼠源性细胞的分化效果$可达
')A

以上&

)

$

*

+

在仔细研究既有文献基础上#本研究采用人初始
.@#

k

B

细胞作为研究对象#确定以
-̂/%

#

(

B]b/

#

和
-̂/&'

作为主要诱

导因子#以不同的组合来探索人初始
.@#

k

B

细胞向
BJ%9

细

胞分化的条件#结果发现#

'

种细胞因子的组合确实可以显著

诱导
-̂/%9!

k 细胞的产生#相应的关键转录因子
212

*

F

和

212

)

(细胞因子
-̂/%9!

和
-̂/%9b

(

-̂/&'2

等表达都显著升

高#但其分化效率$

%A

左右&确实远远不如鼠初始
.@#

k

B

细

胞的分化效率#也不如人
.@#

k

B

细胞的分化效率$

"A

"

&)A

&

)

9

#

%)

*

+而国内相关文献多数用
,3Y.

或
.@#

k

B

细胞来

进行
BJ%9

细胞的分化研究#而很少用初始
.@#

k

B

细胞来诱

导)

%)/%&

*

#可能与上述状况有一定关系+

-<FF7G=

等)

*

*使用成人

外周血初始
.@#

k

B

细胞进行诱导#分化效率也在
%A

左右%

而
;CI

Q

D

等)

6

*使用人脐带血初始
.@#

k

B

细胞进行诱导#分化

效率达
'A

以上#但这一分化率的差异是否由孕产妇特殊体内

环境所致#尚有待探索+

既往文献报道表明)

"

#

9

#

%'

*

#

B]b/

#

对鼠源性
BJ%9

细胞分

化有比较肯定的促进作用#而对人源性
BJ%9

细胞分化的影

响#初期部分文献认为没有促进作用#但后来文献发现了较为

肯定的促进作用#且作用水平已得到优化%

-̂/%

#

为人源性细胞

分化所特有的#

-̂/&'

则对
BJ%9

细胞的稳定和扩增起重要作

用#但这两者的使用剂量对
BJ%9

细胞分化的影响则未见报

道+因此#为探索能否通过提高细胞因子水平来提升分化效

率#笔者针对
-̂/%

#

和
-̂/&'

设置了一系列水平梯度$

%)

"

")

=

>

"

7-

&#结果发现提高这
&

种细胞因子水平并未显著改变分

化效率#说明人初始
.@#

k

B

细胞定向分化为
-̂/%9!

k细胞过

程中#细胞因子的类型比水平更为重要#现有细胞因子水平$

%)

=

>

"

7-̂ -/%

#

(

%)=

>

"

7-̂ -/&'

(

"=

>

"

7-B]b/

#

&足以产生诱导

效应#也提示在人初始
.@#

k

B

细胞中#现有条件下只有较少

一部分可以被诱导分化#可能存在某种未知的抑制机制或效

应#局限了可诱导分化的细胞比例+

综上所述#人外周血初始
.@#

k

B

细胞在现有条件下#确

实可在体外向
BJ%9

细胞方向分化#但其分化效率相对较低#

很大程度上限制了体外研究的开展+其具体原因尚不明了!可

能是初始
.@#

k

B

细胞内部存在一定的不均质性#只有部分细

胞可被目前所用的细胞因子诱导%可能是在分化过程中#发生

了反馈性抑制等情况%可能是因为最佳诱导因子尚未被发现%

可能与初始
.@#

k

B

细胞的来源有关+为此#亟待开展进一步

研究#以探明并克服这一未知的局限因素+
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在治疗后
#K

最高#提示此时患者的颅脑组织炎性反应水平达

到最高值#这与既往临床研究治疗后
#K

患者易发生严重脑水

肿等并发症的情况相一致+同时#本研究显示在任意时间点#

轻度颅脑损伤患者的
'

种炎性因子水平均低于中重度颅脑损

伤患者#表明
'

种炎性因子水平与病情严重程度存在相关性#

可能随颅脑损伤的加重而不断增加+

综上所述#炎性因子
-̂/%

#

(

-̂/*

和
-̂/%6

在颅脑损伤患者

体内的表达代表患者病情的严重程度#是评价颅脑损伤早期炎

性反应损伤程度的重要指标之一#能为患者尽早治疗疾病争取

时间#具有非常重要的临床应用价值#值得推广+
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