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人造血干细胞在不同温度下生长%凋亡的实验研究"
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摘
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要"目的
!

通过观察不同温度对人造血干细胞"

OUJ6

%生长及凋亡情况的影响!探讨不同温度对
OUJ6

生长的抑制情况&方法
!

将
OUJ6

在不同温度下培养分为
%

组)

##e

组'

#%e

组'

#+e

组'

#,e

组'

$!e

组!其

中
#+e

组作为对照组&分别培养
$

'

+

'

!'G

!观察红系集落形成单位"

J)Q:\

%集落数$分别培养
(

'

!"

'

"$@

!观

察
OUJ6

细胞凋亡情况&结果
!

培养
$G

!

#+e

组
J)Q:\

集落数最高!

##e

组和
#%e

组与
#+e

组比较差异

有统计学意义"

"

$

'&'%

%$培养
+G

!

#+e

组
J)Q:\

集落数最高!

##e

组'

$!e

组与
#+e

组比较差异有统计学

意义"

"

$

'&'%

%$培养
!'G

后!

#+e

组
J)Q:\

集落数最高!

##e

组与
#+e

组比较差异有统计学意义"

"

$

'&'%

%&培养
(@

!

##e

组
OUJ6

凋亡率最低!

##e

组'

#%e

组与
#+e

组比较差异有统计学意义"

"

$

'&'%

%$培

养
!"@

!

##e

组
OUJ6

凋亡率最低!

#%e

组'

#,e

组与
#+e

组比较差异有统计学意义"

"

$

'&'%

%$培养
"$@

!

##e

组
OUJ6

凋亡率最低!

#%e

组'

$!e

组与
#+e

组比较差异有统计学意义"

"

$

'&'%

%&培养
(

'

!"

'

"$@

!温

度变化与流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率均具有相关性"

"

$

'&'!

%&结论
!

不同温度对
OUJ6

的生长和凋亡有

影响&

#+e

能促进
OUJ6

的生长!温度降低可以抑制
OUJ6

的凋亡&

关键词"人造血干细胞$
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温度$
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人造血干细胞$

OUJ6

&具有自我更新能力并能分

化为各种血细胞前体细胞#最终生成各种血细胞成分

$包括红细胞)白细胞和血小板&#

OUJ6

也可以分化成

其他细胞(有研究者在
!,(!

年通过-脾集落形成试

验.#首先描述了
OUJ6

的特性(威斯康星大学的

*OVLUVX

等*

!

+在
!,--

年成功建立了胚胎干细胞

系(在此之后#

OUJ6

被进一步分化为神经细胞)造血

细胞)肌肉细胞)胰岛细胞)心肌细胞)内皮细胞

等*

":%

+

(

OUJ6

良好的分化增殖能力对患者损伤组织

的修复具有重要意义#使得干细胞能更加广泛地应用

于临床(温度在细胞的培养条件中至关重要#有研究

发现温度环境对细胞的生长和凋亡有影响*

(:,

+

(目前

关于温度影响
OUJ6

生长和凋亡方面的报道较少(

因此#本研究以温度作为干预条件#观察不同温度下

体外培养
OUJ6

的生长及凋亡情况#为进一步科研和

临床应用提供理论依据(

$

!

材料与方法

$&$

!

材料
!

上海拜沃生物科技有限公司提供
OUJ6

(

$&/

!

仪器与试剂
!

8ML̂!($'

培养液$上海元龙生物

技术有限公司&#

L̂ZL

培养基$

b̂dJV

公司&#

L<?@4

JE5?

*L

OJJ$"#'

培养基$加拿大
U?<1A<55*<A@3454:

0

C<6̂ 3A

公司&#

933<I?C3W

$美国
d<A?43

#

ZCASC3643

B3GJ41

/

B3

H

&#二氧化碳培养箱$美国
*@<=14)C6@:

<=

公司&#

2OJ:"%':

$

恒温恒湿二氧化碳培养箱$北

京陆希科技有限公司&#

JaJ:*8:"̀

型倒置显微镜

$

V5

H

1

/

E6

公司&#

Pc:-+%

型超净化工作台$苏州安泰

净化设备厂&#

(

孔培养板$北中杉金桥生物技术有限

公司&#

933<IC3W:)̂*J

细胞凋亡检测试剂盒$南京

碧波生物科技有限公司&#

dZ:J9X+

型流式细胞仪

$美国
d<A?43

#

ZCASC3643B3GJ41

/

B3

H

&(

$&'

!

方法

$&'&$

!

细胞培养
!

OUJ6

采用
!'_

胎牛血清的
8M:

L̂!($'

培养液培养(

$&'&/

!

不同温度的细胞培养处理
!

将
OUJ6

分成实

验组和对照组(实验组细胞在恒温恒湿二氧化碳培

养箱中培养的温度分别设定为
##

)

#%

)

#,

)

$!e

%对照

组细胞在恒温恒湿二氧化碳培养箱中培养的温度设

定为
#+e

(

$&'&'

!

红系集落形成单位$

J)Q:\

&集落培养
!

采用

L<?@4JE5?

*L

OJJ$"#'

培养基#

'&,12

培养基加入

'&!12

的细胞悬液$细胞密度为每升
"f!'

, 个&#用

L̂ZL

补充为
!12

#充分混匀后转移至
#%11

的
(

孔培养板#每个标本重复
%

孔#置不同温度下培养#饱

和湿度的培养箱内#培养
$

)

+

)

!'G

分别计数
J)Q:\

集落#以含
%'

个细胞以上的细胞团为
!

个集落(

$&'&1

!

流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率
!

采用
!'_

胎

牛血清的
8ML̂!($'

培养基#

'&,12

培养基加入
'&!

12

的细胞悬液$细胞密度为每升
"f!'

, 个&#用
L̂:

ZL

补充为
!12

#将
OUJ6

在不同温度下分别培养

(

)

!"

)

"$@

#使用
933<IC3W:)̂*J

细胞凋亡检测试剂

盒#通过流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率(

$&'&2

!

相关性分析
!

不同温度$

##

)

#%

)

#+

)

#,

)

$!e

&

下培养
(

)

!"

)

"$@

#研究不同温度变化和流式细胞仪

检测
OUJ6

凋亡率的相关性分析(

$&1

!

统计学处理
!

采用
UMUU"'&'

统计软件进行数

据处理(计量资料以
P.K

表示#不同时间)不同温度

下的数据间比较采用方差分析#两两比较采用
2UZ:C

检验%相关性分析采用
M<B=643

相关分析(以
"

$

'&'%

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/&$

!

OUJ6

染色结果
!

经
O\

染色#细胞呈扁平状向

外延伸生长#细胞核呈紫蓝色#细胞质和细胞外基质

呈红色#见图
!

(

图
!

!!

OUJ6

染色结果#

O\

'

f$''

$

/&/

!

J)Q:\

集落分析结果
!

培养
$G

#

#+e

组$对照

组&

J)Q:\

集落数最高#

##e

组和
#%e

组与
#+e

组

比较#差异有统计学意义$

"

$

'&'%

&%培养
+G

#

#+e

组
J)Q:\

集落数最高#

##e

组)

$!e

组与
#+e

组比

较#差异有统计学意义$

"

$

'&'%

&%培养
!'G

#

#+e

组

J)Q:\

集落数最高#

##e

组与
#+e

组比较#差异有

统计学意义$

"

$

'&'%

&(见表
!

(

表
!
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J)Q:\

集落分析#

P.K

'个$

组别
J)Q:\

集落

$G +G !'G

##e

组
'&-''.'&$$+

"

"&"''.'&-#+

"

$&'''.'&+'+

"

#%e

组
!&"''.'&$$+

"

#&-''."&!(+ (&(''."&$'-

#+e

组
"&"''.!&$$+ %&$''."&'+$ ,&-''."&%-,

#,e

组
!&-''.'&-#+ $&"''."&%-- +&(''."&+'"

$!e

组
!&$''.!&!$' #&$''.'&%$-

"

%&$''."&+'"

!!

注!与
#+e

组比较#

"

"

$

'&'%

/&'

!

流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率
!

培养
(@

#

##e

组
OUJ6

凋亡率最低#

##e

组)

#%e

组与
#+e

组比

较#差异有统计学意义$

"

$

'&'%

&%培养
!"@

#

##e

组

OUJ6

凋亡率最低#

#%e

组)

#,e

组与
#+e

组比较#

差异有统计学意义$

"

$

'&'%

&%培养
"$@

#

##e

组

OUJ6

凋亡率最低#

#%e

组)

$!e

组与
#+e

组比较#

差异有统计学意义$

"

$

'&'%

&(见表
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表
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流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率#

P.K

'

_

$

组别
凋亡率

(@ !"@ "$@

##e

组
!&"''.'&-#+

"

%&"''.!&,"$ !!&$''.#&($+

#%e

组
%&'''.!&'''

"

!'&(''.$&++%

"

!-&'''.!&%-!

"

#+e

组
-&-''."&%-- !$&(''."&'+$ ""&-''.$&-!+

#,e

组
!'&"''.!&,"$ !%&-''.%&(#'

"

"$&"''.$&('$

$!e

组
!#&(''.#&,+% !,&(''.#&,+% "+&'''.!&-+!

"

!!

注!与
#+e

组比较#

"

"

$

'&'%

/&1

!

相关性分析
!

分别培养
(

)

!"

)

$'@

#在不同温度

下流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率!培养
(@

后温度变

化与流式细胞仪检测
OUJ6

凋亡率具有相关性$

!7

'&---

#

"

$

'&'!

&%培养
!"@

后温度变化与流式细胞

仪检测
OUJ6

凋亡率具有相关性$

!7'&+,%

#

"

$

'&'!

&%培养
"$@

后温度变化与流式细胞仪检测

OUJ6

凋亡率具有相关性$

!7'&-#$

#

"

$

'&'!

&(

'

!

讨
!!

论

!!

OUJ6

在一定的温度条件下才能维持生命和代

谢#根据细胞周围环境中温度的差异#其生物学行为

也会随之表现不同(细胞在人体内生存的平均温度

为
#+e

#因此目前细胞培养大多采用
#+e

作为标准

温度(温度的变化对细胞的生长和凋亡存在一定的

影响#温度的变化也促成了胚胎发育和多种病变的发

展*

!':!$

+

(但目前对于
OUJ6

的培养多采用常温环境#

这与其在体内存在的具体环境存在一定的差异#因此

采用不同温度培养
OUJ6

可更加真实地模拟其体内

外的生长环境(

作为前体细胞的
OUJ6

最大的特点就是具有高

度自我更新)自我修复和多向分化的能力(

OUJ6

的

复制)增殖)多向分化)归巢后重建造血)凋亡等生物

功能受到周围各种环境因素的影响(

OUJ6

主要生存

于骨髓区)静脉血)动脉血中#

#+e

是其生存的平均温

度#人体各个器官和组织的温度存在差异#在
OUJ6

移植过程中温度也必然发生变化#温度的变化也将影

响
OUJ6

的各项生物学功能*

!%

+

(本研究中将各组温

度设定为
##

)
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#正是要观察
OUJ6

在

不同温度下的生长情况#而关于这方面的研究国内外

报道较少(

本研究发现
OUJ6

培养
$

)

+

)

!'G

#

#+e

组
J)Q:

\

集落数最高%

OUJ6

培养
(

)

!"

)
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#

##e

组
OUJ6

凋亡率最低(由此推测#不同温度对
OUJ6

的生长和

凋亡有影响(

#+e

能促进
OUJ6

的生长#温度降低可

以抑制
OUJ6

的凋亡#为今后的临床试验提供了
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参考文献

*

!

+

*OVLUVXc9

#
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