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摘 要 : 【目的 1探讨 T ar ns w
ell 系统中人胚主动脉

一

性腺一中肾 ( A GM )区基质细胞对脐带血造血干 l祖细胞

的造血能力长期维持及扩增的作用
。

[方法】采用免疫磁珠方法分离人脐带血 C D 3+4 细胞
,

接种于底层铺有人

A G M 区基质细胞的 T m ns w ell 培养板的 Ins
e

srt 中
,

非接触共培养 7一 35 d
,

每星期取样检测细胞总数
,

用半固体

培养基分析 C F U
一

C 及 H P P
一

C Fu 集落形成数
,

流式细胞术检测 CD 3+4
、

CD 34 ℃ D38
一

细胞百分率
。

I结果 ]在

T ar ns w ell 中非接触共培养条件下
,

人 AG M 区基质细胞培养体系较胚胎躯干基质细胞和无饲养层培养体系对

有核细胞总数
、

C cF 和 c D 34
+

细胞均具有明显的扩增作用
,

共培养 14 d 的 C D3+4
、

c D 3+4 CD 3 8
一

造血干 /祖细胞均

获得峰值扩增 .(2 62 士0
.

8 和 2
,

15 士 1
.

04
,

P< .0 05 )
,

而 MN C 总数和 C CF 均在 2 1 d 获得最大扩增 (犯 .5 士 .4 3 和 .4 2士

0
.

6 倍
,

P< .0 05 )
。

克隆分析发现 C F U一 iM
x 、

CF U 一G M
、

B F U ~ E 在共培养 4 一5 星期后均仍然可见
。

原始祖细胞

H PP
一 c F c 在 3 星期也得到 .2 23 倍的扩增

,

较空白及 h刃 对照组均有显著性差异 (P< 0
.

05)
,

并在共培养 35 d

后仍可见 HPP
一

C Fu 集落形成
。

【结论 ]人 AG M 区基质细胞 h A GM
一

3S h/ AG M
一

4S 均具有造血支持作用
,

在非接触

共培养条件下中可长期维持脐血中造血干 /祖细胞的多系造血能力和高增殖潜能达 21 一 35 d
,

对脐血 c D 34
’

l

C 3D +4 C 3D 8
一

细胞数也有一定程度的扩增作用
。
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近年在人类胚胎造血发生与发育研究中发

现孕 3 0 ~ 3 7 d 开始出现胚内 AG M (主动脉
一

性腺
-

中肾 )造血川 。
A G M 区目前被认为是人类永久造血

发生的最早部位
。

该部位含造血干细胞 (H S C )数

目仅数百个
,

但为胎肝造血准备了
“

种子
”

细胞
。

A C M 区基质细胞对原始的胚胎干细胞向 H S C 发

育分化理论上有提供重要的局部
`

完
’

位环境的生

物学意义
。

因此 A G M 区造血微环境的研究对阐明

人类胚胎造血发生机制具有重要理论及应用意

义
。

作为早期造血微环境主要成分的 AG M 区基质

细胞正成为研究重点 ’ .23j
,

为此
,

本室已建立了多个

人 A GM 区基质细胞株 141
,

其能否在体外长期维持

造血干 /祖细胞的造血干性能力值得进一步研究
。

本研究拟采用本实验室建立 的早期人胚胎 A G M

区基质细胞系作为支持细胞
,

以分隔式 rT an s w ell

培 养系 统探 讨人 A G M 区 基质 细 胞对 人脐 血

C D3 4
’

H SC 的造血于性长期维持能力及可能的扩

增作用
,

为研究人 A G M 区基质细胞调控造血功能

及定向诱导胚胎干细胞造血分化体系提供实验依

据
。

1 材料和方法

1
.

1 脐血的采集和细胞制备

取健康足月妊娠的胎盘组织
,

消毒条件下采

脐血于脐血采集袋中
。

加轻乙基淀粉 ( l : 4 )混匀后

静置 40 m in 后 去红细胞离心收获细胞
,

定容后等

体积缓慢加人有 iF c
oll 密度梯度离心剂的离心管

中
,

4 0 0 x g 离心 30 m i n ,

收集单个核细胞 (MN C )层

细胞
,

P B S 洗涤离心两次
,

加 M A C S 缓冲液 (含 10

g L/ 的人血清白蛋白
,

6 9 L/ AC D
一

A 的 P B )S
,

制成

M N C 细胞悬液
,

准备作免疫磁珠分选 CD 34
十

H SC
。

1
.

2 试剂与仪器

C D 3 4
+

细胞的纯化采用 M i l t e n y i B io t e e h 公司

的 M 记 iM A C S 免疫磁珠分离装置 ; 甲基纤维素培

养基为 M e th o C u l t , G r
+

H 4 4 3 5 (S te m C e l l 公司 ) ;流

式细胞分析用 B D C a li bo u :
流式细胞仪

。

H s l X() 培

养基购自 S te m e e l l T e e h n o l o盯 公司
。

a
一

M E M
、

马 I(l L

清
、

2
一

琉基乙醇
、

G l u ta m a x 一

I
、

2
.

5 9 /L 胰蛋 白酶购

自 G i b e。
公司

。

特级胎牛血清购自 Hy e lo n e
公司

。

H yd or e o rt i s o n e
为 5 1脚

a
公司产品

。

荧光标记小鼠

抗人抗体 e D 3 4
一

P E
、

e n 3 s
一

r l代 均为 Ph a r m i n g 公

司产品
。

培养系统为聚苯乙烯 rT an s w ell 24 孔培养

系统
,

每孔插人子 (x
n s e rt

,

甲6
.

5 m m )底部为 0
.

4 林m

孔径的聚碳酸酷透水膜
,

购 自 N un
c
公司

。

1
.

3 方 法

1
.

3
.

1 人 A G M 区基质细胞及脐带血 ( U C B ) C D 3 4
`

H S C 细胞培养 将本室建立的两株 A G M 基质细

胞系 h A G M
一

3S 和 h AG M
一

4S l’] ,

接种至预先铺有 l

g几 明胶的 24 孔培养板中
,

培养基为含有 200 m L/

L 胎牛血清
、

5 0 m U L 马 zlt l清
、

10 林m o l / L Z
一

琉基乙

醇
、

1 m m o l /L C l u t a m ax
一

I
、

l 林m o l / L I l yd r o e o r -

t i s o n e
的 。 一

M E M
。

培养至 9 0% 融合 (e o n fl u e n e y )时

丝裂霉素处理 Z h
,

置于 37 ℃
、

体积分数 5% CO :
饱

和湿度培养箱中备用
。

尽快分离新鲜的人脐 血

CD 3 4
+

细胞以 Z x 104 C e l l s /孔接种于插入 子中体积

为 800 林L
,

培养基更换为 S te m e e l一公司的 H S 100

营养培养基
,

3 一 4 d 换液
。

每星期收获细胞
,

作

C FC一C 及流 式细胞术检测
。

对照组设无基质细胞

组及人胚胎躯干 h( 砰 )基质细胞组
,

其它培养条件

同 A GM 基质细胞组
。

h FT 细胞为本室 A C M 取材

时同发育阶段的人胚胎躯干部位基质细胞
。

1
.

3
.

2 e D 3 4
·

细胞的分 离纯化 参照 M i l re n y i 试剂

盒说明书进行 C D 3+4 细胞分离纯化
,

每 1 xl os 细胞

悬浮于 300 卜L 的 M A C S 缓冲液中
,

加入 or o 时
J

cF R封闭非特异结合位点
,

6一 12 ℃孵育 巧 im
。 ,

加

人 100 林L 免疫磁珠混匀
,

6一 12 ℃孵育 30 而 n 。

缓

冲液洗涤后悬浮于 50 0 林 L 缓冲液中
,

加入固定 于

磁场中的 iM id M A C S M S 吸附柱中进行分离
,

先洗

脱 C D34
一

细胞
,

再脱离磁场后洗脱 C D 34
’

细胞
,

定
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容计数后备用
。

张绪超
,

等
.

Tar ns w ell 培养体系中人 AGM 区基质细胞支持脐血 C D 3+4 细胞造血 2 3 3

1
.

.3 3 造血 细 胞 集 落 分 析 采用 干 细胞 公 司

M e th o C u l t , G F
+

H44 3 5 甲基纤维素培养基
,

内含

多种因子 (含 s e r
,

IL
一

3
,

I L
一

6
,

G M
一

C S F
,

G
一

C S F
,

E p o
)

接种每次收获的 2 00 0 个细胞于 1 m L半固体培

养基中 (O 天以 5 0 0 个细胞接种 )
,

于体积分数 5%

C O :
的 3 7℃培养箱中培养 2 8 d

。

在 14一 Z l d 计数

集落形成单位 总数 (t
o ta l e o l o n y fo mr i n g u n i t s i n

cu lut er
,

c F u
一

)C
,

包括粒单系集落形成单位 ( C F U
-

G M )
,

红系爆式集落形成单位 ( B F U
一

)E
,

和多系或

混合集落形成单位 ( e r u
一

M i x z e F u
一

e E M M )
,

在 2 8

d 后计数高增殖潜能集落形成单位 ( H P P
一

c Fu
,

直

径大于 0
.

5 m m
,

高密度粒单细胞型集落 )
。

1
.

3
.

4 流 式细胞仪检测 U CB C D 3+4 细胞分别在

T r a sn w el l系统中与基质细胞非接触共培养 1一 4 星

期后
,

将 Isn e rt s
中的造血细胞收集并用 PB S 洗涤

后
,

分别加人荧光标记小鼠抗人抗体
: CD 3 4

一

P E
、

C n 3 8
一

F IT C
,

室温孵育 3 0 m i n ,

PB S 洗去未结合抗

体
,

or g lL 多聚甲醛固定
,

应用流式细胞仪检测细

胞上述表面抗原的表达情况
,

同型 Ig G 作为相应

的阴性对照
。

结果用 e e ll Q
u e s t 软件分析 CD 3 4

` 、

CD 3 4
+

C D 3 8
一

百分率
。

1
.

4 统计学分析

数据用 屁
:
表示

,

结果采用单因素方差分析

及组间 q 检验方法
。

均较人胎躯干基质细胞和无基质细胞组有统计学

显著性差异 (尸< .0 0 5 )
。

共培养两星期后 C D 3+4
、

CD 3 4
+

CD 3 8
一

亚 群 细 胞 分 别 可 扩 增 1
.

8 9 /2
.

6 2

(hA G M
一

5 3 组 )
、

1
.

5 1 /2
.

15 倍 (h AG M
一

4S 组 )
,

与 h砰
组结果比较差异均有显著性意义 ( P< 0

.

05 )
。

提示

人 A G M 区基质细胞体外非接触培养系统可一定

程度上支持人 U CB 造血干 /祖细胞增殖 (表 1 )
。

共

培养 4 星 期 后 hA G M
一

3S 组 仍 维 持 1
.

03 倍 的

CD 34
+

C D 3 8
一

细胞数
,

但 C D 3 4
+ 、

C D 3 4
+

C D 3 8
一

亚群细

胞在 hA G M
一

4S 组均有减少趋势
。

在 5 星期后各样

本的 C D 3 4
` 、

e D 3 4
`

e D 3 s
一

亚群细胞比例流式检测

极低
,

表中未列出
。

2 结 果

2
.

1 脐血标本的检测

共取 6 份标本
,

体积为 60
一 100 m L

,

免疫磁珠

法分离 CD 34
+

细胞
,

每次流式检测 CD 34
`

比例均

数为 9 0% 以上
。

以 2 x l 04 接种于每孔 In s e rt 中
。

每

孔 T ar n s w e l l 培养体积为 1
.

8 m L
,

每 s d 换液
,

I n -

s e rt 换 0
.

2 m L
,

孔内换液 0
.

6 m L
,

分别于培养后

7一 3 5 d 后分别进行 C D3 4
+ 、

CD 3 4
十

C D 3 8
一

细胞比例

及 C F C 分析
。

2
.

2 各基质细胞组共培养后 M N C
、

C D 3 4
+ 、

C D 34
+

C D 3 8
.

细胞数变化

人脐血 C D 34
+

细胞在 T ar n w ell 系统中与胎躯

干及 A G M 区基质细胞非接触共培养 1一 4 星期后
,

造血细胞总数
、

C D 3 4
+

及 CD 3 4
`

C D 3 8
一

亚群细胞均

得到不同程度的扩增
。

人 h A G M
一

3S 和 h AG M
一

4S

两株细胞共培养组 M N C 总数可达 28
.

2
、

犯
.

5 倍
,

表 1 不同基质细胞与 CB C D 3+4 细胞共培养后造血干 /祖

细胞的扩增倍数

aT b le 1 E
x pan

s io n fo l d s o
f h e m a t o p o i e t i e s t e m / p or 罗

n it o r

e e ll s

aft
e r e o 一 e u l t u er o f CB C D3 4

+ e e ll s w i ht d iffe
r e n t s t or m al

e e l ls (
x
七

, n 二6 )

W
e e k M N C CD 34

+

C D 34
+

C D 38
-

C o n t or l 1 0
.

50 士0
.

10 0
.

2 7土0
.

10 0 3 8土0
.

2 1

2 0
.

44土 0
.

1 0 0
.

04 土0
.

0 2 0
.

0 5土0
.

0 1

3 0
.

44 士0
.

12 0
.

0 1土0
.

0 0 0
.

0 1土0
.

(洲)

4 0
.

2 3士0
.

10 0
.

0 1士0
.

0 0 0
.

0 1土0
.

0 0

h F T 1 3
.

8 5士0
.

6 0 1) 1
.

3 9土0
.

78 1) 0
.

14 士0
.

0 6

2 4
.

6 8土 1
.

1 0 1) 1
.

1 6士0
.

4 1 1) l
.

2 9 t 0
.

76 `)

3 1 5
.

8 5士2 0 0 1) 0
.

6 3土0
.

14 0
.

04 土0
.

0 1

4 1 1
.

8 8土 l
.

3 0
l j 0

.

7 4士0
.

2 1 0
.

0 2士0
.

0 1

hA G M
一

53 1 3
.

74 士 1
.

10 1) 1
.

6 0士0
.

62 1) 1
.

4 0上 1
.

0 1
. ,

2 9
.

35土 2
.

90 ,、 2) 1
.

89士 1
.

02
2 )

1
.

5 1士 1
.

0 1
1)

·

2)

3 2 8
.

22土 5
.

10 .卜2) 0
.

82士 0
.

16 0
.

84士 0
.

0 2

4 13
.

5土 3
.

20 , ) 0
.

4 0士 0
.

2 1 1 03士 0
.

5 1
3)

h AG M
一

54 1 3
.

58土2
.

10 1) 1
.

27士 0
.

9 1
1) 1

.

4 3士 1
.

0 3 1)

2 16 23土 3
.

40 ’ ,口 ) 2
.

62土 1
.

12 1)
,

2) 2
.

15士 1
.

04
1卜2 )

3 32
.

50 土6
.

2 0 渔)周 0
.

9 8士0
.

5 1 1
.

04 土0
.

54
2 )

4 12
.

50 士4
.

1 0 1) 0
.

4 2 士0
.

3 1 3 , 0
.

47士 0
.

2 0 2 )
·

3)

C o m p aer d w i th e o n tor ls w i th 一h e s

am
e e u l一u er d u r a t i o n l ) P <

0
·

0 5 ; C o m p
aer d w i th h盯 脚

u P w i一h th e

sam
e e u lt u er d u r a r i o n Z ) P<

0
.

0 5: C o m paer d w i th rh e

sam
e s tor n l al e e l ls 脚

u p a [ 2 w e e k s o f c o -

e u lt u er 3 ) P< 0
.

0 5

2
.

3 T ar sn w en 体系中与基质细胞共培养后脐血

C D 34
十

细胞的集落形成能力

在形成造血集落能力方面
,

结果显示 h A G M
-

3S 及 hA G M
一

4S 两株细胞均能在非接触培养条件

下支持脐血中集落形成细胞的扩增
,

分别最大扩
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增 C F C 至 3
.

83
、

4
.

2 0 倍
,

优于 h盯沪 < 0
.

0 5
,

见表

2 )
。

hA G M 细胞能维持 C F U
一

M i x 、

C F U
一

G M
、

B F U
一

E

等各系集落形成
,

c FC 细胞在共培养 2一 3 星期达

峰值
,

扩增 4一 5 星期后集落数减少
,

但仍有相对较

多的 C FU
一

M ix 及 B FU
一

E
。

而人 hFT 共培养组多见

C FU
一

G M 粒系集落
,

C F U
一

E 及 C FU
一

iM
x
非常少见

,

提示造血微环境来源的 A G M 基质细胞能体外长

期维持造血干 /祖细胞的不被完全耗竭
,

并具有多

系造血能力 (表 2 及图 l )
。

H P P
一

C FU 分析亦表明

人 A C M 基质细胞优于 hFT 细胞
,

人 hA G M
一

3S 和

hA G M
一

4S 组 H PP
一

C F U 在第 21 天 可 分 别增 至

2
.

2 3
、

2
.

5 4 倍 (代 0
.

0 5 )
。

结合表 l 结果分析
,

2 1-

2 8 d C D 34
+ 、

C D 34
+

C D 3 8
一

细胞数已减少
,

但其中的

H P P
一

C r U 在 h A GM
一

4S 组仍得到 2
.

5 4 ( Z l d )
、

0
.

8 3

表 2 脐血 C D 34
十

细胞与不同基质细胞共培养后的 C F U 分析结果

T a b le 2 C o l o n y fo mr i
n g u n

i t
a s s a y 。 f U C B

S re m /p or g e n it o : C e l ls aft
e : c o 一 e u lt u

er
。 f CD 34

· C e ll S w it h d i ffe er
n t s tor m a

l
。 e

l ls (无士
` , n = 3 )

Ti m
e C o n d i t io n CF U一 G M B F U一 E C F U一 M i x

OT t a l C F U H PP
一

C F U

0 133土 l ] 4 2士8 3 2士7 2 07士 2 1 58士 9

7 d w i tho u t s tor m a 2 1士6 0 2 2 3士 14 8士 3

h F r 8 1士 12 1 )
6士 3 3士 1 6 5土 16 1 ) 23士9 1 )

hA G M
一

53 2 11士3 2 ’ ) 6 2士 12 ’ ) 5 2士 9
1) 9 9土37

1 ) 32土 32 ’ )

h AG M
一

54 194士2 4
1 ’

5 1土 13
1)

3 8士 13 1 ’
14 0士3 8 ’ )

59士 29 1 )汉 )

14 d w i th o u t s tor m a
2 1士6 0 0 2 1土6 12士 3

h l
,

r 8 1士 12 6土 3 3士 1 90 士 16 1)
5 1士 8 ’ )

hA G M
一

53 2 1 1士3 2 ”
·

2 , 62土 1 2
”

·

, ,
5 2士 9

” J ,
3 25土4 1

”
·

, ,

( 1
.

62 )
` ,

77士4 8
”

,

, ,
·

3 ,
( 1 34 )

引

h A G M
一

54 194土 24 ” ·

2 ,
5 1土 1 3 ”

·

, , 38士 1 3
” 汉 ,

2 83士 32
` )

·

, )
( 1

.

3 9 )
井 )

8 5士4 8
” ,

, ,
,

, ,
( 1

.

53 )
引

2 1 d w i th o u t s t or m a
12士 5 0 0 12士5 7士 l

h f
,

r 1 30士 14 ’ )
2 0土5 ’ ) 10士4 16 0土 11 ’ )

63士 38
”

hA G M
一

53 5 32士8 2
’ ` J ,

132士3 1
” ·

, ,
8 1土 2 3 ”

,

, , 54 5士 102 ’ 、
,

, ,
( 3

.

83 )
引 12 8士 57 ”

·

, ,
·

3 ,

( 2
.

23 )
引

h AG M
一

54 5 5 1士 89 ” ,

2 ,
152士4 1

” ,

, ,
1 12士 27 ” ·

2 , 8 15士 1 12 ’ )
·

2 ,
( 4

.

20 )
礴 , 146士 62 ” ·

, ,
·
3 ,

(2
.

54 )
4 ,

28 d w i th o u t s tor m a 0 0 0 0 9士 2

h碑 55土 13 ’ )
2士 1 0 5 7士 15 1 ) 35士 4

1)

h A G M
一

5 3 6 6士2 1
` ,

2 1士 1 1
’ ) , 、 10土 3 9 7士 27

’ ) 4 5士 4 ”
·

, ,
(0刀 8 )

4 )

h AG M
一

54 8 1士 1 4 ”
·

, ) 3 1士 8
” J , 9土 7 12医 2 2

’卜 , ) 4 8士2 0 ” ,

, ,
( 0 83 )

引

3 5 d w i th o u t s tor m a 0 0 0 0 1士 0

h F】
,

13士 3 ”
0 0 13士 3 ’ )

6士2

h A G M
一

5 3 24士5
’ ) 6土 2

’ ) 3士 1 33士7
, ) 9士2

, )
·

2 ,
·

3 )

h AG M
一

54 36士 9 1、
·

2 ) 5土2
’ )

4士 2 4 5士 11
, )

·

2 ) 13士3 , )
·

2 )乃 )

C o m p晚 d w i th e o n tor l s w i th th e s a m e e o
一

e u ir u er d u ar t i o n l ) P< 0刀5 ; C o m p aer d w i th h F’F 脚
u p w i th th e s a m e e o

一
e u l t u er d u r a t i o n Z ) P<

0刀5 ;

n g

3 ) C o m p a red w i th th e
sa m e s tor n l a l e e ll s 脚

u p a t 7 d e o
一

e u l t u er P< 0
.

0 5 : 4 ) th e v al u e s in th e b ar e k e t s i n d i e a t e th e por li fe r a t i o n fo ld s

. .
` ` . . . ` . . . . . 月 . 日 . . . . . . . . . .

, J

. 山 占阅 . . . 曰` . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 口. . . . . . . .

圈 1 C B H S C 与队M 4G 基质细胞非接触共培养 28 d 后的粒系
、

红系
、

混合系集落形成

C o lo n i es C FIJ
·

G M
,

BUF
·

E
,

CF U
·

M ix d e ir v ed 加m BC H SsC a n e r 28 d on
n ·

co n at e t e o 一 e ul tU比 初ht hA G M
·

54 st or m a l c e lls

A
.

C F U
一

G M ( l X() )x ; B
.

B FU
一

E ( l X()
x ); C

.

C F U
一

M i x ( l X()
x )
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l,r an
s w ell 培养体系中人 AG M 区基质细胞支持脐血 C D 3+4 细胞造血 2 3 5

(2 s d) 倍的扩增
,

提示人 A G M 基质细胞具有长期

维持较原始的和一定数量的高增殖潜能干 /祖细

胞的能力
。

3 讨 论

在哺乳动物小鼠胚胎造血发育研究已证实主

动脉
一

性 腺
一

中肾 (
a o rt a 一

g o n a d
一

m e s o n e v h e r。 , ,

A G M )

区是永久造血发生部位
,

为机体终生造血准备了
“

种子
”

细胞 l2J
。

但人类胚胎发育中 AG M 区造血发

育研究特别是其造血微环境基质细胞的研究限于

条件
,

资料尚不多
。

本室 已深人对人类胚胎 A G M

区研究
,

建立了多株人 A G M 区基质细胞并鉴定了

eT an sc in
一

C 及 a
一

O S M 等分子表型 l4]
。

在此基础上
,

为进一步探讨 A G M 基质细胞调控造血功能
,

本研

究检测了 hA G M
一

5 3 h/ A G M
一

4S 两株人 A G M 区基质

细胞通过分泌的可溶性造 血调控因子对 H SC 的

支持作用
。

采用的分隔式 rT an sw ell 培养体系可提

供细胞间非接触共培养
,

适用于细胞间的趋化或

分泌因子的相互作用的研究
。

结果显示人脐血 C D3 4
+

细胞在 T r a n s w e l l 系统

中与胎躯干及 A G M 区基质细胞非接触共培养 1 -

5 个星期后
,

在未加细胞因子条件下造血细胞总

数
、

CD 3 4
`

及 e D 34
`

e D 3 s
一

亚群细胞均得到不同程

度 的扩增
。

人 h A G M
一

3S 爪 A G M
一

4S 两株细胞对

CD 3 4
` 、

C D 3 4
`

C D3 8
一

亚群细胞可 扩增 1
.

8 9 /2 6 2
、

1
.

51 2/
.

巧 倍
,

与 h FT 组差异有显著性意义 护 <

0
.

05 )
。

说明人 A G M 细胞体外非接触培养系统可

一定程度上扩增人脐血造血干 /祖细胞
。

造血干 /祖

细胞功能体外集落形成能力分析结果显示 h AG M
-

3S 及 h A G M
一

4S 两株细胞均能在非接触培养条件

下支持脐血中集落形成细胞的扩增
,

分别最大扩

增 C FC 至 3
.

8 3
、

4
.

2 0 倍
,

H PP
一

C r u 分别 达 2 2 3
、

.2 5 4 倍
,

均优于 h研 细胞组
。

与 A G M 基质细胞共

培养的 C F C 细胞在培养 2一 3 星期后达峰值
,

4一 5

星期后集落数减少
,

但仍有相对较多的 H PP
一

c F u
、

C FU
一

M ix 及 B F U
一

E
,

提示早期造血部位的 A G M 细

胞具有明显的长期维持造血干 /祖细胞的干性能

力
。

以上结果表明
:

① hA G M
一

3S
,

4 两株细胞支持扩

增 H SC 能力与 hFT 细胞有明显差别
,

进一步证实

这两株基质细胞是来 自 A G M 区造血微环境的基

质细胞
。

②h A G M
一

s3
,

4 具有分泌调控因子功能
,

本

研究 已检测 出 h A G M
一

3S
,

4 培养 上清液 中 含 有

S C F
、

lF t
一

3 L
、

I L
一

6 等重要因子 (另文发表 )
。

另有报

道阎小鼠 A G M 基质细胞可分泌 B M P I
、

F G 7F
、

M C P 3
、

M
一

C SF 等 因 子促进造血
。

从本文 hA G M
一

3S 组

CD 34 +C D 38
一

细胞数看
,

共培养第 l 星期为 1
.

40
士

1
.

01 倍直至第 4 星期仍维持 有 1
.

03 土 .0 51 倍
,

hA G M 4 组 HPP
一

e Fu 第 l 星期为 5 9土2 9
,

至第 4 星

期仍达 4 8士 20 个
,

第 5 星期 1 3士 3 个
,

而晚期造血

祖细胞集落则明显减少
,

可见 h A G M 基质细胞分

泌 的因子主要具有维持 H S C 干性功能
。

③相对于

其它细胞因子或联合基质细胞的扩增研究
,

A G M

基质细胞扩增效率较低
,

可能的原因是 A G M 作为

早期背主动脉内的造血微环境
,

主要生物学作用

即是为了维持 H S C 的发生数量及其原始干细胞

功能
,

为胎肝造血准备
“

种子
”

细胞条件
。

在本研究

中 3一 4 星期 C D 3 4
+ 、

e D 3 4
+

e o 3 s
一

细胞数逐渐减少
,

而此时 A G M 基质细胞可一定程度上长期维持原

始祖细胞的高增殖潜能和一定数量
。

这也体现了

A G M 区微环境的上述特定发育生物学作用
。

胚胎 的 A G M 区是永久造血 H S C 的起源部

位
,

该区的 H S C 具有向粒
、

红
、

淋巴系等造血各系

分化的能力 12
·

, ]。 19 9 8 年 x u
等 16 ]从孕 l o

.

s d 小鼠胚

胎中分离出 A G M 区组织
,

建立了 3 株具有造血支

持作用的基质细胞系 (A G M
一

lS
,

2S
,

3S )
。

200 2 年

o o s t e n d o印 等 l刀 取孕 1 l d 小鼠胚胎的 A e M 区组

织
,

亦建立了具有造血支持作用的基质细胞系
。

其

中 A G M
一

5 3 研究表明小鼠的 A G M 基质细胞虽然

能扩增人脐血 CD 3 4
+

细胞 4 星期后仍含有长期造

血重建活性的 H Sc
,

但在非接触培养系统中
,

却不

能维持 LT R
一

C F C
,

造血克隆分析仅见 CF U
一

G M 粒

系克隆
。

这似乎表明小鼠 A G M 区基质细胞在非接

触条件下不能维持 H SC 的长期造血重建活性
。

但

另一研究 181认为在用非接触培养体系条件下
,

将骨

髓来源的 H SC 分别与泌尿生殖峭 u( )G
、

胎肝 ( E助

基质细胞共培养 2 1 d 发现
,

与 u G 非接触共培养

的 H S C 能维持造血重建能力
,

而与胎肝共培养的

H SC 并不具有造血重建能力
。

这说明 U G 细胞较

胎肝基质细胞更能维持骨髓 H SC 的长期造血重

建能力
。

而本研究中使用的人 A G M 基质细胞系能

够在非接触共培养条件下可长期维持 CD 3+4 H SC

的多系造血能力
,

明显优于小鼠的 A G M
一

3S 细胞
,

因后者不能在非接触条件下维持 H SC 产生 CF U
-

iM
x 和 B F U

一

E
,

这可能是人与小鼠 AG M 的种间差
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等
.

声门上喉癌预后的相关因素分析 2 3 9

单纯放射治疗者预后佳
。

声门上区分为两个亚区
:
上喉区包括舌骨以

上会厌
、

两侧构会厌皱装
、

两侧构状软骨
,

上喉区

以外的声门上区包括舌骨以下的会厌喉面
、

两侧

喉室
、

两侧室带
。

我们资料中可以明确看到上喉区

癌患者比上喉区以外者生存率差
,

可能是由于上

喉区癌位于声门上 区边缘
,

更容易向喉外扩散
,

也

更容易发生颈淋巴结转移
。

肿瘤分化程度也是影

响预后的因素之一
,

分化差即恶性程度高
,

其向周

围组织浸润的能力强 ; 分化差则细胞间的粘着力

低
,

容易分离
,

因而易发生转移
。

本研究多因素分析结果表明
,

原发灶治疗方

式和颈淋巴结转移情况为影响声门上喉癌患者预

后的独立因素
,

因此
,

对于声门上喉癌患者
,

选择

以手术为主的的治疗方式
,

同时积极处理临床颈

淋巴结转移
,

对临床无颈淋巴结转移的 3T 以上患

者行应施行 n
、

111 区颈淋巴结清扫术
,

班区受累时

应行颈侧清扫术 ( n
、

111
、

W )
,

有望提高患者生存

率
,

改善患者预后
。
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异
,

而能否重建造血需要进一步作动物体内实验
。

本实验首次研究了人胚 A G M 区基质细胞的

造血支持作用
,

发现其具有在 T r a n s w ell 非接触及

不加外源 因子条件下长期维持脐血造血干 /祖细

胞的多系造血能力和高增殖潜能
,

且能一定程度

上扩增 C D3 4
+

/C D3 4
+

CD 3 8
一

H SC 数量
。

推测 A G M

基质细胞的分泌型 因子能维持脐血造血干细胞增

殖和多系造血能力
。

证实了本室建立的人 A G M 细

胞系 h AM G
一

3S
,

4 具有造血支持作用
,

为进一步研

究人 A G M 区造血发育机制及建立诱导胚胎干细

胞定向造血分化体系奠定了条件
。
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