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培养室。 

1．2 共培养模型建立及分组 

将 ECV304细胞接种到 6孔培养板和 50 mL培 

养瓶中，待 60％融合时，加入 U937细胞(1×10 个) 

和伴刀豆球蛋白 A(ConA，25 I~g／mL)，共同培养48 

h。另 设 ECV304细 胞 + ConA (25 g／mL)组 、 

ECV304细胞 +U937细胞 (1×10 个)组 、常规培养 

的 ECV304细胞对 照组 ，培养时 间 同上。每组设 3 

个复孔。洗去 U937细胞和 ConA，用 25 g／L胰蛋白 

酶消化 6孔 板 中的 ECV304细胞进 行细 胞周期 检 

测 ；裂解培养瓶 中的细胞提取 RNA，一20℃保存。 

1．3 检测指标 

1．3．1 ECV304细胞周期检测 待测细胞经常规 

消化后 ，加入 20℃体积分数 70％ 乙醇固定 ，加等体 

积碘化丙啶，4℃放置 30 min以上 ，300目筛 网过滤 

去除成 团细 胞 ，用流 式细胞 仪 (FACS420型，美 国 

Bio-Rad公司)进行 DNA细胞周期分析。 

1．3．2 ECV304细胞 DNA的合成 参照试剂盒 

(北京中国原子能研究院 )说 明书进行操作 。在待 

测细胞中加入氚标记胸腺嘧啶脱氧核苷 2．96×10 

Bq，培养 12 h后终止反应。吸弃培养液 ，常规 清洗 、 

消化 ，用“9999”型纤维滤纸经 ET-II型微量细胞 收 

集仪收集细胞。滤纸烘干后分别置于 闪烁瓶 中，加 

入二苯恶唑／对次苯基苯恶唑二甲苯闪烁液 ，在液体 

闪烁计数器(LS6500型，美 国 Beckman公司)上测定 

放射性荧光闪烁计数值 (cpm)，结果 以 cpm及掺人 

率表示。 

1．3．3 ECV304细胞 HOXB2 mRNA的表达 用 

Tripure分离试剂提取待测细胞 中的总 RNA。反转 

录．聚合酶链反应按试剂盒 (美 国 Promega公 司)说 

明书进行扩增 。HOXB2引物 由 日本TaKaRa公 司 

合成。以B肌动蛋白作为内参照配制总反应体系， 

加入相应 RNA模板，同条件下进行扩增反应。扩增 

产物于 15 g／L琼脂糖凝胶 中电泳(溴化 乙啶显色 )， 

利用凝胶 图像分析系统对样本进行分析。通过 目的 

基因与内参照的积分吸光度 比值表示 mRNA的相对 

表达量。 

1．4 统计学处理 

数据以 ±s表示 ，采用 SPSS 10．0统计软件对 

计量资料进行单因素方差分析。 

2 结果 

2．1 各组 ECV304细胞的细胞周期及细胞凋亡 

ConA对 ECV304细 胞周 期无 明显影 响 ；U937 

细胞可 使 G1期 ECV304细 胞增 多 (P <0．01)； 

U937和 ConA共同作用 ，可使 ECV304细胞 s期百分 

比显著增加(P <0．01)。各组的细胞凋亡无明显变 

化。见表 1。 

2．2 各组中 ECV304细胞 DNA合成情况 

单纯 ConA或 U937细胞对内皮细胞 DNA合成 

无明显影响，在 ECV304细胞 中加入 U937细胞并用 

ConA刺激后 ，可见到明显的增强效应。见表 2。 

表 2 不同组别 ECV304细胞 DNA合成情况(x±s) 

注：ECV304为人脐静脉血管内皮细胞系，ConA为伴刀豆球蛋白 

A，U937为人 巨噬细胞系 ；与 ECV304组 比较 ， P <0．01 

2．3 各组 ECV304细胞 HOXB2基因 mRNA的表达 

在 ECV304细胞中加入 ConA和 U937细胞 ，可 

以使 HOXB2 mRNA表达明显增加 。见表 3，图 1。 

表 3 不同组别 ECV304细胞 HOXB2 mRNA的表达 (x±s) 

注：ECV304为人脐静脉血管内皮细胞系，ConA为伴刀豆球蛋白 

A．U937为人 巨噬细胞 系；与 ECV304组比较 ， P <0．01 

表 l 不 同组别 ECV304细胞的细胞周期变化及凋亡率(％ ，x±s) 

注：ECV304为人脐静脉血管内皮细胞系，ConA为伴刀豆球蛋白A，U937为人巨噬细胞系；各组样本数为3；与 ECV304组比较 ，。p<O．01 
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图 I 1 ：同 组 刖 E C V 3 0 4 ．q l l 胞 H O X B 2 111 R N A 的 表 达 E C V 3 0 4

为 人 脐 静 脉 10L 篱 J～皮 细 胞 系 ． C o n A 为 伴 刀 豆 球 篮 I
’

1 A
，

U 9 3 7 为

人 F � 噬 细 胞 系 ； M ． i l l a l k e l
，

I E C V 3 0 4 组 ， 2 E C V 3 0 4 + C o n A 组 ．

1 H ． V 3 0 4 + U 9 3 7 组 ，
4 ． E C V 3 0 4 + t 19 3 7 + C o n A 组

3 讨 论

刨 伤 愈 合 过 程 受 多 种 冈 素 的 调 节 和 影 响 ， 有 许

多 细 胞 参 与 这 一 过 程 。 有 报 道 ， 存 创 伤 早 期 ( 伤 后

2 4 ～ 4 8 h ) ， 局 部 组 织 q1 主 要 是 巨 噬 细 胞 和 淋 巴 细 胞

参 与 创 【面修 复
¨

， ， 存 此 过 程 中 ， 巾 m 管 内 皮 细 胞 参

与的 血 管 生 成 是 霞要 环 节 。 巨 噬 细 胞 被 某 些 物 质 如

细 菌 内 毒 素 、
C o n A

、 纤 维 连 接 蛋 F 1 以 及 佛 波 醇 酯 刺

激 后 产 生 口 噬 细 胞 源 生 长 闪 子 ， 其 巾 包 含 多 种 对 内

皮 细 胞 起 作 川 的 m 管 生 成 I大1子 。

笔 背 以 C o n A 为 刺 激 物 ， 将 U 9 3 7 细 胞 和

E C V 3 0 4 细 胞 共 同 培 养 ， 观 察 其 生 物 学 特 性 的 变 化 。

结 果 表 明 ，
C o n A 刺 激 的 U 9 3 7 细 胞 可 以 使 『lf【管 内 皮

细 胞 在 细 胞 周 期 s 期 的 百 分 比 明 显 增 JJⅡ， 说 明 处 1二

分 裂 增 殖 的 细 胞 增 多 ；亦 可 以 使 m 管 内 皮 细 胞 D N A

合 成 明 显 增 圳 。 证 实 活 化 的 臣 噬 细 胞 可 以 加 速 细 胞

有 丝 分 裂 和 D N A 合成 从 而 促 进 细 胞 增 殖 ， 起 剑 刺 激

m 管 生 成 的 作 片】。

同 源 盒 基 闪 最 初 是 在 果 蝇 中 发 现 的 ． H O X 幕 冈

是 胚 胎 发 育 的 _丰 控 基 因
。 ’

．． H O X B 2 反 义 寡 核 苷

酸 可 明 显 抑 制 内 皮 细 胞 的 增 殖 ， 表 现 m 刹 簧 依 赖 效

应 ， 延 缓 了 内 皮 细 胞 向 S 期 的 转 变 ， 在 4 8 h 之 内 n丁

以 抑 制 日 的 基 冈 的 表 达 ， 从 反 面 证 实 H O X B 2 1
1

t
-

内 皮

细 胞 增 殖 中 发 挥 重 要 作 州
“

． C o n A 刺 激 的 U 9 3 7 细

胞 可 以 使 1人j 发 细 胞 的 H O X B 2 m l l N A 表 达 峭 显 J ：渊 ，

表 明 巨 噬 细 胞 可 通 过 捌 节 H ( ) X B 2 基 冈 的 表 达 来 渊

控 内 皮 细 胞 增 殖 ， 也 进 一 步 证 实 H O X B 2 在 内 皮 绑 胞

增 殖 【f 1有 重 要 作 用 。 对 其 卡f1炎 闲 子 和 信 号 途 径 的 深

入 研 究 ， 将 有 利 于 闸 明 m 管 生 成 的 j』占I控 机 制 ， 为 临 床

治 疗 提 供 理 论 依 据 。
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