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人脐静脉内皮细胞表面血型 ABO 抗原、

HLA 抗原、 CD 抗原表达特性

吴全鸳 盛氏立

(上海医科大学放射医学研究所 200032) 

血管内皮细胞代谢功能十分活跃， 其表面

能合成和释放多种物质[l]，这些物质可通过体

内不同途径发挥作用。其中，内皮细胞所合成

和表达的抗原成份， 目前认为参与和调节着整

个机体的免疫应答反应过程。 此外，有些学者

亦已逐步注意到细胞表面某些抗原表型改变及

异常表达与临床某些疾病有一定关联[ 2 - 3 ] 。

已有文献报道体外培养的人内皮细胞具有

表达血型 ABO 抗原、 日LA 抗原和 CD 抗原特

性[4 -7 ] ， - 但国内这方面工作开展甚少。因此，

本文旨在通过 10 例人脐带 静脉 内皮细胞原代

和传代培养观察，运用 ABC 免疫酶标技术，研

究上述细胞抗原表达特性，以探讨内皮细胞免

疫学功能及其病理生理意义 。

材料 和方法

一、 内皮细胞来源

正常足月娩出胎儿脐带 10 例 ， 0.1% 1 型股原酶

( Sigma ) 消化分离静咏内皮细胞，用 含内 皮细胞生长

因子(本室制备)250 微克/毫升配制的 20%正常小牛

血清一-199 培养液(日本制药株式会社)调节细胞密

度至 2 x 1 0 '/孔 ， 种于 2 4 孔板玻片上(1 x 1 cm勺， 置

5 %C02 温箱静置培养。

二、红细胞和 T、 B 淋巴细胞来源

上述 10 例脐带血用肝素抗i疑， 一部分血样本固

定、 涂泞后， 作为血型抗原检测的阳性对照细胞 。 另

一部分用 Ficoll-Hypaqua 分层液经梯度一-密度离心

和 AET-E 花环试验， 分离出 T 和 B 淋巴细胞 ， 固定 、

涂片， 作为 HLA 和 CD 抗原检测的阳性对照细胞。

三、人脐静脉内皮细胞培养观察与鉴定

倒置相差显微镜下，观察细胞生长状态， 用因子

回R:Ag PAP i去鉴定细胞。

四、人脐静脉肉皮细胞表面抗原测定(ABC 法 )及

阳性染色判断标准

玻片培养细胞经 2%戊二隆固定。 ABC 法参 照

Hsu 等人报道[81 ， 以有特异性褐色颗粒沉积为阳性反

应。

阴性对ft~用玻片培养的 Balb/c 3 T 3 细胞代替内

皮细胞， PBS 代替一抗试剂。

(抗红细胞 A 抗原1fft请， 抗红细胞 B 抗原血清系

上海中心血站研制。 限抗人 HLA-ABC 拉原单抗、 鼠

抗人 HLA-DR 抗原单 抗、 鼠抗人 CD. 抗原单抗、 鼠

抗人 CD~ 抗原单抗系北京军事医学科学院基础医学研

究所研制。)

五、图像分析

经 ABC法染色细胞片置 Q 520 自动图像分析仪检

ìliJ lJ ( Carmbridg时 ， 测量框内的平均细胞数为 50 个 ， 抗

原染色强度以积分光密度值 (IOD ) 表示。

结 果

-、人脐静脉肉皮细胞形态学观察与鉴定

结果

培养的内皮细胞 呈短梭形， 彼此紧密相

嵌，形成单层。 经因子 VJ[ R: Ag PAP 法染色，

胞浆内有特异性褐色颗粒反应， 鉴定为阳性细

胞。

二、 10 例脐带血血型鉴定和脐静脉肉皮

细胞表面血型 A、 B 抗原检测结果

用血凝法鉴定， 其中 5 例与抗红细胞A抗

原血请发生反应， 判定为 A型血， 2 例与抗红

细胞 B 抗原血清发生反应，判定为 B 型血， 1 

例与抗红细胞 A、 B 抗原血清均发生反应，判
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定为 AB 型血1 2 例与抗红细胞 A、 B 抗原血

清均不发生反应， *'J定为 0 型血。
10 例原代培养的脐 í'í~ 脉内皮细胞表面血

型 A、 B 抗原枪测结果见表 1 0 5 例内皮细胞

与抗红细胞A抗原血泊呈阳性反应， 为 A 抗原

阳性细胞; 2 例与抗红细胞 B 抗原血清呈阳性

反应，为 B 抗原阳性细胞; 1 例分别与抗红细

胞 A、 B 抗原血洁呈阳性反应， 为 A、 B 抗原

阳性细胞1 2 例分别与抗红细胞 A、 B 抗原血

清呈阴性反应、为 A、 B 抗原阴性细胞。传代培

养两周 (4-5 代)的内皮细胞，其表面血型抗

原检测结果同上。各脐带 内皮细胞表面血型

A、 B 抗原检测结果，与 自身 A型或 B ZE!红细

胞阳性染色结果一致。 BalbjC 3 T 3 细胞和以

PBS 代替一抗的染色片均为阴性。

三、 5 例 A 型脐带血静脉肉皮细胞裴面

HLA-ABC、 HLA-DR 、 C矶、 CDij 抗原检测

结果

原代培养的脐静脉内皮细胞分 别 与抗

日LA-ABC、抗 HLA-DR、抗 CD，、抗 CD8 单

抗作用后均呈阳性反应，结果见表 2 。传代培

养两周 (4-5 代)的内皮细胞，上述各抗原检

测结果同上，与自身 T、 B 淋巴细胞阳性染色

结果一致。 BalbjC 3T3 细 胞和以 PBS 代 替一

抗的染色片呈阴性。

四、图像分析结果(X士 SD)

脐静脉内皮细胞表面血型A 抗原、 HLA

ABC 抗原、 HLA-DR 抗原、 CD4 抗原、 CDa

抗原图像分析结果详见表 3 。阴性对照片 IOD

值为 0 0

表 1 10 倒人脐静脉内皮细胞理层面血型

A、 B 抗原检测结果 .

人脐静脉内皮| 红细胞 A 抗原 |红细胞 B II ~;~L~~/~~JUV~' L _~~~_~~_-_J 脐带例数
细胞表面抗原| 抗血清 |抗原抗血清|

红细胞A抗原 I + , - ) 5 

红细胞B 抗原 I - I + I 2 

红细胞H抗原 I - ! - I 2 
红细胞 人 I I 一一-，←一一←-
B 抗原 I + I + I 1 

讨 论

一、利用肉皮细胞表面抗原表达特性，作

为细胞鉴定的免疫学指标

血管壁主要存在 3 种细胞一一内皮细胞、

平滑肌细胞和成纤维细胞。在内皮细胞原代培

养取材时， 经常会由于酶液浓度、 温度和消化

袋 2 5 倒人 A 型脐带血静脉内皮细胞袋

面(HLA-ABC、 HLA-DR、 C矶、

CD. )抗原的检测

内皮细胞 |抗HU-i抗 HLJA-i 抗 CD， I 抗 CDs
样 本 !抗原丰抗抗虽马抗|抗原单抗 | 抗原单抗

1 I + I + 广了一广丁一

2 I + 1 + I 、 + I + 

3I + 1 + li + I + 

4 I + I + 1- + I + 

5 I + I + I +I + 

王震:5 5 例人 A 型脐带血静脉内皮细胞表

面红组胞 A 抗原、 HLA 抗原、 CD

抗原图像分析结果

人脐静脉内皮细胞表面抗原|平均积分光密度值 (IOD )

红细胞 A 抗原 I 13肌1 5士 8960 .26

HLA-ABC 抗原 I 3437 1. 2归。肌54

HLA-DR 抗原 | 饲肌川5盯7ω土 1 447丸

CD. 抗原 I 1 40川8土川 . '19 

叫 抗原 I 13251. 50土川 .71

时间掌握不当，而使血管壁过度消化， 彭响内

皮细胞培养纯度。为了使培养的内皮细胞能与

混杂在其间的平滑肌细胞、 成纤维细胞相鉴

别， 目前常规采用因子 VlIl R :Ag 作为可靠的判

别标准。本文认为， 除上述 因子阻止 Ag 和活

细胞形态学检查外， 尚可根据内皮细胞与平滑

肌细胞、 成纤维细胞两者在细胞免疫学上的差

别(成纤维细胞表面血 型抗原和 HLA 抗原

ABC ì去染色为阴性， 平滑肌细胞也无上述抗

原表达什5]，以检测培养内皮细胞纯度，并可
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作为内皮细胞鉴定的有效指标之一。

二、肉皮细胞表面人类主要同种异型抗原

一一-ABO、 HLA 抗原表达特性

人类主要同种异型 抗原一-ABO 和 HLA

抗原是与临床器官移植免疫有关的体内主要二

大抗原系统，且与临床肿瘤、自身免疫性疾病发

生密切相关。

本文采用免疫酶标 ABC i去检测人脐静脉

内皮细胞表面红细胞 A、 B 抗原阳性， 对照自

身脐带红细胞表面血型抗原和血型鉴定结果，

两者一致。因此认为，内皮细胞表面携带血型

A或 B 抗原成份， 其在个体中的分布与红细胞

A或 B 抗原一致。在正常生理情况下，可反映

体内血型抗原系统，但在肿瘤病理时， 这种血

型抗原表型会有变异或异常表达[9] 。

关于内皮细胞表面 HLA 抗原表达特点 ， 国

外已有不少报道[1]。多数学者认为， 正常人脐

静脉内皮细胞具有表达 HLA-ABC 抗原，不表

达 HLA-DR 抗原，但后者可在某些诱导剂作

用下出现表 达，并 伴有 HLA-ABC 抗原表达

增强。本文通过 5 例人脐静脉内皮细胞原代培

养， 用免疫酶标 ABC 法检测培养细胞表 面

HLA-ABC、 HLA-DR 抗原阳性， 与自身阳性

对照细胞结果相符，证实人内皮细胞表面携带

HLA 抗原。

三、内皮细胞表面 CD们 CD8 抗原表达特

性

随着内皮细胞免疫学特性研究的不断深

入，近几年国内外一些学者注意到内皮细胞表

面的淋巴细胞分化抗原的表达倾向 [ð-7]。本文

通过对 5 例原代培养的人脐静脉内皮细胞表面

的 C矶和 CDg T 淋巴细胞分化抗原的检测，证

实有 CD 抗原表达特性，阳性染色结果与自身

T 淋巴细胞一致。但对于这些抗原分子的生物

学功能， 与血液淋巴细胞和白细胞之间的关

系，以及在机体免疫应答调节中的作用则不清

楚。目前临床已发现内皮细胞表面 CD 抗原表

型改变与肿瘤、自身免疫性疾病发生有关，提

示内皮细胞 CD 抗原在正常人体生理和病理中

的作用是不可忽视的。

四 、 体外短期传代培养的肉皮细胞具有原

代培养细胞的一般先瘟学特征

本实验室巳运用含 内皮细胞生长因子的

2 0%小牛血清一-199 培养?在能使人脐静脉内

皮细胞维持体外较长期的传代培养，并保持细

胞良好增殖状态和一般生物学特征。 本文在细

胞传代培养基础上，观察了体外培养两周 (4-

5 代)的人脐静 脉内 皮细胞 表面血型抗原、

HLA 抗原、 CD 抗原表达， 发现上述抗原 ABC

法染色强度与原代培养细胞相比无明显改变，

抗原染色特点基本相同。因此认为，在稳定的

体外培养系统中， 短期培养细胞能保持原代细

胞的免疫学特性， 但随着体外反复传代培养和

培养时·间延长 ， 是否会引起细胞抗原分子丢失

而改变其免疫学特性， 仍有待进一步研究。

摘 要

用人脐静脉内皮细胞体外培养方法和ABC

免疫酶标技术，检测细胞表面抗原分布。结果

表明: 原代培养的 10 例人脐静脉内皮细胞 ， 5 

例红细胞A 抗原阳性1 2 例红细胞 B 抗原阳

性 J 1 例红细胞 A、 B 抗町、均阳-1 性 1 2 例红细

胞 A、 B 抗原均阴性。 其中 5 例 A型脐带血内

皮细胞 分 别 检视IJ HLA-ABC、 HLA-DR、

CD，、 CD8 抗原均阳性， 自动图像分析证实

有上述抗原分子 表达。 此外， 本文研究 证

明，体外培养两周的内皮细胞 具有表达抗原

的功能。实验结果提示z 体外 短期培养 的内

皮细胞能保持其一般生物学和免疫学特征， 其

表达的抗原分子可能参与和调节着机体的免疫

功能。
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;疑集紊及其受体相互作用对人红细胞变形性的影响来

董群 苏4位饲李田勋" 丈宗耀.'"

(北京医科大学细胞生物教研室 100083) 

研究红细胞变形性，无论在理论研究还是

临床实践中均具重要意义。它对于认识不同因

素如外界物质、细胞膜及骨架、 不同病理状态

等对细胞结构及功能的影响有一定帮助，也为

深入研究不同因素对细胞作用的机制及某些疾

病的诊断提供线索和依据。

激光衍射 j去 (EktacytOffift ry )是 70 年代以

来兴起的一种测量红细胞变形性的方法[IJ。同

其它方法相比，此法具有用 血量少 ( 50 1Jl 全

血) 、 迅速直观等优点。人们采用激光衍射技

术已经对某些病理情况下， 如遗传k球形红细
胞 [2 J 、 镰刀型贫血、 非稳定性血红蛋白失调等

的红细胞变形性，以及红细胞肢变形性 [ 3 J 、 霄'

架蛋白对脱主Jf;性的影响 [4 J等进行了研究。但

采用激光衍射法研究内己体与受休作用刘红细胞

变形性的影响尚未见报道。

本文采用激光衍射仪， frJF究了两种不同凝

集京伴刀豆蛋白 A (ConA)及麦胚 i疑 集萦

(WGA)作用前后，红细 胞变形性的改变，从

而为进一步研究自己体与受体相互作用对细胞结

构及功能的影响提供直接依据。

材料 与方法

激光衍射仪由北京医科大学物理教研室与北京地

1i4仪情广共同阴阳。

1吝 t夜 fþj副主J日美国 Advanced 飞iV ide Range Osm-

ometer 3 WZ 型渗透压测量仪测量。

人新鲜红细胞来自北京红十字血液中心。{半刀豆

蛋白 A 及麦胚凝集索均为美国 Sigma 公司产品。其余

试剂均为分析纯。

一、样品销备

1. 对.~~组 2 以 PBS ， O .12 mol jL NaCl , O . 02 mol jL 

Na2H-P04 • 0 ， 0 0 5 n、oljL KH,PO.. pH=7 . 4. 295 

mOsm/ kg H，O )泊-洗红细胞 3 次.然后将红细胞:悬浮

于 5 ml 15 %PVP 液中 (PVP ， 聚乙烯毗咯皖隅，加 0 . 0 2

mol jL Na,H P0 4,0 . Où5 moljL KH2PO..再加 NaCl iJl~整

渗透压至 2 \: 5 mOsmjkgH，O)，细咀浓度约为 2 x 10' jml o 

2 . 加 ConA 组 : i吉-洗后红细胞分别加入 3 个试管

叫 1 ，以等渗 PBS 稀释至 5 ml , i史红细胞浓度约为 2X

10 7/ml ， 加入 ConA 溶液使终浓度分别为 10、 3 0 、

5 0 陆/ml ， j昆匀 . 作用 1 0 min, 离心去上清液，洗 3

次 。 以 15%PVP 等渗液稀释至 2 X 10 7/ml ， 备用。

3. 加 ConA 及 D-葡萄糖组g 如 2. 进行。加 ConA

清洗后 ， 再加 D-葡萄糖溶液使其在 ConA 浓度为 10 、

3 0 、 5 0 μg/ml J'l~j 3 管中 ， 终浓 度分别为 0.5、1. 5 、

2.5 mmol/L ， 作用 10 min ， 洁洗 2 次 ， 以 15 %PVP

~f渗液稀释细胞至 2 x 107 /ml，备用。实验中同时以

红细胞单纯加 D-葡萄糖组作为对照 。

4 . 加 WGA 组s 分两 管， 如 2 . 进行 ， WGA 终

浓度分别为 O .町、 0.1 μg/ml。

5. 加l WGA 及 N-乙航葡萄糖胶组g 分两管， 如

1. · 国家自然科学基金资助项目。本实验得到
北医大生物物理教研室于t:t芬及徐家铺老师的指导，

特表感谢。
2 . 川 北京医科大学物理教研室.
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