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3种不同标志物对人淋巴管道内皮细胞鉴定效果研究*
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  [摘 要] 目的 了解3种不同标志物对人淋巴管道内皮细胞鉴定效果。方法 培养人淋巴管道内皮细

胞,分别采用细胞免疫组织化学法及普通聚合酶链式反应(PCR)法检测同源异型盒基因转录因子-1(Prox-1)、
淋巴管内皮透明质酸受体-1(LYVE-1)和血管内皮生长因子受体3(VEGFR-3)蛋 白 及 mRNA 表 达 水 平。

 

结果 人淋巴管道内皮细胞传代后细胞免疫化学可见PROX1、LYVE1表达,未见VEGFR-3表达;普通PCR
可见PROX1、LYVE1和

 

VEGFR-3
 

3种 标 志 物 mRNA 均 有 表 达,VEGFR-3
 

mRNA 表 达 水 平 明 显 下 降。
结论 Prox-1、LYVE-1和VEGFR-3可用于相适合的人淋巴管道内皮细胞鉴定,结合文献分析VEGFR-3表达

强弱可动态变化。
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[Abstract] Objective To

 

understand
 

the
 

identification
 

effect
 

of
 

three
 

different
 

markers
 

on
 

human
 

lym-
phatic

 

endothelial
 

cells.Methods Human
 

lymphatic
 

endothelial
 

cells
 

were
 

cultured.The
 

expression
 

of
 

Prox-
1,LYVE-1,and

 

VEGFR-3
 

protein
 

and
 

mRNA
 

were
 

detected
 

by
 

immunochemistry
 

and
 

PCR,respectively.Re-
sults The

 

expression
 

of
 

PROX1
 

and
 

LYVE1
 

was
 

observed
 

in
 

the
 

immunochemistry
 

of
 

human
 

lymphatic
 

en-
dothelial

 

cells
 

after
 

passage,but
 

the
 

expression
 

of
 

VEGFR-3
 

was
 

not
 

observed.Normal
 

PCR
 

showed
 

that
 

PROX1,LYVE1
 

and
 

VEGFR-3
 

mRNA
 

were
 

expressed,and
 

the
 

expression
 

of
 

VEGFR-3
 

mRNA
 

was
 

signifi-
cantly

 

decreased.Conclusion Prox-1,LYVE-1
 

and
 

VEGFR-3
 

can
 

be
 

used
 

to
 

identify
 

suitable
 

human
 

lymphatic
 

endo-
thelial

 

cells,and
 

the
 

expression
 

of
 

VEGFR-3
 

can
 

be
 

dynamically
 

changed
 

according
 

to
 

the
 

literature
 

analysis.
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  淋巴系统与血管系统都是人体重要的脉管系统,
二者的发现时间均已久远,但在微细生理功能和大多

病理机制的阐述方面,前者长期以来均远远落后于后

者,主要原因是淋巴系统不易辨别。近数十年来,已
报道了10余种淋巴系统主要是淋巴管道内皮细胞标

志物,促进了淋巴管生成、肿瘤淋巴转移、免疫功能、
体液运输、心血管及骨关节疾病等基础研究[1-6]。本

研究采用3种常用淋巴管道内皮细胞标志物,比较了

其对淋巴管道内皮细胞的鉴定功能,可为针对淋巴系

统不同方面研究选择合适鉴定材料及方法提供参考。
1 材料与方法

1.1 细胞培养 人淋巴管道内皮细胞购自美国Sci-
encell公司,是从人淋巴结分离而来,分析证明书中表

型特征Facotr
 

8和CD-31阳性;培养液为美国Scien-
cell公司配套内皮细胞专用培养液;接种于塑料培养

板及培养皿(美国Corning公司)置于5%
 

CO2 孵箱

37
 

℃培养,传代后用于后续鉴定试验。
1.2 Anti-同源异型盒基因转录因子-1(Prox-1)细胞

免疫化学 细胞传代后培养至大致铺满板壁,磷酸盐

缓冲液(PBS)洗涤,4%多聚甲醛固定1
 

h,1%tritonX-
100-PBS破 膜5

 

min,3%
 

BSA-PBS封 闭30
 

min,
Prox-1一抗(英国Abcam公司)用0.2%Triton+1%
BSA-PBS按1∶500比例稀释,4

 

℃孵育过夜;PBS泡

洗后荧光标记二抗(1∶500)37
 

℃孵育1.5
 

h;宽场荧

光显微镜(德国Zeiss公司)观察。以PBS代替一抗为

阴性对照。
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1.3 Anti-淋巴管内皮透明质酸受体-1(LYVE-1)细
胞免疫化学 细胞培养同1.2项操作,4%多聚甲醛

固定2
 

h,1%TritonX-100-PBS破膜1.5
 

min,3%
 

BSA-PBS封闭30
 

min,LYVE-1一抗(英国 Abcam
公司)用0.2%Triton+1%BSA-PBS按1∶100比例

稀释,4
 

℃孵育过夜;二抗标记、显微镜观察及对照同

1.2项操作。
1.4 Anti-血管内皮生长因子受体3(VEGFR-3)细胞

免疫化学 细胞培养同1.2项操作,4%多聚甲醛先

后分组固定1、2
 

h,30
 

min,1%TritonX-100-PBS先后

分组破膜1.5、5.0
 

min及室温透膜1.5
 

h,3%
 

BSA-
PBS先后分组封闭30

 

min及1
 

、2
 

h,VEGFR-3一抗

(英国Abcam)用0.2%Triton+1%BSA-PBS按(1∶
25)、(1∶200)、(1∶500)先后分组稀释,4

 

℃孵育过

夜;二抗标记、显微镜观察及对照同1.2项操作。
1.5 聚合酶链式反应(PCR) 细胞传代后培养至大

致铺满板壁,PBS洗涤,总RNA用Trizol试剂(美国

Invitrogen公司)按说明步骤提取,普通PCR按常规

操作步骤进行,摸索后55
 

℃为最佳退火温度。所用

引物分别为:Prox1(5'-GCCTAATGGTCTTTCAT-
TCTGC-3';5'-TGGCCTTACAGGTCGAATTC-3');
LYVE-1(5'-CTGCTGGAGGAAAAGTCTGG-3';

 

5'-G
 

TCTTGATGTCTGCGTGGG-3');VEGFR-3 (5'-GT-
GGGTGGGTAGTGAGGAGA-3',5'-AGGTCATCTTC

 

GTCGTCCC-3')。

2 结  果

2.1 细胞形态观察 内皮细胞培养液重悬培养,倒
置相差显微镜进行形态观察,人淋巴管道内皮细胞贴

壁、铺展,生长良好。见图1。

图1  人淋巴管道内皮细胞形态观察(100×)

2.2 Anti-PROX1、Anti-LYVE1和 Anti-VEGFR
 

3
细胞免疫化学鉴定 已知淋巴管道内皮细胞可以特

异性表达PROX1、LYVE1和VEGFR-3,因此常用作

此类细胞的标志物。本实验中所培养细胞:细胞核为

DAPI蓝染;PROX1在胞核内表达,多环绕于核内周,
绿色荧光相对浓集但整体强度较弱;

 

LYVE1在核周

围区域可见,绿色荧光相对较散但整体强度较强;见
图2。PBS替代对照细胞同等条件下均不见荧光。
Anti-VEGFR-3孵育细胞未见绿色荧光,先后3次调

整固定、破 膜、封 闭 时 间 及 一 抗 稀 释 浓 度,均 未 见

VEGFR-3表达。

图2  人淋巴管道内皮细胞PROX1,LYVE1表达(比例尺为20
 

μm)

2.3 PROX1、LYVE1和
 

VEGFR-3普通 PCR 鉴

定 实验中所培养细胞的PROX1、LYVE1和
 

VEG-
FR-3这3种标志物 mRNA均有表达,PROX1

 

mR-
NA表达最强,LYVE1次之,VEGFR-3

 

mRNA表达

明显降低。见图3。
图3  人淋巴管道内皮细胞PROX1、LYVE1和VEGFR3

 

mRNA表达情况
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3 讨  论

  内皮细胞具有活跃的代谢功能,能够合成和分泌

多种生物活性物质,血管内皮细胞已证实如此,越来

越多的研究表明淋巴管内皮细胞也是如此。目前,已
发现约150种基因在淋巴管内皮细胞中表达,其中有

10余种用作淋巴管道细胞标志物[7],常用的为VEG-
FR-3、LYVE-1、podoplanin、Prox-1,已较多应用于人

或动物淋巴系统科学研究中[8-10]。
本研究采用分离于淋巴结的原代培养淋巴管道

细胞,不管是 mRNA还是蛋白水平,Prox-1和LY-
VE-1均表达明显,Prox-1是目前唯一胞核内表达的

淋巴管道内皮细胞标志物,LYVE-1是与CD-44相关

的胞膜糖蛋白,二者可用于相适合的淋巴管道内皮细

胞或淋巴组织研究中。表达于胞膜的淋巴管道内皮

细胞标志物还有VEGFR-3、podoplanin和DPPIV[7],
其中VEGFR-3应用时间较长且较广泛,但在本研究

中多次调整免疫细胞化学实验条件,均未见其表达,
在普通PCR中可见表达但明显弱于Prox-1和LY-
VE-1,结合既往相关文献发现这并不能断定VEGFR-
3不能作为淋巴管道内皮细胞及淋巴组织的标志物,
在个体发育不同阶段、不同器官或同一器官的不同时

期及不同的生理和病理条件下,淋巴管道内皮细胞的

生物活性分子表达是动态变化并且是可塑的。例如,
LYVE-1在个体发育早期阶段高表达而在成体阶段

明显下调,在淋巴管道内皮细胞病理状态下表达也有

变化[7],这些均会影响到其作为标志物的稳定性。另

外,作为来源于淋巴结的淋巴管道内皮细胞也可能区

别于单纯淋巴管的内皮细胞,至少在人体免疫方面其

有与功能相适应的特殊改变[11-12]。
但还应注意的是,淋巴管道内皮细胞标志物并不

是单纯表达于淋巴系统中。VEGFR-3还可以表达于

视网膜上皮细胞、肌上皮细胞及肿瘤血管,LYVE-1
还可以表达于正常肝窦的内皮细胞及肾、肾上腺、甲
状腺及胰腺的上皮中[7]。目前,Prox-1尚未见于其他

组织的表达,作为淋巴管道的祖细胞,其在淋巴管道

发育中的出芽、增殖、移行并最终形成网状管道系统

过程中起着举足轻重的作用,这些功能也可以为此方

面研究标志物的选择提供参考。
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