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［摘要］　目的　探讨纤维网状细胞（ＦＲＣ）通过促进线粒体凋亡对脓毒症急性肾损伤（ＡＫＩ）
的改善作用。方法　取 １０～１２周龄的 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠分别进行小鼠原代肾小管上皮细胞
（ＴＥＣｓ）及小鼠肠系膜脂肪组织来源的ＦＲＣ的分离培养，采用流式细胞术鉴定 ＦＲＣ和原代 ＴＥＣｓ、
免疫荧光检测ＴＥＣｓＡＱＰ１的表达、油红染色鉴定ＦＲＣ的干细胞特性。将ＴＥＣｓ分为ＮＣ组、ＬＰＳ组
与ＬＰＳＦＲＣ组，采用流式细胞术检测３组ＴＥＣｓＪＣ１单体百分比、ｑＲＴＰＣＲ检测炎症因子［白细胞
介素（ＩＬ）１和ＩＬ６］ｍＲＮＡ表达水平、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测自噬相关蛋白（Ｐｉｎｋ１、ＰＡＲＫＩＮ）及氧化应激
蛋白（ＨＯ１）表达水平、ＣＣＫ８试剂盒检测ＴＥＣｓ活力并进行比较。结果　成功分离并鉴定ＦＲＣ及
小鼠原代ＴＥＣｓ。ＬＰＳ组ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水平和ＪＣ１单体百分比均高于ＮＣ组及ＬＰＳＦＲＣ
组，ＬＰＳＦＲＣ组ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水平均高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ组 ＯＤ值低于 ＮＣ组，
ＬＰＳＦＲＣ组ＯＤ值高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。和ＮＣ组比较，ＬＰＳ组 Ｐｉｎｋ１、ＰＡＲＫＩＮ、ＨＯ１蛋白表达
水平均增高；和ＬＰＳ组相比，ＦＲＣＬＰＳ组细胞Ｐｉｎｋ１和ＰＡＲＫＩＮ蛋白表达水平增加，ＨＯ１蛋白表达
水平降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＲＣ可促进ＴＥＣｓ的线粒体自噬，改善脓毒症ＡＫＩ。

［关键词］　脓毒症急性肾损伤；　纤维网状细胞；　原代肾小管上皮细胞；　线粒体膜电位；
线粒体自噬
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　　脓毒症是由感染引起宿主免疫反应失调导致的多
器官功能障碍，进而危及生命的临床综合征［１］。肾脏

是脓毒症最容易累及的器官，约有４０％ ～７０％脓毒症
患者发生急性肾损伤（ＡＫＩ）［２３］。尽管血清胱抑素 Ｃ
联合急性生理学与慢性健康状况评分Ⅱ对脓毒症ＡＫＩ
有较好的预测价值［４］，但由于发病机制不明确，缺乏

特异性治疗方法，深入研究脓毒症 ＡＫＩ的发病机制并
不断寻找新的治疗靶点，有助于改善脓毒症ＡＫＩ预后。
纤维网状细胞（ＦＲＣ）是间质来源的成纤维细胞［５］，存

在于淋巴器官和多种次级淋巴结器官中，包括脾脏、淋

巴结、潘氏淋巴结、脂肪相关淋巴组织等［６］。ＦＲＣ是间
质细胞中特异性较强的一类细胞，以 ＣＤ４５－ＰＤＰＮ＋

ＣＤ３１－作为其分子标记［７］。最近的研究提示ＦＲＣ有重
要的免疫调节特性，可调控 Ｔ细胞的分化和功能［８］。

有研究发现在盲肠结扎穿孔（ＣＬＰ）诱导脓毒症小鼠模
型中，感染早期和晚期应用进行腹腔注射ＦＲＣ可降低
血清促炎细胞因子水平及死亡率［９］。我们既往研究

也证实腹腔注射 ＦＲＣ能有效降低脓毒症小鼠死亡率
及血液和腹腔灌洗液中的炎症因子水平，进而降低腹

腔灌洗液中的细菌负荷［１０］。然而 ＦＲＣ对于脓毒症
ＡＫＩ的作用机制尚不清楚。在脓毒症中，多种 Ｔｏｌｌ样
受体（ＴＬＲ）被激活，脂多糖（ＬＰＳ）可激活 ＴＬＲ４，加重
肾损伤。本研究通过将 ＦＲＣ和 ＬＰＳ刺激后的肾小管
上皮细胞（ＴＥＣｓ）共培养，观察 ＦＲＣ是否通过促进
ＴＥＣｓ线粒体自噬从而改善肾损伤，为研发基于 ＦＲＣ
的细胞疗法治疗脓毒症ＡＫＩ提供实验依据。

材料与方法

１．材料：Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠购自北京维通利华公
司，鼠龄１０～１２周。１６４０、ＤＭＥＭ培养基购自Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司，胎牛血清（ＦＢＳ）购自ＢＩ公司（货号０４４００１Ａ），
Ｆｉｃｏｌｌ分离液购于 ＳｉｇｍａＡｄｒｉｃｈ公司，流式抗体
（ＣＤ４５、ＰＤＰＮ、ＣＤ３１）购于 Ｂｉｏｌｅｎｄ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共
培养小室购于ＢＤ公司，ＰＡＲＫ、Ｐｉｎｋ１抗体购于 ＣＳＴ公
司（货号２１３２、货号４６４２１），ＨＯ１抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司（货号２７２８２１ＡＰ），ＬＰＳ购自 Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公司（货
号ｔｌｒｌｅｂｌｐｓ）。
２．方法
（１）小鼠原代ＴＥＣｓ提取和培养：麻醉小鼠后取出

双侧肾脏，去除髓质，冰上剪碎皮质，０．２５％Ⅱ型胶原
酶中３７℃消化３０ｍｉｎ，分别过７０μｍ和４０μｍ细胞
筛，在细胞洗涤液冲洗数次，离心后用含１０％ＦＢＳ的
完全培养基重悬，置于３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养。
本实验已通过武汉大学实验动物伦理委员会审批，编

号ＷＰ２０２００８０２２。

（２）ＦＲＣ的原代分离培养：方法（１）中小鼠消毒后
逐层打开腹腔，剪下肠系膜脂肪，将剪碎的脂肪组织置

于含有０．２ｍｇ／ｍｌＬｉｂｅｒａｓｅＴＬ和０．０２５ｍｇ／ｍｌＤｎａｓｅⅠ
的ＤＭＥＭ培养基中３７℃消化３０ｍｉｎ，用含２０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养基终止消化，所提取的 ＦＲＣ用含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养。

（３）流式细胞仪鉴定ＦＲＣ和原代ＴＥＣｓ：采用流式
细胞术检测 ＦＲＣ表面 ＣＤ４５、ＰＤＰＮ、ＣＤ３１表达情况。
提取 ＦＲＣ后，加入流式抗体 ＣＤ４５、ＣＤ３１和 ＰＤＰＮ，
ＣＤ４５－ＣＤ３１－ＰＤＰＮ＋为 ＦＲＣ群；在原代 ＴＥＣｓ中加入
Ｃｄｈ１６抗体，采用流式细胞术检测ＴＥＣｓＣｄｈ１６的表达
情况。

（４）免疫荧光检测原代 ＴＥＣｓＡＱＰ１的表达：将原
代ＴＥＣｓ接种到细胞爬片，多聚甲醛固定细胞，通透处
理后加入ＡＱＰ１抗体，ＡＱＰ１为原代 ＴＥＣｓ特异性标志
物，再加入带有荧光素标记的二抗，绿色荧光即为

ＡＱＰ１阳性，为原代ＴＥＣｓ。
（５）油红染色鉴定ＦＲＣ的干细胞特性：在 ＦＲＣ中

加入成脂分化诱导培养基，对 ＦＲＣ进行成脂分化诱
导，培养 ＦＲＣ１４天后，采用油红染色检测细胞内脂滴
形成情况，鉴定其成脂分化能力。

（６）ＴＥＣｓ分组及干预：将ＴＥＣｓ分为ＮＣ组、ＬＰＳ组
与ＬＰＳＦＲＣ组。原代 ＴＥＣｓ培养６～７天，在汇合度达
８０％时，ＮＣ组细胞使用完全培养基培养，ＬＰＳ组细胞
中加入１０μｌＬＰＳ处理，ＬＰＳ终浓度为５０μｇ／ｍｌ，ＬＰＳ
ＦＲＣ组将ＦＲＣ和ＬＰＳ刺激后的原代ＴＥＣｓ用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室进行共培养，各组均干预１８ｈ后收样，进行后续
检测。

（７）流式细胞术检测 ＴＥＣｓＪＣ１单体百分比：３组
原代ＴＥＣｓ处理 １８ｈ后，用０．２５％的胰酶消化，加入
ＪＣ１试剂，采用流式细胞术检测ＪＣ１单体与聚合物的
比例，对照组细胞的 ＪＣ１聚集在线粒体中形成二聚
体，发出红色荧光，受刺激后的 ＴＥＣｓ线粒体去极化，
ＪＣ１以单体的形式存在，产生绿色荧光。ＪＣ１单体是
膜电位变化的表现，所以ＪＣ１单体百分比变化可代表
膜电位变化。

（８）实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）检
测炎症因子ｍＲＮＡ表达水平：用０．２５％胰蛋白酶消化
贴壁的原代 ＴＥＣｓ，Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ，采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
仪器测定ＲＮＡ浓度，取出１μｇＲＮＡ，应用ＴＯＹＯＢＯ逆
转录试剂盒进行逆转录，加入 ＩＬ１和 ＩＬ６引物及
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂进行扩增，用 ２^－ΔΔＣｔ法计算 ＩＬ１和
ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达水平。

（９）蛋白质免疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测蛋白表
达水平：提取 ＮＣ组、ＬＰＳ组与 ＬＰＳＦＲＣ组的蛋白，裂
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解细胞提取总蛋白，ＢＣＡ定量蛋白浓度，配置 ＳＤＳ
ｐａｇｅ胶，上样后进行电泳和转膜，加入 ＴＢＳＴ稀释的一
抗（ＰＡＲＫ、Ｐｉｎｋ１、ＨＯ１），摇床过夜，ＴＢＳＴ清洗３次后孵
育二抗，用化学发光行显影和定影，检测自噬相关蛋白

（Ｐｉｎｋ１、ＰＡＲＫＩＮ）及氧化应激蛋白（ＨＯ１）表达水平。
（１０）ＣＣＫ８试剂盒检测ＴＥＣｓ活力：３组原代ＴＥＣｓ

处理１８ｈ后，加入ＣＣＫ８溶液，３７℃下孵育１．５ｈ，使
用酶标仪测定 ４５０ｎｍ处的吸光度值（ＯＤ值），采用
ＯＤ值表示细胞活力。
３．统计学处理：应用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ８软件进行统

计分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用 ｔ检
验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．小鼠原代ＴＥＣｓ提取及鉴定情况：光学显微镜下
观察小鼠原代 ＴＥＣｓ呈梭形、鹅卵石铺地状（图１Ａ）。
流式细胞仪检测小鼠ＴＥＣｓＣｄｈ１６表达情况，与空白对
照（Ｂｌａｎｋ）相比，原代 ＴＥＣｓ的阳性峰明显（图 １Ｂ）。
免疫荧光检测原代ＴＥＣｓＡＱＰ１的表达情况，提示所提
取的细胞均为原代ＴＥＣｓ（图１Ｃ）。
　　２．小鼠ＦＲＣ提取及鉴定情况：光学显微镜下观察
ＦＲＣ形态为新月状贴壁细胞（图２Ａ）。流式细胞仪检测
ＦＲＣ表面标志物（ＣＤ４５、ＰＤＰＮ、ＣＤ３１）、ＰＤＰＮ＋ＣＤ３１－

占ＣＤ４５－细胞的９８．８％（图２Ｂ）。用成脂分化培养基
诱导ＦＲＣ成脂分化，红色为 ＦＲＣ分化的脂肪细胞，提
示ＦＲＣ具有成脂分化的干细胞特性（图２Ｃ）。
　　３．３组细胞ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水平及ＯＤ值
比较：ＬＰＳ组ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水平均高于ＮＣ组
及ＬＰＳＦＲＣ组，ＬＰＳＦＲＣ组ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水
平均高于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ组ＯＤ值低于ＮＣ组，
ＬＰＳＦＲＣ组ＯＤ值高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　３组细胞ＩＬ６、ＩＬ１的ｍＲＮＡ表达水平及ＯＤ值
比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＬ６ｍＲＮＡ ＩＬ１ｍＲＮＡ ＯＤ值

ＮＣ组 ０．９２±０．３３ ０．３６±０．１３ １．２３±０．２２
ＬＰＳ组 ２．０２±０．４６ａ ０．８７±０．１１ａ ０．７４±０．１１ａ

ＬＰＳＦＲＣ组 １．１５±０．３４ｂ ０．４８±０．１９ｂ ０．９０±０．１３ｂ

　　注：与ＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＬＰＳ组比较，ｂＰ＜０．０５

　　４．３组细胞ＪＣ１单体百分比比较：ＬＰＳ组 ＪＣ１单
体百分比（７８．１７±５．７８）高于ＮＣ组（５５．８７±４．９０）和
ＬＰＳＦＲＣ组（６３．１３±５．６６）（Ｐ＜０．０５）。
５．３组细胞自噬相关蛋白和氧化应激蛋白表达水

平比较：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，和 ＮＣ组比较，ＬＰＳ组
Ｐｉｎｋ１、ＰＡＲＫＩＮ、ＨＯ１蛋白表达水平均增高；和ＬＰＳ组
相比，ＦＲＣＬＰＳ组细胞 Ｐｉｎｋ１和 ＰＡＲＫＩＮ蛋白表达水
平增加，ＨＯ１蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５）。见图３、

图１　小鼠原代ＴＥＣｓ提取及鉴定情况［Ａ：光学显微镜下原代ＴＥＣｓ形态（×１００）；Ｂ：流式细胞仪鉴定原代ＴＥＣｓ；Ｃ：原

代ＴＥＣｓＡＱＰ１的表达情况（ＡＱＰ１：绿色；ＤＡＰＩ：蓝色；免疫荧光染色，×２００）］

图２　小鼠ＦＲＣ提取及鉴定情况［Ａ：光学显微镜下ＦＲＣ形态（×１００）；Ｂ：流式细胞仪鉴定ＦＲＣ：ＣＤ４５、ＰＤＰＮ、

ＣＤ３１抗体标记ＦＲＣ，选取ＣＤ４５－细胞进一步画十字门分析ＦＲＣ水平，横坐标为ＣＤ３１，纵坐标为ＰＤＰＮ；Ｃ：ＦＲＣ

干细胞特性鉴定：成脂诱导分化培养基培养ＦＲＣ，红色为ＦＲＣ分化为的脂肪细胞（油红染色，×１００）］
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表３。

图３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＴＥＣｓ内线粒体自噬相关

蛋白（Ｐｉｎｋ１、ＰＡＲＫＩＮ）和氧化应激蛋白（ＨＯ１）

的表达

表３　３组细胞自噬相关蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 Ｐｉｎｋ１ ＰＡＲＫＩＮ ＨＯ１

ＮＣ组 ０．７４±０．１１ ０．４９±０．０８ １．０６±０．１３
ＬＰＳ组 ０．９７±０．１５ａ ０．７５±０．１２ａ １．４４±０．２７ａ

ＬＰＳＦＲＣ组 １．５６±０．２３ｂ １．３２±０．１９ｂ ０．９７±０．２１ｂ

　　注：与ＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＬＰＳ组比较，ｂＰ＜０．０５

　　讨　　论

我国脓毒症发病率高，易导致多器官功能障碍，如

肾脏、脑、肺等［１１］。肾脏是脓毒症最容易影响的器官，

约有５０％脓毒症患者发生 ＡＫＩ。单独阻断某一个分
子并不能减缓炎症反应的总体进程，因细胞可对多个

分子或炎症通路作出动态反应，越来越多的研究者将

目光转向细胞疗法。近年来间质细胞引起广泛关

注［１２］，与免疫细胞相比，间质细胞具备强大的自我更

新能力和免疫调节能力，可显著提高脓毒症小鼠的生

存率［１３］。本研究将ＦＲＣ和原代ＴＥＣｓ共培养，结果表
明共培养可有效抑制 ＴＥＣｓ分泌炎症因子，促进 ＴＥＣｓ
发生线粒体自噬，改善肾损伤。

在本研究中，我们提取了小鼠肠系膜脂肪来源的

ＦＲＣ，并应用流式细胞仪鉴定了ＦＲＣ，结果和既往文献
报道一致［１４］。ＦＲＣ占淋巴结非造血结构细胞的２０％
～５０％［１５］，是淋巴结的支撑结构，分泌细胞外基质［１６］，

将可溶性抗原和信号分子快速运输至淋巴结实质［１７］，

并将浆细胞产生的 ＩｇＭ运送到循环系统。在稳态下，
ＦＲＣ为免疫细胞提供支持性微环境，为适应性免疫反
应奠定基础［１８］；当病原菌感染时，ＦＲＣ通过与临近的
免疫细胞相互作用，调节先天性免疫和适应性免疫。

本研究将 ＦＲＣ和 ＬＰＳ预处理的 ＴＥＣｓ共培养，发
现ＦＲＣ可抑制 ＴＥＣｓ分泌炎症细胞因子 ＩＬ６、ＩＬ１的
ｍＲＮＡ表达水平，增强ＴＥＣｓ活力；通过应用ＪＣ１试剂
盒检测 ＴＥＣｓ的线粒体膜电位，发现 ＦＲＣ可降低 ＪＣ１

单体百分比，促进线粒体自噬蛋白 Ｐｉｎｋ１和 ＰＡＲＫＩＮ
表达水平增高，氧化应激蛋白 ＨＯ１表达水平降低，进
而促进原代 ＴＥＣｓ发生线粒体自噬，改善肾损伤。线
粒体在维持细胞内氧化还原和钙稳态方面发挥着重要

作用［１９］。细胞器特异性自噬有利于细胞维持正常的

结构和功能，受损的线粒体形成双层膜包裹成泡状结

构，包裹线粒体，进而被溶酶体中的水解酶消化。受损

的线粒体会产生更多的活性氧（ＲＯＳ），而过量的 ＲＯＳ
会对线粒体造成进一步的损害［２０］，线粒体自噬通路在

ＡＫＩ的发生发展和修复中具有重要作用。ＰＩＮＫ１Ｐａｒｋｉｎ
介导的线粒体自噬在化疗药物顺铂导致的肾脏毒性过

程中可被激活，并对肾损伤发挥保护作用［２１］。此外线

粒体自噬的ＰＩＮＫ１Ｐａｒｋｉｎ通路可通过抑制线粒体ＲＯＳ
和ＮＬＲＰ３炎性小体激活预防造影剂诱导的 ＡＫＩ［２２］。
在肾脏缺血再灌注的模型中，以线粒体自噬的方式清

除受损线粒体可缓解肾损伤［２３］。

综上，ＦＲＣ可减少ＴＥＣｓ分泌炎症因子，促进ＴＥＣｓ
线粒体自噬，缓解肾损伤，基于 ＦＲＣ的细胞疗法为脓
毒症ＡＫＩ的治疗提供了新思路。
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　　桥本甲状腺炎（ＨＴ）又名慢性淋巴细胞细胞性甲状腺炎，
发病核心是炎性细胞及炎症因子浸润甲状腺［１］。最新研究发

现，ＨＴ患者可伴有胰岛素抵抗（ＩＲ）［２３］，甲状腺功能亢进或减
退均伴有不同程度的 ＩＲ，但具体机制尚不清楚。此外，有学者
发现ＨＴ患者肾脏组织甲状腺过氧化物酶抗体（ＴＰＯ）染色阳
性，也反映出ＨＴ患者中多器官的自身免疫损害［４］。ＩＲ是一种
慢性系统性低度炎症，巨噬细胞（Ｍ）浸润内脏脂肪是ＩＲ发生
的关键步骤［５］。脂肪组织的 Ｍ存在不同的表型：Ｍ１型 Ｍ，
主要参与促进细胞免疫和炎症；Ｍ２型 Ｍ，主要参与减轻炎症
的发生［６］，促进组织的修复。本课题组前期研究发现甲状腺功

能正常的ＨＴ患者及诱导 ＨＴ模型小鼠均伴有 ＩＲ，本研究通过
检测ＨＴ患者大网膜内 Ｍ的水平，明确内脏脂肪 Ｍ水平与
ＩＲ的相关性及Ｍ在其中所扮演的角色，为探讨 ＩＲ治疗新靶
点提供依据。

对象与方法

１．对象：选取２０１８年７月～２０１８年１１月在我院因单纯性
胆囊结石入院行手术治疗患者４８例，其中男２９例，女１９例，年
龄１８～６０岁，平均年龄（４３．８４±９．１２）岁。根据是否合并 ＨＴ，
将全部患者分为ｎＨＴ组（未合并ＨＴ）３０例和ＨＴ组（合并 ＨＴ）
１８例。ＨＴ诊断标准：（１）具有典型临床表现伴血 ＴＰＯＡｂ和
（或）ＴＧＡｂ水平升高（≥４０Ｕ／ｍｌ），无明显临床表现伴２次（间

隔１周或１周以上）血甲状腺过氧化物酶抗体（ＴＰＯＡｂ）和（或）
抗甲状腺球蛋白抗体（ＴＧＡｂ）水平升高（≥４０Ｕ／ｍｌ）［７］；（２）血
清三碘甲状腺原氨酸（ＴＴ３）、甲状腺素（ＴＴ４）、游离三碘甲状腺
原氨酸（ＦＴ３）、游离甲状腺素（ＦＴ４）、促甲状腺素（ＴＳＨ）均在正
常参考值范围内。排除标准：（１）已确诊糖尿病、心血管疾病、
脑血管疾病、严重肝肾功能不全、恶性肿瘤及严重精神障碍；

（２）血清ＴＴ３、ＴＴ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ指标异常；（３）正在服用糖皮
质激素治疗患者；（４）妊娠或哺乳期。本研究经我院伦理委员
会审批通过，全部患者均签署知情同意书。

２．方法
（１）一般资料收集：收集患者一般情况，包括性别、年龄、身

高、体重、既往病史，计算ＢＭＩ。
（２）实验室检查指标收集：包括空腹血糖（ＦＰＧ）、ＡＬＴ、甘油

三酯（ＴＧ）、ＴＴ３、ＴＴ４、ＦＴ３、ＦＴ４、ＴＳＨ、ＴＧＡｂ、ＴＰＯＡｂ及空腹胰岛
素（ＦＩＮＳ）。

（３）ＩＲ评估：采用稳态模型（ＨＯＭＡ）计算 ＩＲ指数（ＨＯＭＡ
ＩＲ），ＨＯＭＡＩＲ＝ＦＰＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ）×ＦＩＮＳ（Ｕｍｏｌ／ｍｌ）／２２．５［８］。

（４）免疫组化染色：所有患者于腹腔术中取大网膜脂肪，
４％多聚甲醛溶液固定，石腊包埋；将贴好的切片熔蜡、乙醇脱
蜡。加一抗ＣＤ６８、ＣＤ２０６、ＣＤ１１Ｃ，４℃冰箱过夜。次日加二抗，
孵育后苏木素复染、脱水，盖玻片封片；显微镜观察并计数：采

用抗ＣＤ６８标记Ｍ，抗ＣＤ１１Ｃ和抗ＣＤ２０６分别标记Ｍ１型Ｍ
及Ｍ２型 Ｍ［９］。将组织切片连续切片 ３张，光学显微镜在
×２００的视野下取任意３个视野计数。
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