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!"#$!对体外培养豚鼠耳蜗血管纹微血管内皮细胞通透性的影响
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))摘)要! 目的)研究+,-#!对体外培养豚鼠耳蜗血管纹微血管内皮细胞通透性的影响% 方法)体外分离培养豚鼠
耳蜗血管纹微血管内皮细胞并建立耳蜗血管纹微血管内皮细胞通透性体外模型$实验分+,-#!组和对照组% 依据作用时
间和浓度不同$检测其对伊文思蓝的通透率变化% 结果)+,-#!能显著增加耳蜗血管纹微血管内皮细胞的通透性$使伊
文思蓝的通透率显著升高"!."/"!#$且随+,-#!浓度升高和作用时间的延长而升高% 结论)+,-#!可以显著的增加耳
蜗血管纹微血管内皮细胞的通透性%
))关键词! 肿瘤坏死因子#!&血迷路屏障&内皮细胞&通透性
))中图法分类号! 0*&&1!*&0*&&12&*&0*&21&( 文献标识码! 3

%&&’()*&!"#$!*+,-**.$-/,012+)3,/112’14’15’/,2-2)0 *&52(1*6/7(8-/1’+.*)3’-2$
/-(’--7&1*5(*(3-’/17)12/ 6/7(8-/127*&982+’/ 429
4567$ 893,:;<=#><?@ "A=B?CDE=@DFGHDFI?C>@JFIFJ>$ KF<DLM=ND9FNB7D?I$ +L7CO P7I7D?C>P=O7Q?IR@7S=CN7D>$ TLF@JU7@J%"""*’$
TL7@?#

)):,7)1/()! !"#$%&’($)+F7@S=ND7J?D=DL=E=QL?@7NEFG+,-#!F@ C=J<I?D7@JDL=VIFFO#I?V>C7@DL V?CC7=C
B=CE=?V7I7D>FGQFQLI=?FGJ<7@=?B7J1)$&*+,-)+L=NDC7?S?NQ<I?C7NM?N?QU<7C=O GCFEJ<7@=?B7JN?@O DL=
=@OFDL=I7?IQ=IINM=C=Q<ID<C=O FGM7DL B<C7G7=O DF=ND?VI7NL DL=EFO=INFGDL=VIFFO#I?V>C7@DL V?CC7=C?QQFCO7@JDF
F<CBC=S7F<NC=N=?CQL=N1+L=EFO=INM=C=DC=?D=O M7DL +,-#!""1"$$ "1!$ "1& @JWEI# GFC*"$ X"$ 2" E7@ FC
M7DL N=C<E#GC==APYP?NQF@DCFI1+L=@ DL=7CB=CE=?V7I7D>M?NE=?N<C=O V>YS=@NVI<=D=QL@7U<=1.$-/0&-)
+,-#!7@QC=?N=NYS?@NVI<=DC?@NG=C?QCFNN=@OFDL=I7?IQ=IIEF@FI?>=C"!."/"!#1+L=G7IDC?D7F@ C?D=FGYS?@N
VI<=?QCFNNDL==@OFDL=I7?IQ=IIEF@FI?>=C7@QC=?N=O BFN7D7S=I>M7DL BCFIF@J=O DC=?DE=@DD7E=FCDL=7@QC=?N7@J
+,-#!QF@Q=@DC?D7F@11+2%0/-’+2)+,-#!=@L?@Q=NDL=B=CE=?V7I7D>FGVIFFO#I?V>C7@DL V?CC7=C7@ J<7@=?B7J1
));’0 <*1.7! +,-#!& VIFFO#I?V>C7@DL V?CC7=C& =@OFDL=I7?IQ=IIN& B=CE=?V7I7D>

))耳蜗血管纹微血管内皮细胞是构成血迷路屏障的
结构基础$其形态和结构的改变可以直接导致血迷路
屏障的通透性发生变化$导致内耳损坏’!( $对其调控
的因素目前知之甚少$我们通过研究 +,-#!对耳蜗血
管纹微血管内皮细胞通透性的影响$探讨它在内耳病
理生理过程中的作用和意义%

=>材料与方法

!1!)材料
))兔抗人"因子相关抗原多克隆抗体试剂盒由北京中山生
物技术有限公司生产&P7II7Q=II"底部为多聚醋酸酯滤膜的培养
碟$底面积为 %1& QE$微孔直径为 "1% #E$由 P7II7BFC=公司生
产#使用前滤膜上分别涂以醋酸鼠尾胶原和黏连蛋白"0FQL=#

))作者简介!李)琪$男$重庆市人$硕士$医师$主要从事内耳血迷路屏障方面

的研究% 电话!""&*#X’((*!%*

))通信作者!张学渊$电话!""&*#X’(X$*2"$Y#E?7I!>7@JKTZB<VI7Q1QD?1QU1Q@

))收稿日期!&""(#"%#!’&修回日期!&""(#!"#&"

液&+,-#!原液购于[=BCFD=QL YT公司&伊文思蓝粉剂为上海生
化工程公司产品&胎牛血清为 9>TIF@=公司产品&APYP高糖
型固体培养基为:7VQF公司产品%

!1&)方法
!1&1!)微血管内皮细胞通透性体外模型的构建))本课题组
于前期研究’&$*(利用组织细胞培养技术在国内外首先培养出豚

鼠耳蜗微血管内皮细胞$经纯化后通过检测标志性抗原"因子
证实其为基本纯净的内皮细胞%
))参照本课题组前期的研究结果’!$*( $将耳蜗做血管内皮细
胞通透性体外模型分为内池和外池两部分组成% 内池为 P7II7#
Q=II$外池为 X 孔培养板的培养孔% 使用时将P7II7Q=II放入培养
孔中$X"TF照射灭菌后$向内池中按 $ \!"%QE]&的细胞数接种

豚鼠耳蜗做血管内皮细胞悬液$尔后向内外池中加入血清培养
液后置TH&孵箱中培养 ( ’̂ L$观察内皮细胞已完全形成致密
融合的单层时$该系统即为内皮细胞通透性体外模型%
!1&1&)+,-#!对耳蜗血管纹微血管内皮细胞通透性体外模型
的影响

!1&1&1!)实验分组))按处理因素分 % 组!+,-#!"1"$ @JWEI
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处理组)+,-#!"1! @JWEI处理组)+,-#!"1& @JWEI处理组及
对照组"对照组用无血清 APYP代替$其余处理相同#$每组 $
个模型%
!1&1&1&)伊文思蓝通透率的检测))参照本课题组前期的研
究’*( $各组中每个模型内池分别加入 ! EI"1"$)"1!)"1& @JWEI
+,-#!及无血清 APYP$分别在 *( a)$bTH& 恒温孵箱内孵
育 *")X")2" E7@$然后内池再分别加入 $" #I!" EJWEI伊文思
蓝溶液$外池加入适量无血清APYP$使内外池液面平衡$消除
静水压$室温下孵育 *" E7@$分别取各模型内外池溶液 ! EI$在
分光光度计"c=QdE?@ A<#X""#上分析波长 X’( @E测定各溶液
的吸光度值’""X’(#(% 伊文思蓝通透率e外池溶液""X’(#W
内池溶液""X’(#%

!1*)统计学处理
))数据采用 !#f$表示$应用 K[KK !&1" 统计软件进行单因素
方差分析和%检验%

?>结果

))经过不同时间)不同浓度的 +,-#!作用$各组对伊文思蓝
的通透率与对照组比较$存在显著差异"!."/"!#$前者明显高
于后者$且不同浓度的+,-#!各组之间对伊文思蓝的通透率也
有显著差异"!."/"!#$伊文思蓝的通透率随着 +,-#!浓度的
增加而升高% 可认为经过不同时间)不同浓度的 +,-#!作用
后$对内皮细胞单层的通透性的影响不同$且随着时间增加$细
胞单层的通透性呈增加趋势"表 !# %

表 =>不同时间)不同浓度各组伊文思蓝的通透率比较""!@"#
组别 *" E7@ X" E7@ 2" E7@

对照组 "1"*X! f"1"""* "1"*X! f"1"""*) "1"*X! f"1"""*)
+,-#!"1"$ @JWEI处理组 "1"$X’ f"1"""&? "1"2&’ f"1"""&?V "1!%’’ f"1"""&?=

+,-#!"1! @JWEI处理组 "1"((2 f"1"""& V "1!**2 f"1"""& ?VQO "1&!$" f"1"""& QO=

+,-#!"1& @JWEI处理组 "1"2’2 f"1"""&?VQ "1!(%( f"1"""’ ?VQO "1&’"& f"1"""’ ?OQ=

?$V$Q!!."1"!$与对照组)"1"$ @JWEI组)"1! @JWEI组比较& O!!
."1"!$与 *" E7@ 比较& =! !."1"!$与 X" E7@比较

A>讨论

))血迷路屏障是存在内淋巴与血液之间的功能类似
于血脑屏障的一种组织结构$其构成的基础是内耳毛
细血管内皮细胞% 内皮细胞形态和结构的变化可以导
致血迷路屏障通透性的改变$从而影响到内淋巴的电
化学平衡% 以往对血迷路屏障的研究多在动物活体上
进行在体实验$多采用各种离子的示踪观察$发现血迷
路屏障通透性的变化与多种内耳疾病有关’%( % 其通
透性可以受到多种因素的调控$比如噪声’$(可以增加

血迷路屏障对大分子物质的通透$但是对其调控因素
的了解目前还很局限$故对其调控因素的研究$有助于
探索多种内耳疾病的机制%
))+,-#!是一个重要的细胞因子$有着广泛的生物
学作用$ +,-#!在许多病理状态下有着广泛的细胞来
源$参与免疫炎性反应过程% 在很多情况下$+,-#!作

为炎症前因子常参与内耳的病理生理过程$+?@JBF@J
等’X(通过研究发现$+,-#!可能介导了阿霉素引起的
中枢神经系统损害$而 -?Cd?N等’((发现$+,-#!可能
损伤血脑屏障$通过刺激产生 ,H$使得脑血流速度加
快$星形细胞肿胀% :IFOO=d 等’’(认为$在突发性耳聋
和病毒感染密切相关$病毒感染引起的血管周围炎常
波及到血管纹$引起局部的灌流不足$从而缺氧$在这
个过程中$微血管内皮细胞可以分泌炎性因子如54#!)
+,-#!等$促进微血管周围炎的发生$导致耳聋的加
重% 由此可以看出$在很多内耳病的发病机制中$
+,-#!可能起了很重要的作用% 通过本研究结果显
示$+,-#!可以增加耳蜗血管纹微血管内皮细胞通透
性体外模型的通透性$并随时间和浓度的增加而加强%
))+,-#!可能导致细胞线粒体功能障碍$产生自由
基$细胞发生氧化应激$从而可以导致细胞发生凋
亡’X( % +,-#!还可以促进内耳组织产生一氧化氮合酶
",HK#$产生大量,H$在病毒和细菌感染引起的中耳
和内耳疾病中$有神经毒性和收缩血管的作用’2( % 在
我们的体外细胞培养通透模型实验研究中$+,-#!可
能主要通过诱导产生大量的 ,HK$生成 ,H以介导微
血管内皮细胞的损伤和形态结构的改变$引起通透模
型的通透性增加%
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