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大鼠内毒素血症时外周血及肺泡内 PMN死亡方式及呼吸爆发的检测

肖　南 ,刘　韧 ,田昆仑 ,刁有芳 ,汪志文　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第二研究室 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　观察大鼠内毒素血症时肺组织中及外周血中性粒细胞(PMN)凋亡 、坏死及功能改变的差异。方法　Wistar大鼠 25

只, 腹腔注射内毒素(LPS)(O55∶B5 , 5 mg/ kg)造成内毒素血症 ,分别在给予 LPS 前(对照)及给予 LPS 后 2、4、8、12 h(每组 5只动物)取血

及支气管肺泡灌洗 ,密度梯度法分离 PMN ,用流式细胞仪测定凋亡和坏死比例以及呼吸爆发功能的改变。结果　内毒素血症时 , 外周
血和支气管肺泡灌洗液中PMN凋亡细胞比例相似。但与对照相比 , 外周血 PMN 坏死比例明显增加 ,呼吸爆发能力明显受抑 , 而支气

管肺泡灌洗液 PMN坏死比例显著减少 ,呼吸爆发能力显著增强。结论　在内毒素血症时, 扣押于肺组织中的 PMN 在凋亡和坏死上表

现出与外周血 PMN不同的改变 , 其结果是组织中PMN存活 PMN增加 ,并持续处于活化状态 ,这与PMN造成组织损伤有关。

　　关键词:中性粒细胞;凋亡;坏死;呼吸爆发;内毒素血症
　　中图法分类号:R329.28;R331.14;R515.3 文献标识码:A

Apoptotic pattern of polymorphonuclear neutrophils in peripheral blood and alveolus

and detection for respiratory burst in endotoxemia rats
XIAO Nan , LIU Ren , TIAN Kun-lun , DIAO You-fang , WANG Zhi-wen(Research Institute of Field Surgery , Daping Hospital , Thi rdMi lit ary Medical Univer-

sity , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the differences of the peripheral polymorphonuclear neutrophils (PMN) and the PMN extravasated into

pulmonary tissues in apoptosis , necrosis and respiratory burst following endotoxemia.Methods　Twenty-five Wistar rats were subjected to endotox-
emia induced by intraperitoneal injection of LPS (O55∶B5 , 5 mg/ kg).Blood samples were collected and the bronchoalveoli were lavaged pre-LPS

and 2 , 4 , 8 and 12 h after LPS injection.After PMN was isolated with density gradient centrifugation , the apoptosis , necrosis of and respiratory burst

of PMN were determined with flowcytometry.Results　The apoptotic rate of PMN in peripheral blood was similar with that in bronchoalveoli lavage

fluid (BLF).But compared with control , the PMN necrosis was increased and respiratory burst was suppressed significantly in peripheral blood after

endotoxemia.While , for the PMN in BLF , the necrosis was decreased and respiratory burst was increased significantly.Conclusion　Out results in-

dicate that the PMN extravasted into the pulmonary tissue has different characters in apoptosis , necrosis and respiratory burst compared with peripheral

PMN.The apoptosis of tissue PMN is delayed and the cytotoxicity increased.Thus , the retention of PMN in tissues and the abnormality in apoptotic

pathway inevitably generate persistent activation of PMN and excessive release of toxic substances , which might result in tissue injury.
　　Key words:polymorphonuclear neutrophils;apoptosis;necrosis;respiratory burst;endotoxemia

　　多形核粒细胞(Polymorphonuclear neutrophil ,PMN),
又称中性粒细胞 ,在炎症的发生发展 ,消退及组织损伤
中具有非常重要的作用。在一般的炎症过程中 ,游入
组织的 PMN在完成吞噬 、灭菌作用后即发生凋亡 ,而
不引起组织细胞的损伤[ 1] 。那么 ,在创伤或感染时 ,游

出血管到达组织的 PMN其转归如何 ,与循环血中 PMN

有何区别 ,目前研究尚少 。本实验通过大鼠内毒素血
症模型 ,动态观察肺组织中和循环血中 PMN 凋亡 、坏
死及功能改变的差异 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　内毒素(Lipopolysaccharide , LPS)O55∶B5(Sigma), 血细胞分离液

Histopaque 1119 及 1083(Sigma), Annexin-V-FLUOS , B.M., 碘化丙啶

(Propidium iodide , PI , Sigma), 二氢罗得明 123(Di-hydrorhodamine
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123 , DHR123 , Sigma), 佛波 酯(Phorbol 12-myristate-13-acetate ,

PMA , Sigma)。

1.2　模型制备及处理
　　健康 Wistar 大鼠 25 只 , 雌雄不拘 , 190 ～ 260 g , 腹腔注射

5 mg/ kg LPS 造成内毒素血症 , 分别在给予 LPS 前(对照)及给予

LPS 后 2、4、8、12 h 行颈动脉插管取血(每时相点 5 只大鼠),
3.8%柠檬酸钠 1∶4 ～ 1∶9 抗凝 , 用于分离 PMN;另用 10 ml

DMEM行支气管肺泡灌洗 2 次 ,收集灌洗液用于 PMN 分离及通

透指数测定。

1.3　大鼠外周血及支气管肺泡灌洗液 PMN的分离
[ 2]

　　大鼠抗凝血 2.5 ml , 支气管肺泡灌洗液离心后沉淀用
2.5 ml DMED 重悬 , 分别与 Histopaque 1119 及 Histopaque 1083

(Sigma)进行密度梯度离心 , 700×g , 离心 30 min , 取 PMN 富集

层。用 0.01 mol/ L PBS(pH 7.2 ～ 7.4)洗 2 遍 , 低渗法溶解红细

胞 , 0.01 mol/ L PBS 洗 1 遍。瑞氏-姬姆萨染色 , 外周血 PMN 纯

度>95%,灌洗液 PMN纯度>88%,并计数 PMN数量。

1.4　大鼠 PMN凋亡和坏死细胞比例测定
[ 3]

　　Annexin V和 PI双标法 ,流式细胞仪双通道检测 5 000个细

胞 ,激发波长 488 nm , 发射波长 515 、610 nm。 Annexin V 阳性为

凋亡细胞 , PI 阳性为坏死细胞 , Annexin V 、PI 双阳性为凋亡晚
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期/坏死细胞。

1.5　大鼠 PMN呼吸爆发的测定[ 4]

　　80μl PMN悬液中加入 20μl 10μmol/ L DHR123 , 37 ℃标记5

min ,加入2μl PMA 溶液(500 nmol/ L)刺激10 min ,然后在流式细

胞仪上检测 5 000个细胞 ,激发波长 488 nm ,发射波长 510～ 550

nm ,结果以 LnMCF表示。

1.6　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 采用 SPSS 统计软件进行 t 检验。

2　结果

2.1　外周血及肺泡灌洗液中 PMN凋亡和坏死改变
　　正常时外周血 PMN 凋亡和坏死比例分别为 65.7%和

14.83%, 而支气管肺泡灌洗液正常时 PMN 极少 ,故未能检出。
给予 LPS 后 ,外周血中 PMN 的凋亡在 2 h 有一过性降低(P <

0.05),随后恢复到伤前水平;灌洗液中 PMN的凋亡与外周血相

比各时相点差异均无显著性 ,见表 1。外周血 PMN 坏死在给予

LPS 后 2 h 即显著升高(P<0.01), 各时相点均显著高于对照 ,
分别为对照的 2.68 、1.84、1.82 和 2.13 倍;与此相反 , 灌洗液

PMN坏死在给予 LPS 后2 h即显著降低(P<0.05), 以后降低更
为明显直至12 h(P<0.01),与同时相外周血PMN坏死相比 , 其

坏死比例分别为外周血的 16.87%、20.05%、18.63%和 9.27%,
见图 1。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control;##:P<0.01 vs

peripheral PMN

图 1　内毒素血症不同时间外周血和支气管肺泡灌洗液

PMN 坏死比例(%)改变

Fig 1　Necrosis(%)PMN in peripheral and brochoalveoli lavaged

fluid(BLF)following endotoxmia

表 1　内毒素血症不同时间外周血和支气管肺泡灌洗液

PMN 凋亡比例的改变(%,  x±s)

Tab 1　Apoptosis of peripheral and bronchoalveolar lavage fluid

PMN following endotoxemia in rat(%,  x±s)

Time after LPS(5mg/ kg)injection(n=5)Control

(n=5) 2 h 4 h 8 h 12 h

Peripheral PMN 65.70±10.40 42.70±4.21＊ 58.00±7.20 64.00±10.32 52.35±11.82

BLF PMN 53.33±17.97 57.10±13.33 44.60±1.13 64.95±3.01

＊:P <0.05 vs control

2.2　外周血及肺泡灌洗液 PMN呼吸爆发的变化
　　伤后 4 h 外周血 PMN 呼吸爆发与对照相比显著增强(P <

0.05), 8 h恢复至对照水平;而灌洗液 PMN 呼吸爆发从2 h 即显

著增强(P <0.05), 随后稍有降低 ,但仍较对照差异显著(P <

0.05), 8 h 后又明显升高 , 12 h 为对照的 2.72 倍(P <0.01)。

灌洗液 PMN 呼吸爆发在 2、8、12 h 均明显高于同时相外周血

PMN , 见图 2。

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control;#:P<0.05 ,

##:P<0.01 vs peripheral PMN

图 2　内毒素血症不同时间外周血和支气管肺泡灌洗液

PMN 呼吸爆发(LnMCF)改变

Fig 2　Respiratory burst(LnMCF)of PMN in peripheral and brochoalveoli

lavaged fluid(BLF)following endotoxmia

3　讨论

　　循环血PMN的生存周期很短 ,生理条件下主要以
凋亡的形式被清除 。但在炎症反应时 , PMN 大量游出

血管进入炎症部位。进入组织中的 PMN转归如何 ,如
是发生凋亡还是坏死 ,是迅速被清除还是持续存在于
组织中 ,以及其功能改变等 ,对炎症的发展 、消退和组
织损伤都具有重要的影响。本实验结果显示 ,大鼠内
毒素血症后 ,外周血 PMN凋亡比例无明显变化 ,但坏
死比例明显升高 ,其结果必然是存活的细胞比例降低;
而肺泡中 PMN凋亡比例亦无明显变化 ,但坏死比例却
明显降低 ,其结果是存活的细胞比例升高 。提示内毒
素血症时 ,循环血 PMN 和肺泡内 PMN 的最终转归有

所不同 。循环血 PMN 主要以坏死为主 ,而 PMN 游出

血管到达肺组织后 ,在肺中大量聚集并长时间存活 ,这
一现象也被称为凋亡延迟。我们还发现 ,内毒素血症
时 ,外周血 PMN呼吸爆发在 4 h 明显增强 , 8 h 已降到

伤前水平;而肺灌洗液PMN的呼吸爆发表现为 2 h时

显著增强 ,4 h虽有所降低 ,但以后又逐渐升高并显著
高于循环 PMN 。说明循环PMN和组织 PMN在功能表

现上也不相同 ,前者呼吸爆发功能受到抑制 ,而后者则
明显增强 ,一直处于高度活化状态 。由于 PMN大量扣

押于肺组织中 ,一方面存活时间延长 ,凋亡延迟 ,另一
方面呼吸爆发增强 ,处于持续激活状态 ,其结果势必造
成大量炎症内容物的持续释放 ,从而导致肺组织细胞

的损伤。
　　凋亡区别于坏死的重要之处是凋亡的细胞能被巨
噬细胞或周围组织细胞平稳识别 、清除而不引发炎症
反应[ 1] 。通过调亡方式清除炎症局部的 PMN是限制

组织损伤 ,促进炎症吸收的重要机制[ 5] 。油酸导致的
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急性肺损伤及其炎症吸收过程即与 PMN的凋亡有密

切关系[ 6] 。目前已经明确多器官功能不全综合征
(MODS)是过度炎症反应的结果 , 在创伤或感染后
MODS 高风险的病人中即存在 PMN凋亡延迟[ 7] , PMN

凋亡的异常在MODS的发生发展中可能具有重要的作

用。内毒素等许多因素均可造成 PMN 凋亡延迟[ 8 ,9] 。
本实验结果与上述基本一致 ,并进一步证实 ,游出血管
到达肺泡的的 PMN凋亡延迟 ,存活时间处长 ,大量产
生和释放炎症介质 ,造成周围组织细胞的损伤 。因此 ,
进一步研究 PMN凋亡的调控 ,对改善 PMN 的转归 ,限
制过度炎症反应 ,促进炎症吸收具有重要的意义。
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异位胰腺 18例临床分析

Clinical analysis of 18 cases with heterotopic pancreas

张红宾1 ,房殿春2 ,刘海峰2 ,张翼军1　　(第三军医大学附属西南医院:1血液内科;2全军消化专科中心;重庆 400038)

　　异位胰腺是一种先天性异常 ,可引起消化道出血 、溃疡 、梗
阻 、炎症等并发症。我院自 1970-2000 年共收治 18 例 ,现报告

如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　男性 11例 , 女性 7例 , 年龄 13 ～ 59 岁 ,平均 36.6岁。上腹
部疼痛 14例(其中 1例有腰部放射痛), 黑便 6 例 , 返酸 、嗳气 4

例 ,恶心 、呕吐 3例 , 发热 2 例。上腹部压痛 10 例 , 扪及腹部包
块 4例。 16例患者病程 2～ 192月 , 平均 45 月 ,另 2 例为外伤后

急诊手术时意外发现。其中异位胰腺位于胃部 7 例 , 十二指肠
4 例 ,小肠 7 例。

1.2　辅助检查
　　胃镜下 3例患者可见圆形 、半球形 、乳头状隆起 , 可有脐样

凹陷。 6 例患者行 B 超检查 4 例见胰头增大。 17 例患者行手

术治疗。1 例行高频电凝切除治疗。病理检查结果均提示异位

胰腺。 3 例为术前确诊 , 4 例术前均误诊为胃 、十二指肠 、空肠
的慢性炎症 , 1例误诊为胃息肉 , 4例误诊为胰腺包块 , 4 例误诊

为肠道肿瘤。术前确诊率为 16.7%,误诊率达 72.2%。

　　作者简介:张红宾(1973-),男 ,河北省石家庄市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要

从事血液病方面的研究 ,发表论文10篇。电话:(023)65321062

　　收稿日期:2001-05-15;修回日期:2001-07-18

2　讨论

　　胃异位胰腺组织(Ectopic pancreas)也称迷路胰腺(Aberrant

pancreas)、胰腺残余(Panreas rest),是一种先天性疾病 ,是不在胰
腺床上的无血管 、神经及解剖连续性的异位聚集。多数学者认

为其产生和胰腺原基与胚胎肠粘连或穿透原肠壁 , 并随原肠旋
转而分布于各种异常部位。临床上比较少见 , 其发生率约

0.6%～ 13.7%, 可发生于任何年龄组 , 男性是女性的 2 ～ 5

倍
[ 1]
。可见于十二指肠 、胃 、空肠及Meckel憩室 、胆囊 、肠系膜 、

大网膜 、肝脾胆管 、横结肠等部位。

　　异位胰腺可分为两型:①完全型:具有所有内外分泌结构
的异位胰腺;②不完全型:缺乏导管结构的异位胰腺。前者分

泌的各种消化酶可通过导管排入消化道并刺激其黏膜细胞 , 从

而引起上腹部疼痛 , 甚至破坏消化道粘膜的结构引起糜烂 、出
血 、溃疡 、梗阻及消瘦 、食欲减退 、恶心 、呕吐等临床症状[ 2] 。 后

者多无临床表现 ,而在上消化道 X线检查 、内镜检查或腹部手
术时偶尔发现。本组 14例有上腹部疼痛 , 4 例伴返酸 、嗳气。 2

例为右下腹疼痛。2 例为外伤时手术中发现。由于异位胰腺位
置多变 , 临床表现复杂 , 诊断较为困难 , 术前误诊率很高 , 本组

18 例患者中 13 例误诊 , 误诊率达 72.2%。 上消化道钡餐造影

发现幽门前区充盈缺损 , 加压后出现脐样征 , 切线位有导管征

常提示胃异位胰腺。但对于消化道造影缺乏特异征象者 , 常很
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