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血小板活化因子及其拮抗剂在大鼠严重腹腔感染中的作用

曾冬竹
,

余佩武
,

马宏敏 (第三军医大学附属西南医院普通外科
,

重庆 以拟〕38)

提 要
:

目的 探讨血小板活化因子 ( p A I )及其拮抗剂在大鼠严重腹腔感染中的作用
,

及与肿瘤坏死因子 (NT F )和 -IL 8 的关

系
。

方法 应用大鼠盲肠结扎加穿孔模型
,

在不同时相点观察大鼠死亡率并检测其血 p AJ
, 、

血清 NT F 及 11
,
8 的水平

。

结果 ①严
重腹腔感染后

,

血 1
〕
A F

, 、

血清 NT F 及 IL S 水平均明显升高
,

且前者与后两者呈显著正相关
。

②应用 1〕A F 拮抗剂 从下B 2 17 0 治疗后
,

血

I叭 F
、

血清 NT F 及 n乃水平可显著降低
。

③双下B2 170 能明显降低严重腹腔感染大 鼠的死亡率
。

结论 严重腹腔感染早期应用 PA f

拮抗剂可阻挡 P Af 与 T N F 和 I-L 8 的网络联系
,

对防治多器官功能衰竭具有重要意义
。
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严重腹腔感染是一个常见 的临床问题
,

易引起多

器官功能衰竭
,

其发病机制不详
,

有人认为与多种细胞

因子如血小板活化 因子 (以 r)
、

肿瘤坏死因子 ( NT )F
、

IL 6
、

IL
一

8及白三烯等关系密切
。

本研究采用大鼠盲肠

结扎加穿孔并严重腹腔感染
、

继而引起脓毒血症
、

多器

官功能衰竭模型〔’ 〕 ,

探讨 PA F 及其拮抗剂 的作用
,

以

及与 NT F 及 lI,
一

8的联系
,

为临床防治提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物模型制备

取 w i
aslt 大鼠 99 只

,

体重 18 0
一 2 30 9

,

禁食 24 h
,

自由饮水
。

用 1%戊巴 比妥钠腹腔内注射 (巧 m g /吨)
,

消毒后开腹
,

结扎盲

肠并用 9 号针头贯穿后放回腹腔内
,

关腹
。

1
.

2 动物分组
一

99 只大鼠
,

随机分为 3 组
:

①正常对照组 8 只
。

②腹膜炎

组 50 只
,

仅行盲肠结扎加穿孔
。

③ P AF拮抗剂 从飞 B 2 170( 德 国

oB
e

ha
l l ge l
七

l g e l ll e如公司产品 )治疗组 41 只
,

在模型制成后立即

腹腔内注射 双卫2B 17 0 (5
n

喇比)
,

以后每 s h 重复注射 1次
。

1
.

3 观察指标与方法
1

.

3
.

1 各时相点变化 在模型制成后 6
、
12

、

24 及 48 h 观察

各项指标及动物死亡率
。

1
.

3
.

2 而 P AF 的检测 在上述各时相点抽腔静脉血 l d
,
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加甲醇 5 而
,

使血中蛋白变性沉淀
。

2 (拟 ) r/ 而
n

离心 10 而
n
后

取上清液
,

加氯仿 2 间和双蒸水 l 而 剧烈混合以成相
。

取出氯

仿层
,

氮气吹干
,

以 50 贝氯仿重溶后和 P AF
,

标准品 ( is g n a

公司

产品 )置同一硅胶 G 板上点样
,

用氯仿
:
甲醇

:

水 ( 65
:
35

:

6) 为展

开剂
,

展开后用磷铝酸染色
,

刮下与 P AF 标准品同一比移值 ( fR

值 )的区域
,

用氯仿
、

甲醇及水重新提取
。

取氯仿层氮气吹干

后
,

加入少量含牛血清蛋白 (5
n 堪 /d )的磷酸缓冲液待测

。

离心

分离兔血小板
,

加保存液调整血小板数 目至 os 万
一

4D 万 /撇 f
,

在 自动平衡血小板聚集仪上测定标准品及样品对血小板的聚

集能力
,

根据标准品 P胚
,

所致血小板聚集程度的标准曲线算出

样品中 P AF 含量
。

1
.

3
.

3 血清 T NI
,

的检测 在各时相点抽腔静脉血 1 耐于干

燥管中
,

取血清
,

采用双抗体夹心法检测
。

逐次经过包被
,

封

闭
,

加标准品及待测品
,

加酶标抗体及显色等步骤
,

再测其 从

值
。

然后从同时绘制的标准曲线上求出待测品中
,

州 F 的含量
。

.

试剂盒由军事医学科学院提供
。

1
.

3
.

4 血清几 8 的检测 于各时相点抽腔静脉血 1 耐 于干

燥管中
,

取血清
。

具体操作步骤同 T N F
。

试剂盒由第 四军医大

学免疫教研室提供
。

1
.

3
.

5 统计学处理 采用第三军医大学数学教研室医用统

计程序包对数据进行统计学处理
。

各项指标均用 无 土 5

表示
。

2 结果

2
.

1 动物死亡率

在本次实验中
,

腹膜炎组及治疗组在模型制成后 6 h 及

12 h 动物数均为 8 只
,

无死亡
。

24 h 腹膜炎组与治疗组动物死

亡率无明显差别
,

但在 48 h 死亡率明显高于治疗组 (尸 < 0
.

05 )
。
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2
.

2 血液 P叮 水平的变化

严重感染后 6 h 血 P Af 水平较正常对照组显著升高
,

在以

后的各时相点其 P了U了水平有呈进行性升高的趋势
。

P A「拮抗

剂治疗组各时相点明显低于相应的腹膜炎组
,

但仍显著高于正

常对照组 (尸 < 0
.

01 )
,

见表 l
。

表 1 血 PA F水平的变化 (入 l摊
·

L
一

l)

T ab l 〔为a
飞 es of b l“ 月 P A I

,

(内 /雌
·
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n 甘 .
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1
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0
t

85 士 0 18 # # 升 l
_

男士 0
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14 # # 料 1 龙 士 0
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0 1 俗 详d toru
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.

0 1 璐 e on t ro l

2
.

3 血清 NT F 水平的变化

模型制成后 6 h
,

血清 Nrr F 水平较正常对照组显著升高
,

24

h 达高峰
,

48 h 略有降低
,

但仍高于 12 h
。

1
〕
A F拮抗剂治疗组各

时相点均较腹膜炎组明显降低
,

但仍显著高于正常对照组 (尸 <

0
.

0 1 )
,

见表 2
。

表 2 血清
r

r N F 水平的变化 (九 /陀
·

L
一 ` )

T a b Z 〔知扣 g es of

~
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·
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1、石ot r l八泛

11妞山1 1 , 吐

O 旧 口 ,
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乙四 土 让 21 科 2
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31 士 0
`

16 料 3
.

01 土住 35 H 2
一

78 土 住多籽

1
.
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# # ” 2

.
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.

四
# # 什 2

.

U 士 a 刀 ## 籽 2 价 土 。
一

乃 # # 械

1
.

55 士 0
.

仅

# # :
P < 0

.

0 1 璐 详 ir ton i ri s ; 关关 :
P < 0

.

0 1 铭 e on OtII

2
.

4 血清 -IL 8 水平的变化

模型制成后 6 h 血清压 8 水平明显增高
,

并在以后的各时

相点呈进行性升高
。

P
J

妊
,

拮抗剂治疗组各时相点均较腹膜炎

组明显降低
。

但仍显著高于正常对照组 (尸 < 0
.

0 1 )
,

见表 3
。

表 3 血清 几名 水平的变化 (入 /此
·

L
一 ` )

T a b 3 a 肠珍日留 or

seam
D S (九 l卜g

·

L
一 ` )

6 h 12 h 24 h

1)e石奴笼 u
ilS S

1卜泊 b 几纽l t 8

山
】
助卫 8

0
一

印 土 0
.

11升 0 石 I 士 0
一

肠样 O
一

已 士 0
.

田 将 0
一

74 士 0
.

10 升

高
,

严重感染后 6
、

12
、

24 及 48 h 血中 P A F 水平分别增

至正常的 3
、

3
.

3
、

4
.

7 及 5
.

3倍
。

应用 P z、 F 拮抗剂 WE B

2 17 0 可明显降低血液内 PA F 水平
,

其降低幅度分别为

上述各时相点的 51 %
、

27 %
、

39 %及 41 %
。

应用 PA F 拮抗剂可延长毒血症动物的生存时间
,

降低其死亡率
,

即使在注射内毒素后几小 时使用 PA F

拮抗剂也能降低死亡率川
。

本结果表明
:
应用 以 F 拮

抗剂 双飞B 21 70 降低了实验大鼠死亡率
,

腹膜炎组与治

疗组相 比较
,

大鼠 24 h 死亡率死亡率由 28 % 降为 20 %

( 尸 > 0
.

0 5 )
,

4 8 h 死亡率由 65 % 降至 47 % (尸 < 0
.

05 )
。

P A F本身不但具有广泛的生物学活性
,

且与多种细

胞因子如
护

州 F
、

1 8
、

几 1
、

几6 等相互诱导合成
,

释放
,

协

同参与作用
,

共同形成一反馈网络系统
。

而这个反馈网

络系统目前被认为在休克
,

缺血
,

炎症及移植物排斥反

应等过程中起着重要作用
,

其中 P AI
,

与 T NF 在这个反

馈网络系统的开始阶段起着关键性的作用 5j[
。

在体外

细胞培养中
,

P AF 可刺激人单核细胞
,

巨噬细胞及内皮

细胞等释放大量 的 TN F
、

协6
、

IL Z 及 1 1
,

这种作用与
P AF 剂量呈明显正相关

,

并可被 R叼刃拮抗剂所抑制困
。

反过来
,

多种细胞因子如 皿妊
, 、

几歇 IL I 及 INF
一。
亦可促

进人中性粒细胞
,

内皮细胞合成与释放 P赶
, ,

并可加强
I
)

赶
,

的作用叫
。

本实验中发现
,

严重感染后 6 h
,

血清
T N F 水平明显升高

,

24 h 达高峰
,

48 h 略有下降 ;而血清

1 8水平则呈持续增高的趋势
,

两者均与血 1叭J 水平的

升高呈显著正相关
。

应用 P A F 拮抗剂 从王B2 170 治疗

后
,

在血 P解水平降低的同时
,

血清
尹

州 F 及 1 8水平亦
显著下降 sj[

。

由此可见
,

血 PAF 水平的 高低对血清
TN F

、

--IL 8水平有明显影响
。

在脓毒血症早期应用 P AF

拮抗剂可阻断 R钎
,

与其它细胞因子的网络联系
,

对多器

官功能衰竭的防治具有一定的意义
。
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,
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3 讨论

R 、 f
,

是一种内源性脂质介质
,

目前被认为是一种

独特的细胞因子
,

具有广泛 的生物学特性
。

它作用于

多种细胞
、

组织与器官 ;在内毒素休克
、

急性炎症
、

过敏

性哮喘等多种疾病的病理生理过程中起着重要作用
。

实验证明
,

在内毒素休克中
,

血液 1〕 AF 水平可明显升

高
,

并与病情的严重程度显著正相关〔2

味应用 R 气F 拮

抗剂可 明显改善由内毒素所致的动物低血压
,

抑制外

周血管扩张并减轻多器官功能损伤川
。

在本动物实验

中
,

观察到血液 PA F 内水平随着病情进展呈进行性升
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