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NAC对体外循环血清诱导的多形核粒细胞与血管内皮细胞粘附的影响

曾祥君 ,肖颖彬 ,王学锋 ,陈　林 ,钟前进　　(第三军医大学附属新桥医院心血管外科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　观察 N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC)对体外循环(CPB)血清诱导的培养血管内皮细胞细胞间粘附分子 1(ICAM-1)的
表达及对多形核粒细胞(PMN)粘附的影响 , 探讨 NAC对体外循环后全身炎症反应的作用及机制。方法　以 CPB血清加 NAC 处理

培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC),采用中性粒细胞-血管内皮细胞粘附模型研究 HUVEC 对 PMN的粘附作用 , 以免疫组化方法观察
培养血管内皮细胞表面 ICAM-1的表达。结果　NAC 加入 CPB 血清共同处理 HUVEC , 能抑制 CPB 血清诱导的 HUVEC 对 PMN的粘

附增加 ,下调 CPB血清诱导的 HUVEC 表面 ICAM-1表达的增高。结论　NAC 通过抑制内皮细胞表面 ICAM-1的表达 , 可抑制体外循
环诱导的 PMN 与血管内皮细胞的粘附 ,从而可能在体外循环后全身炎症反应的防治中发挥作用。
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Effects of N-acetyl-L-cysteine on adherence of polymorphonuclear cells to cultured en-
dothelial cells induced by cardiopulmonary bypass serum
ZENG Xiang-jun , XIAO Ying-bin , WANG Xue-feng , CHEN Lin , ZHONG Qian-jin(Department of Cardiovascular Surgery , Xinqiao Hospital , ThirdMilitary

Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of N-acetyl-L-cysteine (NAC)on the intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)expression

and the adhesion of polymorphonuclear(PMN)cells to the cultured endothelial cells induced by cardiopulmonary bypass(CPB)serum.Methods　

The PMN-endothelium adhesion model was employed to study the adhesion of PMN to human umbilical vein endothelial cells(HUVEC)cultivated

with CPB serum containing NAC.The expression of ICAM-1 in endothelial cells was detected with immunohistochemical methods.Results　NAC

inhibited CPB serum-induced HUVEC adhesion to PMN and down-regulated the ICAM-1 expression which had been increased by CPB serum on

HUVEC surface.Conclusion　These data indicate that NAC could inhibit PMN-endothelium adhesion by down-regulating ICAM-1 expression on en-

dothelial cells induced by CPB serum.
　　Key words:cell adhesion;endothelial cells;cardiopulmonary bypass;N-acetyl-L-cysteine

　　体外循环(Cardiopulmonary bypass , CPB)诱致的全身
炎症反应综合征是心内直视术后并发症和导致病人术

后死亡的原因之一 ,多形核粒细胞与血管内皮细胞的粘
附是引起全身炎症反应综合征的关键环节。内皮细胞
细胞间粘附分子 1(Intercellular adhesion molecule-1 , I-
CAM-1)在形成粘附的过程中起重要作用[ 1] 。N-乙酰-L-
半胱氨酸(N-acetyl-L-cysteine ,NAC)作为谷胱甘肽(GSH)
合成前体 ,有抗氧自由基 、稳定细胞膜的作用 ,对体外循
环后血管内皮细胞对中性粒细胞的粘附能力 、血管内皮
细胞 ICAM-1表达的影响尚未见报道 。本实验以CPB血

清致伤培养血管内皮细胞及 NAC 处理 ,观察 NAC 对

CPB血清作用后血管内皮细胞对多形核粒细胞的粘附

能力 、血管内皮细胞 ICAM-1表达的影响 ,探讨NAC对

体外循环后全身炎症反应的作用及机制。

1　材料和方法

1.1　药品与试剂
　　NAC(Sigma 公司), Percoll 分离液(Sigma 公司), ICAM-1

　　作者简介:曾祥君(1970-),男 ,四川省新都县人 ,硕士 ,医师 ,主要从事心血
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抗人单克隆抗体(中山生物公司), 兔 SAP 免疫组化试剂盒(中

山生物公司), 真彩色医学图像分析仪。

1.2　血清来源
　　10 例先天性心脏病患儿 , 于体外循环前及体外循环结束时

无菌分离血浆 ,离心 , 去纤维蛋白 , -20 ℃冷冻贮存备用。

1.3　人脐静脉内皮细胞(HUVEC)培养及鉴定
　　采用安静等

[ 2]
的血管内皮细胞培养法。实验用融合后 1 ～

2 d的脐静脉内皮细胞。内皮细胞的鉴定采用辣根过氧化物酶

(PAP)法 , 检测Ⅷ因子抗原。

1.4　制备人外周血多形核粒细胞(PMN)
　　参考文献[ 3] ,制成(1 ～ 2)×106/ml 细胞悬液 , 台盼蓝染色

查细胞活力>92%,HE 染色中性粒细胞纯度>97%。

1.5　实验分组
　　①胎牛血清组(Control);②CPB 前血清组(Pre-CPB);③CPB

血清组(CPB);④10 mmol/L NAC 的 CPB 血清组;⑤1 mmol/ L
NAC 的 CPB血清组;⑥0.1 mmol/ L NAC 的 CPB 血清组。

1.6　PMN与 HUVEC粘附实验

　　胰酶消化培养的内皮细胞 , 加入 20%胎牛血清 RPMI1640

混匀 , 细胞密度为(1 ～ 2)×106/ml , 培养于 96 孔板中。 按 20%

的比例将人血清与无血清的 1640 基础培养液混合成人血清培

养基。待内皮细胞呈现单细胞层 ,以无血清的细胞培养液清洗

2 次 , 每孔分别加入上述各组培养基 200 μl , 孵育 4 h。清洗 2
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次 , 10%卵白蛋白封闭板孔。 每孔加入白细胞悬液 100 μl , 在

4 ℃粘附 12 h , 无血清的细胞培养液小心洗 3 次。 0.5%龙胆紫
染色 1 min。计数每个高倍镜视野内皮细胞数及粘附于内皮细

胞上的多形核粒细胞数 ,从而得出内皮细胞粘附率[ 4] 。

1.7　HUVEC表面 ICAM-1表达的检测
　　胰酶消化的内皮细胞 , 加入 20%胎牛血清 RPMI1640 , 细胞

密度为(1 ～ 2)×106/ml。 37 ℃, 5%CO2培养于六孔培养板中 ,
内放盖玻片 。按 20%的比例将体外循环血清与无血清的RPMI

1640基础培养液混合成人血清培养基。待内皮细胞呈现单细
胞层 ,以无血清的细胞培养液清洗 2 次 , 每孔分别加入各组血

清 2.0 ml。37 ℃, 5% CO2孵育 4 h。免疫组化染色方法参照试
剂盒说明进行。PBS 代替一抗作为阴性对照。

1.8　图像分析
　　每张免疫组化玻片在显微镜下随机取 3个视野 ,用真彩色

医学图像分析系统分别求出其每个细胞单位面积的平均光密

度 ,取其平均值为该标本免疫组化染色的深度 , 即表示平均每

个内皮细胞 ICAM-1 的表达量。

1.9　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , 用第三军医大学数理统计程序包分析。

2　结果

2.1　NAC 对体外循环血清诱导的多形核粒细胞-培养
血管内皮细胞粘附的影响

　　体外循环血清明显诱导培养血管内皮细胞对多形核粒细

胞的粘附增强 , N-乙酰-L-半胱氨酸可抑制体外循环血清的增强
作用 ,剂量越高 , 抑制越明显 ,见表 1。

2.2　NAC 对体外循环血清诱导的培养血管内皮细胞
表面 ICAM-1表达的影响

　　体外循环血清能诱导培养血管内皮细胞表面 ICAM-1 表达
增加 , N-乙酰-L-半胱氨酸可抑制体外循环血清的增强作用 , 剂

量越高 ,抑制越明显 , 见表 1。

表 1　NAC对 CPB血清诱导的 PMN-HUVEC粘附及 HUVEC表面 ICAM-1表达的影响( x±s , n=10)

Tab 1　Effect of NAC on PMN adherence to HUVECs and ICAM-1 expression of HUVECs induced by CPB serum( x±s , n=10)

NAC(mmol/ L)
Control Pre-CPB CPB

0.1 1 10

Adhesion rate(%) 8.4±2.3 8.9±1.9 32.4±4.25a 29.3±2.6a　 21.6±3.7ab　 　13±1.8ab

ICAM-1(Dλ) 0.429±0.02 0.43±0.01 0.62±0.03a 0.56±0.02ab 0.48±0.01ab 0.44±0.02b

a:P <0.01 vs Pre-CPB;b:P <0.01 vs CPB

2.3　培养血管内皮细胞表面 ICAM-1表达与 PMN-EC
粘附的关系

　　取小牛血清组 , CPB 前血清组 , 10 、1 、0.1 mmol/ L NAC 组 ,

CPB血清组行相关性检验:r=0.92 , 线性相关显著(P<0.01),

说明培养内皮细胞 ICAM-1 表达增加是 PMN-EC 粘附增加的主

要因素。

3　讨论

　　炎症过程的重要环节是白细胞粘附于血管内皮细

胞 ,继而穿越内皮细胞向炎症部位移行聚集 。细胞间

粘附的分子基础是细胞表面众多粘附分子的相互作

用。体外循环后 , 体内产生大量 IL-1 、TNF 等细胞因
子 ,上调细胞表面粘附分子的表达 ,白细胞与血管内皮

细胞粘附增加[ 5] ,炎症反应加重。本研究以体外循环

血清诱导培养血管内皮细胞与 PMN的粘附 ,模拟体外
循环后体内炎症反应时内皮细胞状态 。结果显示 ,N-

乙酰-L-半胱氨酸(NAC)能抑制体外循环血清诱导的培

养血管内皮细胞对 PMN的粘附增强 ,提示 NAC 可通

过抑制内皮细胞对 PMN 的粘附缓解体外循环后全身

炎症反应 。

　　内皮细胞 ICAM-1与白细胞 CD11/CD18的相互作用

在白细胞与内皮细胞稳定粘附中起主要作用 。本研究
以免疫组织化学方法检测了体外循环血清作用后培养

血管内皮细胞 ICAM-1的表达 。结果表明NAC可下调

由体外循环血清诱导的血管内皮细胞 ICAM-1的高表

达。内皮细胞 ICAM-1表达与其对 PMN的粘附线性相

关显著 ,有研究报道 ,CD18单抗和 ICAM-1 单抗几乎可

以完全阻断激活的中性粒细胞与内皮细胞的粘附[ 6] ,
说明抑制内皮细胞 ICAM-1 的表达是 NAC 抑制 PMN

与内皮细胞粘附的分子机制之一。
　　NAC是含巯基化合物 ,分子量为 163.2 ,易于进入

细胞内作为谷胱甘肽(GSH)合成前体 , 增加细胞内
GSH 的含量 ,起抗氧化剂的作用 。本实验证明 NAC还

可通过抑制血管内皮细胞表面 ICAM-1 的表达抑制

PMN与内皮细胞粘附 ,从而可能缓和体外循环后全身
炎症反应 。NAC 这种抗炎机制尚不清楚 ,近年来 ,核

转录因子NF-κB(Nuclear factor kappa B)因广泛参与多
种细胞因子和炎症介质的基因转录 ,在炎症反应中的
作用日益受到重视。核转录因子NF-κB能被多种因素

激活 ,活化的NF-κB快速易位至细胞核 ,与靶基因启动
子和增强子中的κB序列结合 ,增强 ICAM-1 、TNFα等基

因转录和蛋白质合成 ,参与炎症反应[ 7] 。大量实验观
察到 ,几乎所有刺激因素引起的核转录因子 NF-κB活

化 ,均可被NAC所抑制
[ 8]
,此可能是 NAC 抗炎作用的

主要机制之一。
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机器单采血小板与手工法制备血小板临床应用的比较观察

Comparative observation on the clinical application of platelets collected by machine

and by manual collection

刘　林 ,陈方祥　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所输血科 ,重庆 400042)

　　输注血小板可以预防和治疗因血小板减少而引起的出血 ,

降低放 、化疗后血小板减少导致的出血病死率 , 以往临床多使
用传统的手工法制备血小板制剂 , 随着血小板分离技术的进
步 ,高纯度 、高浓度 、高质量的机器单采血小板制剂应用于临

床 ,怎样合理应用 , 进一步提高临床疗效成为关注的焦点[ 1] 。
本研究就手工法制备的血小板与机器单采血小板制剂的临床

应用情况分析如下。

1　资料和方法

1.1　临床资料
　　1995年 5 月至 1999 年 4 月在我院门诊或住院期间输注血

小板制剂的病人共计 89 例 , 输注血小板制剂后出血征象有不
同程度改善。查阅病历实验室数据记录比较齐全的有 47 例 ,
其中手工法制备血小板制剂输注组有 26 例(组 1), 机器单采血

小板制剂输注组有 21例(组 2)。
1.1.1　手工法制备血小板制剂输注组(组 1)病人 26 例 , 男 17

例 ,女 9 例 ,年龄 17 ～ 51 岁 ,其中白血病 14例 , 再生障碍性贫血
4 例 ,其他 8 例。
1.1.2　机器单采血小板制剂输注组(组2)病人 21例 , 男13例 ,

女 8例 , 年龄 10～ 56岁 ,其中白血病 9 例 ,再障 3 例 ,其他 9 例。
1.1.3　输注指征　　有紫癜 、鼻衄 、消化道出血等征象 , 血小

板计数<50×109/L。

1.2　材料和方法
1.2.1　血小板来源　　血小板制剂均由重庆市血液中心提
供。手工法制备血小板每袋 2 单位 , 机器单采血小板每袋 200

ml(一袋为一个治疗量)。
1.2.2　剂量　　手工法制备血小板一次输 8～ 10 单位 ,机器单
采血小板一次输 200 ml。

1.2.3　输血前受者做 ABO血型鉴定 , 同型输注 ,采集后 6 h 内

输完。
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1.2.4　外周血血小板计数　　均由检验科检测。
1.2.5　判定输注效果的指标　　CCI=(输注后血小板计数-

输注前血小板计数)×体表面积(m2)/输入血小板总数。计算
标准以输血小板后 1 h CCI<7.5×109/ L 或 24 h CCI<4.5 ×
109/L 为输注无效[ 2] 。
1.2.6　统计学方法　　采用 t检验。

2　结果

2.1　输注后外周血血小板计数情况
　　输入血小板制剂后 1 h , 外周血血小板计数组 1 较组 2 低 ,
二者差异显著;输入血小板制剂 24 h , 外周血血小板计数两组
相差非常显著 ,见表 1。

表 1　输注血小板制剂前后血小板计数比较(×109/L , x±s)

输后
组别 n 输前

1 h　 24 h　

组 1 26 33.6±14.2 116.3±30.8　 51.5±18.2　　

组 2 21 32.3±11.9 139.8±47.1＊ 73.7±22.4＊＊

＊:P<0.05, ＊＊:P<0.01与组 1比较

2.2　输注次数对输注血小板效果的影响
　　随着输注次数的增加 ,输注有效率降低 , 无效率升高。 2 次

以内 , 组 Ⅰ有效率为 81.29%(13/ 16), 组 Ⅱ有效率为 93.33%
(14/15);5 次以下 ,组 Ⅰ有效率为 55.56%(5/9), 组Ⅱ有效率为
66.67%(4/ 6), 组 I 总有效率为 69.23%(18/26), 无效率 30.

77%(8/26);组 2 总有效率为 85.71%(18/21), 无效率为 14.
29%(3/21)。

3　讨论

3.1　输注机采血小板可降低血小板输注无效率
　　反复输注来源于随机供血者的血液常常引起血小板同种
免疫反应的发生 ,使血小板表面非特异性抗原致敏产生同种抗

体而破坏血小板 ,影响血小板的功能。其主要表现为临床常见
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