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β-内啡肽在大鼠创伤失血性休克脾细胞增殖功能的作用研究

文爱清 ,刘良明 ,胡德耀　　(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　探讨创伤失血性休克后 ,血浆 β-内啡肽(β-EP)对脾细胞增殖功能的调节作用。 方法　①以Wistar大鼠制造创

伤失血性休克模型 ,于模型完成后 0 、1、3 、6、12、24 h 分别处死大鼠 、收集血浆标本并检测 β-内啡肽水平 , 并设假手术对照组;②分离
正常大鼠脾细胞 ,分别与休克血浆(Ⅰ组)、灭活休克血浆(Ⅱ组)及休克血浆+β-内啡肽抗血清(Ⅲ组)体外培养 , 观察 conA 诱导的脾

细胞增殖功能。结果　①休克后即刻血浆 β-内啡肽水平显著升高(P <0.01), 1 h达高峰 , 之后呈下降趋势 , 24 h 趋于休克前水平。
②与对照组相比 ,创伤休克血浆可显著降低 conA诱导的脾细胞增殖功能(P <0.01);休克血浆经灭活后 , 脾细胞增殖功能非常显
著回升(P <0.01);休克血浆经 β-EP抗血清处理较未经抗血清处理相比 ,脾细胞增殖功能明显升高(P <0.05), 但仍低于对照组。
结论　创伤失血性休克后血浆中显著升高的 β-内啡肽对抑制脾细胞增殖功能有重要的作用。
　　关键词:β-内啡肽;创伤失血性休克;脾细胞增殖
　　中图法分类号:R322.21;R605.971;R971.9 文献标识码:A

Role of β-endorphin in conA-induced spleen cell proliferation in rats with traumatic

hemorrhagic shock
WEN Ai-qing , LIU Liang-ming , HU De-yao(Research Institute of Field Surgrey , Daping Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400042, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the role of β-endorphin (β-EP) in conA-induced spleen cell proliferation after traumatic hemorrhagic
shock.Methods　①Wistar rats with traumatic hemorrhagic shock were used and killed 0 , 1 , 3 , 6 , 12 and 24 h after traumatic hemorrhagic shock.
Plasma specimens were collected and β-EP levels in plasma were detected.Rats with sham-operation served as the control.②Spleen cells isolated
from normal rats were cultured in shock plasma(group Ⅰ), inactivated shock plasma(group Ⅱ)and shock plasma+β-EP antiserum(group Ⅲ)
respectively.Con A-induced spleen cell proliferation was observed.Results　①The plasmaβ-EP level was elevated significantly immediately after
shock , and reached the peak 1 h later , then showed a deceasing tendency and restored to the level as before shock at 24 h.②Shock plasma re-
markedly suppressed spleen cell response to the mitogen conA(P <0.01)compared with control;ConA-induced spleen cell proliferative function in
group Ⅱ was significantly increased than that in group Ⅰ (P<0.01), so did in group Ⅲ , which still lower than in control.Conclusion　The sig-
nificantly elevated β-EP in the plasma after hemorrhagic shock might play an important role in inhibiting the proliferation of spleen cells.
　　Key words:β-endorphin;traumatic hemorrhagic shock;spleen cell proliferation

　　创伤失血性休克后免疫抑制机制的研究深受人们
的关注 。研究表明 ,免疫系统的自稳除免疫细胞和体

液因子的相互作用和调节外 ,还依赖于神经-内分泌-
免疫网络的平衡 。以往的研究证明创伤失血性休克后
β-内啡肽(β-endorphin , β-EP)显著升高 ,同时免疫功能
降低 ,呈负相关

[ 1]
,然而 β-内啡肽在创伤失血性休克后

免疫抑制的作用究竟如何 ,目前缺乏直接证据 ,值得研
究。本研究以体外实验的方法 ,把休克血浆 、灭活休克
血浆及休克血浆+β-内啡肽抗血清分别与正常脾细胞
共同培养 ,以了解 β-内啡肽在创伤失血性休克后免疫
抑制的作用。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　β-内啡肽放免试剂盒 、β-内啡肽抗血清(1∶30 000)(第二军

医大学神经生物教研室提供), 抑肽酶 Aprotinin(Sagon , 上海),

RPMI-1640 培养液(Hyclon , 美国), conA(Boehringer Mannheim)。

　　基金项目:全军“九五”科研课题(96L041)

　　作者简介:文爱清(1973-),女 ,湖南省株洲县人 ,硕士 ,医师 ,主要从事战创

伤休克的免疫调理治疗方面的研究。电话:(023)68757432

　　收稿日期:2000-09-04;修回日期:2000-12-20

余试剂均为AR级。

1.2　实验动物处理
　　健康Wistar大鼠84 只 ,体重(245±28)g ,雌雄不拘(由第三
军医大学野战外科研究所提供)。随机分为对照组 、休克后 0、
1 、3、6 、12、24 h 7 个组 , 每组 12 只。戊巴比妥钠 30 mg/kg 腹腔

麻醉 ,定量失血至血压 40 mmHg维持 1 h后复苏 ,回输失血及 2

倍林格氏液 ,加右股骨中段粉碎性骨折制成创伤失血性休克模
型 ,实验动物按 500 U/ kg全身血肝素化。对照组为假手术组 ,

即动物仅插管不放血。

1.3　血浆标本收集
　　于创伤失血性休克模型完成后 ,分别于休克前及休克后 0、
1 、3、6 、12 、24 h 分别股动脉放血活杀 , 取 3 ml血置于含抑肽酶

(Aprotinin)50 U/ml的管内 , 4 ℃、4 000 r/min离心 10 min , 分离血
浆500μl立即置于-20 ℃保存待测 , 剩余血浆-20 ℃保存用于
细胞培养。

1.4　测定指标
　　①血浆 β-内啡肽免疫活性物质(ir-β-EP)的测定:按 β-内啡

肽放免试剂盒说明书进行 ,结果以 3 复管平均值表示。 ②脾细
胞增殖功能试验(MTT法[ 2 ]):为体外实验。 即在正常脾细胞

培养的基础上加各种处理因素后测定脾细胞的增殖能力。 根
据加入的处理因素不同而分为 3 组 , 每组 6 孔:Ⅰ组:休克血浆
组;Ⅱ组:灭活休克血浆组;Ⅲ组:休克血浆 β-内啡肽抗血清组。

即将10%动物休克血浆(Ⅰ组)和灭活休克血浆(Ⅱ组)0.22 μm
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滤过除菌后 ,分别与正常脾细胞共同培养 , 观察其脾细胞增殖
功能 , 495 nm 比色得 D495值。休克血浆+β-内啡肽抗血清组(Ⅲ
组)是先将休克血浆 200 μl与1∶300 β-内啡肽抗血清 100 μl充分
混合 , 4 ℃冰育 2 h 后操作同前。另外 , 每组均设空白对照组及
大鼠假手术血浆对照组;β-内啡肽抗血清组(Ⅲ组)设休克血浆
+IgG 为自身对照。

1.5　统计学处理
　　所有数据以 x±s表示 , 采用 student' s t 检验。

2　结果

2.1　休克后不同时相血浆 ir-β-EP 含量的变化
　　休克后即刻(0 min)血浆 ir-β-EP含量较休克前显著升高
[ (180±62)、(98±30)pg/ml , P <0.05] , 休克后 1 h 达到最高

点 ,达(405±132)pg/ml , 为休克前的 4 ～ 5 倍;之后 ir-β-EP呈下
降趋势 ,休克后 6 h 仍显著高于休克前(P <0.05),休克后 24 h

虽高于休克前 ,但无统计学意义(P >0.05)。

2.2　休克血浆对正常大鼠 conA诱导脾细胞增殖功能

的影响
　　由于休克即刻(0 min)至休克后 6 h 血浆 ir-β-EP水平显著
高于休克前 ,所以取休克 0 min 至休克后 6 h血浆(10%)分别与
正常大鼠脾细胞培养。结果发现休克 0 min 血浆显著地抑制脾

细胞对丝裂原 conA的反应性(P <0.05);休克 1 h 血浆抑制效

果最明显(P <0.01);休克血浆对脾细胞增殖功能的抑制与休
克血浆 ir-β-EP水平呈负相关(r=-0.79 , P <0.05),见表 1。

表 1　休克血浆对大鼠 conA 诱导的脾细胞增殖的影响( x±s , n=6)
Tab 1　The effect of shock plasma on conA induced

spleen cell prol iferation of rats( x±s , n=6)

Shock plasma of different time after T-HS
Contro l

0 1 h 3 h 6 h

0.76±0.07 0.53±0.06＊ 0.35±0.06＊＊ 0.45±0.05＊＊ 0.56±0.07＊＊

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control;T-HS:trauma-hemorrhagic shock

2.3　灭活休克血浆对正常大鼠 conA诱导脾细胞增殖
功能的影响

　　由于休克 1 h血浆非常显著地抑制脾细胞增殖功能 ,所以取
休克 1 h 血浆经灭活后 ,与脾细胞共同培养 ,结果发现 , 与休克血
浆比 ,灭活休克血浆非常显著地升高脾细胞的增殖功能(P <
0.001);且略高于对照组 ,但相差不显著(P >0.05), 见表2。

表 2　休克 1 h血浆经灭活或 β-EP抗血清处理后对大鼠

conA诱导的脾细胞增殖的影响( x±s , n=6)

Tab 2　The effect of inactivated shock plasma orβ-EP antiserum

treated shock plasma on conA induced spleen cell prolif-
eration of rats( x±s , n=6)

Group Control SP(1 h)
Inactivity
SP

SP+β-EP
antiserum SP+IgG

D 495 0.76±0.07 0.35±0.06＊＊ 0.78±0.07## 0.46±0.07＊# 0.32±0.06

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control;#:P <0.05, ##:P <
0.01 vs SP group;SP:shock plasma

2.4　β-内啡肽抗血清对正常大鼠 conA 诱导脾细胞增

殖功能的影响
　　休克 1 h血浆经与 β-内啡肽抗血清孵育后 , 能明显升高脾
细胞增殖功能(0.46±0.07 与 0.35±0.06 , P <0.05), 但仍然
底于对照组 ,见表 2。

3　讨论

　　内阿片肽(主要是 β-EP)作为“神经调质” ,对机体神

经-内分泌-免疫网络有重要的调节功能。创伤 、外科手
术 、休克 、情绪改变等应激条件下 ,内阿片系统被激活 ,
导致垂体及免疫细胞合成和释放 ir-β-EP 增加 ,从而血
浆 ir-β-EP 明显增加[ 3] 。某些细胞因子如 IL-1 、促皮质激

素释放激素(CRH)等可促进免疫细胞分泌 β-EP。本研
究利用大鼠创伤失血性休克为模型 ,观察到创伤失血性
休克后0 ～ 6 h血浆 ir-β-EP 明显增加 ,1 h达最高峰 ,24 h
趋于休克前水平 ,与文献[ 3 ～ 5]报道基本一致。β-EP是
91肽的 β-促脂肪酸释放激素(β-LPH)末端 31个氨基酸

的裂解片断 ,因此 ,β-EP 与 β-LPH之间存在交叉反应[ 6] ,
本实验的血浆实际包括血浆中β-EP及 β-LPH ,称为 β-EP
的免疫活性物质(ir-β-EP)。
　　动物研究及人体观察表明 ,创伤 、休克等应激使机
体免疫受抑 ,NAL(纳络酮)可阻断机体的免疫抑制[ 7] ,
另外也证实了免疫细胞(T 、B 、MΥ等)上有 β-EP的结

合位点
[ 8]
,本室以往的研究证明了创伤失血性休克后

中枢及外周某些阿片受体增多 ,提示内阿片肽(主要是
β-EP)可能介导了创伤失血性休克后免疫抑制作用。
Elinor等[ 1]的研究表明 ,住院 ICU创伤病人在创伤后前

4 d ,血中 β-EP浓度显著升高 ,同时病人血中淋巴细胞
对PHA的反应性降低及 T4+细胞的百分比减少 ,呈负
相关 ,然而 β-EP 对创伤失血性休克后免疫抑制作用到
底如何 ,目前缺乏直接证据。本实验首次用体外实验 ,
以排除其它因素研究血浆中 β-EP 对创伤失血性休克

免疫抑制的作用 。
　　本结果发现休克血浆能显著地抑制正常大鼠脾细
胞对丝裂原的反应性 ,且休克 1 h最明显 ,灭活血浆后
脾细胞功能非常显著地回升 ,表明血浆中 ir-β-EP可能
参与抑制大鼠脾细胞对 conA的反应性 。但是这还不
能排除血浆中其它免疫抑制因子如 PGE2、儿茶酚胺 、
糖皮质激素 、血清免疫抑制因子等的影响。为此 ,本实
验设计了休克血浆+β-EP 抗血清组 ,即休克血浆预先
经抗血清处理后 ,与脾细胞共同培养 ,与未经 β-EP 抗
血清处理及自身对照组的脾细胞功能相比较 ,结果发
现休克血浆经 β-EP抗血清处理后 ,脾细胞增殖功能明
显回升。由于 β-EP 抗血清特异地中和了休克血浆中
的 ir-β-EP ,有力地说明 ir-β-EP 参与创伤失血性休克的
免疫抑制 ,抑制了脾细胞(主要为T 淋巴)对 conA的反

应性 ,与创伤失血性休克的免疫功能低下有一定的关
系。同时 ,经 β-EP抗血清处理后的休克血浆组的脾细
胞增殖功能仍然低于对照组 ,这也说明了参与创伤失
血性休克后免疫抑制的因素是复杂和多方面的。当
然 ,我们也认为 ,β-内啡肽作为创伤休克应激反应的产
物 ,除抑制脾细胞增殖功能外 ,同样有可能抑制免疫应
答中的其它环节 ,成为创伤失血性休克后免疫抑制的
重要因素。已有的研究资料表明 β-EP 通过中枢间接
和外周直接两条途径发挥免疫调节作用。β-EP 的免
疫调节的中枢机制主要是通过 HPA轴。应激情况下 ,
垂体释放 β-EP 增加 , β-EP 与脑阿片受体结合 , 刺激
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HPA轴兴奋 ,释放大量神经肽 ,如 CRF 、促肾上腺皮质
激素(ACTH)、α-黑素细胞刺激激素(Alpha-melanocyte
stimulating hormone ,α-MSH),这些神经肽都具抑制特异
性免疫细胞活性的功能 。β-EP 对免疫细胞的直接作
用主要通过免疫细胞表面阿片受体介导。然而 ,究竟
是何种阿片受体介导了创伤失血性休克后的免疫抑制
及其具体的受体机制 ,目前还不清楚 ,有待研究。
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经验与短篇 文章编号:1000-5404(2001)04-0406-01

Kleine-Levin综合征 1例报告

A case report of Kleine-Levin syndrome

史树贵 ,张　帆　　(第三军医大学附属西南医院神经内科 ,重庆 400038)

　　患者男 , 23 岁 ,因反复发作性睡眠增多 5 年 ,复发 1 d入院。

患者自 1994年不明原因睡眠增多 , 全天均表现睡眠状 , 可醒来

进食及解便 ,唤之可醒转 , 随后立即入睡 ,持续 6 d 好转。以后
每1 ～ 2月发作 1 次 ,持续 2 ～ 6 d不等。发作前觉头昏 、持续性

额枕部胀痛 、头重 ,无贪食 、多饮 、多尿及其它不适。间隙期正

常生活及工作。院外服苯妥因钠 0.1 g , 3/ d , 发作延长至 3 ～ 5
月 1次;既往史 、家族史无特殊。入院查体:体型瘦小 , 内科检

查无异常。嗜睡 , 认知功能正常 , 四肢肌张力高 , 肌力 5 级 , 指

鼻试验及快复轮替动作笨拙。颈轻度抵抗 ,双侧Kenig 征阳性。
辅助检查总胆固醇 6.89 mmol/ L , LDL-C 5.12 mmol/L , VLDL-C

0.24 mmol/L , APO-B 0.52 g/ L , APO-A1/APO-B 2.56;T3 0.42
(0.59 ～ 1.71)、T4 46.9(52 ～ 121)μg/L , 皮质醇节律正常 , 脑脊液

检查正常。发作期 EEG示双额 、顶 、枕叶弥散性低幅慢波 , 间歇

期正常。入院后予碳酸锂治疗 , 病情好转 ,随访 1年仅发作1 次。

讨论

　　Kleine-Levin 综合征(KLS)为少见的周期性睡眠增多的一个

亚型 ,尚无大宗病例报告。 文献中其临床表现包括:周期性的
过度睡眠 ,贪食 ,易激惹 , 意识混浊和 EEG改变 ,部分患者可出

现性欲亢进;症状期持续数天至 10 余天 ,缓解期 10 余天至数月

不等;EEG主要表现为睡眠时各期转换过快 ,即睡眠破碎(Sleep
fragmentation), 可有广泛弥散性慢波或高信号复合波 , MRI、

SPECT/PET 检查无脑的形态学 、代谢异常及精神障碍证据[ 1 , 2] 。
诊断主要依靠临床表现。本例临床特点符合 ,但伴有脂代谢异
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常及甲状腺功能轻度低下。本征发病机制不明。 曾认为精神

因素 、原发性皮层调节功能障碍[ 2] 、下丘脑-垂体轴功能异常[ 3]

均可能为其病因 ,但不肯定。Mayer等[ 4]报道 5 例患者 , 并未发

现皮质醇节律存在异常 。内源性染色体的异常亦有个别报

道[ 5] 。
　　本例患者发作期皮质醇节律无异常与Mayer等[ 4]研究一致;

但T3、T4水平轻度降低 , 说明患者发作期应激功能可能有异常,
此外 , 肢体肌张力升高 、体型瘦小但脂代谢明显异常 , 与该病的

发生及病理方面是否存在必定联系尚不明确, 亦未见文献报道。
　　KLS 预后较好 , 目前最为理想的治疗方法为锂盐制剂 , 本

例患者经锂盐治疗发作次数明显减少 , 说明疗效确切 , 临床值

得应用。
　　关键词:Kleine-Levin综合征;睡眠障碍

　　中图法分类号:R442.8;R741　　　文献标识码:B
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