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NAC对体外循环血清致培养内皮细胞 ICAM-1表达变化的影响

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

　　提　要:目的　观察体外循环(CPB)血清对培养血管内皮细胞 ICAM-1 表达变化的影响 ,及 N-乙酰半胱氨酸(NAC)的干预作用。

方法　采用 CPB 血清致伤培养血管内皮细胞模型 , 以免疫组化方法观察培养血管内皮细胞 ICAM-1 表达量。结果　CPB 血清可致

培养血管内皮细胞 ICAM-1 表达量明显增加 , NAC 抑制培养内皮细胞 ICAM-1的表达。结论　NAC 可以抑制CPB血清所致的培养血

管内皮细胞 ICAM-1 表达增加。因此 NAC 对体外循环后全身炎症反应可能有保护作用。
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Effect of NAC on the changes of ICAM-1 expression induced by CPB serum on cultured

endothelial cells
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400037 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effect of NAC on the changes of ICAM-1 expression induced by CPB serum cultured endothelial cells.
Methods　ICAM-1 expression on cultured endothelial cells was detected by immunohistochemical techniques.Results　ICAM-1 expression on cul-
tured endothelial cells was increased by CPB serum , NAC inhibited ICAM-1 expression.Conclusion　NAC could inhibit ICAM-1 expression on cul-
tured endothelial cells , and might play a role in attenuating systemic inflammatory response syndrome induced by CPB.
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　　白细胞与血管内皮细胞的粘附是体外循环(Car-
diopulmonary bypass ,CPB)后全身炎症反应的关键环节 。
内皮细胞细胞间粘附分子 1(Intercellular adhesion mole-
cule-1 , ICAM-1)在形成粘附的过程中起重要作用。本实
验采用体外循环血清致伤培养血管内皮细胞 ,以免疫组
化方法探讨CPB血清诱致培养血管内皮细胞 ICAM-1表
达及N-乙酰半胱氨酸(N-acety-L-cysteine ,NAC)的影响 。

1　材料和方法

1.1　主要试剂 、器材
　　RPMI 1640、小牛血清 、ICAM-1 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)、NAC(Sigma 公

司)、2300 型恒温 CO2 孵箱 、培养瓶 、六孔塑料培养皿 、真彩色医

学图像分析仪等。

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,去纤维蛋白原 ,得血清, -20℃冷冻贮存备用。

1.3　人脐静脉血管内皮细胞(HUVEC)培养及鉴定
　　采用安静等[1]介绍的胎儿脐静脉内皮细胞培养法。实验
用融合后 1～ 2 d 的内皮细胞。内皮细胞的鉴定采用辣根过氧

化物酶抗辣根过氧化物酶(PAP法),检测 VⅢ因子抗原。

1.4　实验分组
　　(1)小牛血清组;(2)CPB 前血清组;(3)CPB 血清组;(4)含
0.01 mmol L NAC 的 CPB血清组;(5)含 0.1 mmol L NAC 的 CPB

血清组;(6)含 1 mmol L NAC 的 CPB 血清组;(7)含 10 mmol L
NAC 的 CPB血清组。
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1.5　实验过程
　　胰酶消化的内皮细胞 ,加入 20%小牛血清 RPMI 1640 ,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 ,吸出含 20%小牛血清的细胞培养液 ,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。

1.6　免疫组化染色
　　染色方法参照试剂盒说明进行。 PBS 代替一抗作为阴性

对照。

1.7　图像分析
　　每张细胞免疫组化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。

1.8　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

　　小牛血清组血管内皮细胞 ICAM-1 表达量是 0.426±0.02 ,

CPB前血清组血管内皮细胞 ICAM-1 表达量是 0.436 ±0.01 ,
CPB血清组血管内皮细胞 ICAM-1 表达量增加为 0.62±0.03 ,

CPB血清加入 0.01、0.1 、1、10 mmol L NAC 各组 , 血管内皮细胞
ICAM-1 表达量分别为 0.56±0.02 、0.48 ±0.01、0.44±0.02、

0.41±0.01。经单因素方差分析:(1)小牛血清组与CPB 前血清

组无明显差别;(2)CPB血清组与 CPB 前血清组比较 , 血管内皮

细胞 ICAM-1 表达量前者明显高于后者(P <0.01);(3)与 CPB

血清组比较 , 加入 NAC 各组随 NAC 浓度增加 , 血管内皮细胞

ICAM-1表达量明显依次降低(P <0.01), 其中加入 1 、10 mmol L
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NAC 血清组与 CPB前血清组已无显著差别。说明体外循环前

血清对培养血管内皮细胞无明显激活作用 , 体外循环后血清明
显诱致培养血管内皮细胞 ICAM-1 表达量增加 , N-乙酰半胱氨

酸对体外循环后血清诱致的培养血管内皮细胞 ICAM-1 表达有
抑制作用 ,剂量越高 , 抑制越明显。

3　讨论

　　细胞间粘附分子-1(ICAM-1)又称 CD54 ,属于免疫
球蛋白超基因家族成员 ,分子量(84 ～ 95)×10

3
,是一

种细胞表面跨膜蛋白抗原。 ICAM-1 配体是整合素
CD11 CD18(主 要 是 CD11a CD18 、CD11b CD18)

[ 2]
。

ICAM-1与CD11 CD18相互作用介导的中性粒细胞-内
皮细胞(PMN-EC)粘附 ,在中性粒细胞诱导的内皮细胞
损伤中起关键作用

[ 3]
。内皮细胞激活后 ,P-选择素 、E-

选择素表达 、释放增多 ,激活中性粒细胞上CD11 CD18 ,
使之发生构象改变并与 ICAM-1结合 ,加强中性粒细胞
与内皮细胞的相互作用 ,形成牢固粘附

[ 4]
。

　　本实验结果表明 ,静息状态下培养血管内皮细胞
可低水平表达 ICAM-1 ,体外循环后血清作用于培养血
管内皮细胞 ,诱致其 ICAM-1表达明显增加 。生理情况
下 ,血管内皮细胞结构性表达 ICAM-1 ,保持着适当的
PMN-EC粘附 ,维持机体的正常防御反应

[ 5]
。体外循

环后血液中炎症细胞因子释放 ,血管内皮细胞激活 ,
ICAM-1表达明显增加 ,PMN-EC 粘附增多 ,当 PMN-EC
粘附过度时 ,导致严重的体外循环后全身炎症反应综
合征 ,造成明显的组织损伤

[ 6]
。

　　N-乙酰半胱氨酸(NAC)是抗氧化剂 ,为含巯基化合
物 ,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 ,补充细胞内防御缓冲体系中还
原型巯基库。本实验在体外循环血清中加入不同浓度
NAC ,发现随NAC浓度增加 ,培养血管内皮细胞 ICAM-1
表达量逐渐降低 ,证明抗氧化剂NAC 可以抑制体外循

环血清诱致的内皮细胞 ICAM-1过度表达 ,从而可能减
轻PMN-EC 粘附 ,缓和体外循环后全身炎症反应。

　　核转录因子 NF-κB(Nuclear factor kappa B)是一种
多向性调节功能的核转录因子 ,能被 TNFα、IL-1 、细菌
脂多糖 、紫外线等多种因素激活。体外循环后 ,血液中
IL-1 、TNFα、IL-6及 IL-8等细胞因子水平迅速提高 ,内
皮细胞激活

[ 7]
。许多研究发现 ,内皮细胞核内 NF-κB

蛋白的活性 ,与细胞质中 ICAM-1的 mRNA含量有显著

相关性
[ 8]
,提示体外循环血清诱致内皮细胞 ICAM-1的

表达 ,可能是核转录因子 NF-κB激活启动 ICAM-1基因
转录的结果。另外 ,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激活 ,均可被抗氧化剂所
抑制

[ 9]
,提示抗氧化剂NAC 抑制内皮细胞 ICAM-1的表

达可能是通过抑制核转录因子NF-κB的活化而实现。
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　　(上接 96页)
　　显效:溃疡面周围充血迅速消失 , 疼痛消失或明显减轻 , 溃
疡面 4～ 6 d 愈合;有效:溃疡面周围充血及疼痛明显减轻 ,溃疡

面 7～ 10 d 愈合;无效:症状无改善 ,溃疡面 11 ～ 14 d愈合。

2　结果

　　两组疗效结果见表 1。

表 1　两组疗效比较

显效 有效 无效
组别 n

n % n % n %

封闭组 30 28 93.3＊ 2 6.7 0 0

对照组 30 7 23.3 21 70 2 6.7

＊:P<0.05与对照组比较

3　讨论

　　奴夫卡因除镇痛外 , 尚能阻断调节局部对病灶的不良剌

激。地塞米松为肾上腺皮质激素 ,能抑制抗体[ 1] , 对已破坏的

口腔粘膜上皮细胞起治疗作用 , 能抑制感染和非感染性炎症 ,

且本身具有较强的抗炎 、抗毒 、抗过敏和免疫抑制作用 , 局部应

用副作用小。因此 , 两种药物局部注射能有效地减轻水肿和

疼痛。

　　溃疡面基底部封闭法能使药物迅速渗透到病变区 ,局部药

液有效浓度高 ,仅用一次可达预期效果。避免了全身用激素药

物的副作用。

　　关键词:封闭;口腔溃疡;疼痛

　　中图法分类号:R781.5　　　文献标识码:B
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