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文章编号:1000-5404(2000)06-0515-01　 经验与短篇

烧冲复合伤早期肺微血管内皮细胞与 PMN粘附的变化

The early adhesive changes between pulmonary microvascular endothelial

cells and polymorphonuclear neutrophils after burn-blast combined injury

金榕兵 ,朱佩芳 ,王正国 ,石　林　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第四研究室 , 重庆 400042)

　　烧冲复合伤早期肺微血管通透性损伤与肺内白细胞尤其

是多形核白细胞(PMN)的聚集有关 , 而此时肺 ICAM-1 、外周血
PMN的 CD11b 表达明显上调并与 PMN在肺内聚集有关[ 1] 。

1　材料与方法

1.1　动物分组及致伤 、处理
　　Wistar大鼠 20 只 , 分为正常对照及烧冲复合伤组 , 各 10

只 ,每组各 5 只用于分离培养肺微血管内皮细胞(MVEC),另一

半用于分离外周血 PMN。烧冲复合伤为 25%体表面积 Ⅲ度烫

伤复合中度冲击伤 ,于伤后 12 h取标本。

1.2　肺MVEC的分离及培养

　　参照文献[ 2] 方法稍加改进 , 培养的 MVEC 的鉴定以 vWF

单抗进行免疫组化染色。

1.3　培养 MVEC 的 ICAM-1 测定及其与 PMN粘附率

的测定

　　ICAM-1 测定参照刘勇等[ 3]的方法以 ELISA法进行;

　　分离大鼠PMN 用DMEM悬浮 , 将细胞数调整至(0.5～ 1)×

105/ml。分别进行:①PMN 悬液中加 CD11b抗体于37°C孵育 30

　　作者简介:金榕兵(1964-),男 , 云南省昆明市人 ,博士 ,主治医师 ,

主要从事肿瘤的核素诊断方面的研究 ,发表论文 12 篇。
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min后加入MVEC 培养孔。 ②取在 96 孔培养板已融合为单层

的MVEC ,加入 ICAM-1 单抗后 37°C 孵育 30 min , 用 PBS 洗净未

结合抗体后加入 PMN 悬液 50μl , 37°C 孵育 30 min , 用 PBS 液小

心洗出未结合的 PMN。加入 50 μl含 0.5%HTAB的 0.05 M-PB
至培养板 ,室温放置 30 min以溶解粘附的 PMN。
　　取 PMN 悬液 50μl加入 Eppendorf管 ,离心弃上清后加入 50

μl含 0.5%HTAB 的0.05M-PB , 室温放置30 min 以裂解PMN , 将

其加至培养板无MVEC的空白孔(反映总活性)。

　　以上样品准备妥当 , 均加入 37°C 预热的反应液(含

0.0167%邻联茴香胺及 0.0005%过氧化氢的 0.05 M-PB), 250

μl/孔 ,孵育 2 min ,立即在酶标仪上测定 D460光密度值 , 计算出

MPO活性。

MPO活性=■D460/min÷(11.3×所加标本量×反应液量)

　　用结合 PMN 的 MPO活性占总活性的百分比来表示 PMN

与MVEC 的相对粘附率(%)。

2　结果

2.1　培养肺MVEC的 ICAM-1表达
　　致伤组肺MVEC 的 ICAM-1 表达显著高于正常组值(P <

0.01);对照组 MVEC 经TNFα刺激后 , 表达 ICAM-1 显著增加 , 且

高浓度 TNFα处理 MVEC 导致的 ICAM-1 增加较低浓度 TNFα处

理更明显(P <0.05),而伤鼠 MVEC 经同样处理变化不明显。

(下转 522页)
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增强宿主全身或肠道局部免疫力 ,刺激肠粘膜上皮再

生 、修复 ,促进肠道粘膜结构和功能恢复有关[ 7] 。本研

究在延迟至肠道缺血灌注损伤12 h后开始给予 rhGH ,

应用 48 h 、72 h均可有效地减少 IIR后肠源性细菌/内

毒素移位和脓毒血症的发生。这为临床上严重创(烧)

伤病人早期应用 rhGH ,减少严重创(烧)伤后肠源性细

菌/内毒素移位和医院感染的发生提供了实验依据 ,具

有重要的意义。
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表 1　TNFα刺激对MVEC表达 ICAM-1的影响

TNFα处理
分组 未处理

10 U/ml 100 U/ml

对照组 0.036±0.011 0.068±0.021＊ 0.096±0.021＊＊#

致伤组 0.140±0.051■■ 0.167±0.072■ 0.193±0.082■

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 与未处理相比;

#:P <0.05 与同组 10 U/ml TNFα处理相比;

■:P <0.05 , ■■:P <0.01 与对照组相比

2.2　CD11b 、ICAM-1 单抗对 PMN与 MVEC 粘附率的

影响
　　伤鼠 PMN粘附于伤鼠 MVEC 的百分率明显高于对照鼠;

CD11b 和 ICAM-1单抗对正常组大鼠 PMN 与其 MVEC 粘附的影

响均不明显。CD11b 和 ICAM-1单抗均能显著降低伤鼠 PMN 与

伤鼠MVEC 的粘附 , ICAM-1 单抗所致的粘附率减少更为显著。

表2　CD11b、ICAM-1单抗对 PMN与MVEC粘附率的影响

粘附 PMN的MPO活性降低百分数
分组

CD11b单抗处理 ICAM-1单抗处理

对照组 5.48±2.33 5.91±1.99

致伤组 14.50±7.80＊ 38.42±13.03＊＊##

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 与对照组相比;

#:P <0.05 , ##:P<0.01与 CD11b 单抗处理相比

3　讨论

　　内皮细胞的 ICAM-1 与 PMN 的 CD11b/CD18 之间的相互作

用在二者的粘附过程中起着极为重要的作用 , Silvestro 等[ 4] 证

实 ICAM-1 单克隆抗体可减轻 HCl吸入导致的肺损伤。 Grau

等[ 2]的研究结果表明:多数 ARDS 患者肺 MVEC 的 ICAM-1表达

上调 , 提示 ICAM-1 可能部分参与了急性肺损伤的发生;ARDS

时循环白细胞与内皮的粘附增多可能主要与 CD11b/ CD18表达

增多有关。

　　本结果显示:伤鼠 PMN 与 MVEC 的粘附率明显高于对照

组;CD11b单抗和 ICAM-1 单抗均能显著降低伤鼠 PMN 与MVEC

的粘附率 , ICAM-1单抗所致的粘附率降低更为显著 ,但对照组

PMN与 MVEC 粘附受两种抗体的影响均不明显。 表明 ICAM-1

及其配体 CD11b可能是烧冲复合伤早期肺内 PMN聚集及肺损

伤中起重要作用的 CAMs之一 , 其中 ICAM-1 的作用更为明显 ,

MVEC 与 PMN粘附的过程中 ,MVEC 的作用可能占主导地位 , 其

原因可能与烧冲复合伤对肺MVEC的损伤在先有关。

　　关键词:微血管内皮细胞;肺损伤;CD11b;细胞间粘附分子-1

　　中图法分类号:R642.023　　　文献标识码:B
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