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　　提　要　目的: 通过大鼠烟雾吸入伤血清体外刺激培养的内皮细胞和中性粒细胞 ( PM N ) ,了解 PM N粘

着的变化 ,以及抗 CD11a、抗 CD11b和抗 ICAM -1对 PM N粘着的影响 ,探讨粘附因子在烟雾吸入性损伤中

的作用。 方法: 在体外实验中用荧光标记 PM N,测定 PM N与烟雾吸入性损伤血清刺激的内皮细胞的粘着

率 ,并采用抗体阻断技术 ,测定了粘附因子 CD11a、 CD11b和 ICAM -1在 PM N粘着的作用。 结果: 吸入伤血

清能使粘着率增高 , 12～ 24 h是正常时的 3倍多 , PM N的内皮细胞粘附因子抗体 (抗 CD11a、抗 CD11b和抗

ICAM -1)减少 PM N与内皮细胞粘着率 ( 44% 、 55%和 51% )。结论: 烟雾吸入伤血清能增加 PM N的粘着 ,其

可能是 PM N浸润的病理基础 ,进一步研究证明 ,粘附因子 CD11a、 CD11b和 ICAM -1在 PM N浸润过程中起

重要作用 ,而且浸润的中性粒细胞释放氧自由基和蛋白酶能导致进一步的肺组织损害。
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　　一侧肺烟雾吸入可造成另一侧肺损伤 ,说明烟雾

吸入只是始动因素 ,后续的肺组织损伤则是肺功能衰

竭的基础。近年来的研究表明宿主自身免疫系统介导

的肺泡毛细血管膜的损害是组织损害的中心环节
[1 ]

,

这个环节一定程度上依赖粘附因子介导的激活的白细

胞粘着到内皮和迁移入肺间质产生一种微环境 ,在这

一环境中 ,白细胞释放毒性产物如反应性氧化剂代谢

产物和蛋白酶导致组织损害 [2 ]。 本实验通过烟雾吸入

伤体外刺激培养内皮细胞和中性粒细胞 ,旨在了解中

性粒细胞的粘着变化以及抗 CD11a、 CD11b、细胞间粘

附因子 1( IC AM-1)单克隆抗体的阻断作用。

1　材料与方法

1. 1　大鼠肺毛细血管内皮细胞的分离与培养
　　戊巴比妥钠 50 mg /kg (含肝素 4 000 u) ,腹腔注射麻醉清

洁级 Wistar大鼠 (第三军医大学动物所 ) ,重 180～ 200 g。在无

菌操作条件下 ,打开腹腔 ,主动脉放血活杀 ,然后开胸并钳闭

上、下腔静脉 ,左心室开口 ,右心室进针插入软导管至肺动脉 ,

用肝素生理盐水 ( 100 u /ml)冲净肺循环瘀血 ,用青霉素生理盐

水灌洗肺脏 ,每次 10 ml共 8次 ,直至灌洗液清亮透明。夹闭肺

静脉 ,肺动脉注入预温的 0. 5%胰蛋白酶 ( Sigma )液 10 m l,将

心肺完整地取出置无菌小烧杯内 , 37℃孵育 20 min,取远离肺

门的边缘肺组织剪碎 (大小约 1～ 2 mm3 ) ,加小牛血清 3 ml终

止反应 , 7℃恒温 150次 /min振荡 10 min,细胞悬液经单层纱

布及 50目、 200目滤网过滤 ,用加有 10%小牛血清和 2 mmol

谷氨酰胺的 M 199培养液 ( Sigma )洗一次 ,调整细胞数为

106 /m l,细胞接种于培养瓶中 , 37℃ 5% CO2条件下孵育 , 4 h后

将未贴壁的细胞接种于自制双孔培养板中 ( 1 ml /孔 )继续培

养 ,次日换液轻轻吹打 ,弃去脱落细胞。 大约 7～ 9 d完全融合 ,

实验用融合 2 d的细胞进行。内皮细胞Ⅷ 因子相关抗原染色鉴

定阳性 ,纯度大于 90%。
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1. 2　人脐静脉内皮细胞的分离与培养
[3 ]

　　无菌条件下将新鲜的脐带 ,用生理盐水冲净静脉瘀血 ,注

入预温的 0. 25%胰蛋白酶液 15 ml, 37℃孵育 15 min,收集流

出液 , M 199培养液洗一次 ,培养同上。

1. 3　中性粒细胞 ( PMN )的分离
[4 ]

　　用 3 ml含 EDTA-Na ( 1 mg /ml)和肝素 ( 10 u /m l)的盐水

注射器取正常献血者血 5～ 7 ml,加于密度= 1. 09及 1. 07的

Pe rcoll分层液 ( Sigma公司 )上 , 2 000 r /min离心 20 min,收集

中层的 PM N,加 5 ml的 0. 85% NaCl, 1 000 r /min离心 8 min,

双蒸水溶解残留红细胞 , 2倍 Hanks液 ,取 20μl悬液用 2%冰

醋酸计数 ,调成 ( 1. 25～ 5)× 108个 /ml, 2%台盼蓝染色检查细

胞活力> 95% , HE染色 PM N> 98%。

1. 4　烟雾吸入性损伤大鼠血清的制备 [5 ]

　　按第三军医大学烧伤研究所烟雾吸入性损伤模型致伤大

鼠 ,伤后 6 h乙醚麻醉 ,无菌条件下腹主动脉采血 ,分离血清

4℃保存。 另取正常大鼠血 ,同上制备正常对照血清。

1. 5　荧光标记的粒细胞粘附内皮细胞的测定 [6 ]

　　粒细胞用无钙镁的 Hanks液洗 2次 ,调整细胞数为 107 /

ml,离心并重悬于 1 m l的 650μmo l /L的 5-( 6) -carboxy flures-

cein acetomethy lester ( CFDA, Sigma公司 ) Hanks液 , 37℃孵

育 15 min,加 Hanks液 10 ml终止标记 , 400× g离心 10 min洗

2次 ,待用 , CFDA只染色活细胞。内皮细胞培养于自制的双孔

培养板 ,该板用细胞培养皿裁成 1. 2 cm× 2. 2 cm板 ,上粘一双

1. 5 m l离心管裁成的 0. 5 cm长圆管 ,略用力可将圆管掰下 ,待

内皮细胞融合 2 d后 ,每孔加入 ( 5～ 10)× 105个 PM N, 37℃孵

育 1 h ,轻轻吹打收集未粘附细胞 ,用培养液洗一次 ,一并收集 ,

调整液体量为 2 ml,日立 F-3000型荧光分光光度计测荧光值

( F1 ) ,将圆管掰下培养板插入测定杯中 ,注意细胞面向激发光 ,

加 2 ml盐水 ,计测荧光值 ( F2 ) ,激发光波长 485 nm ,发射光波

长 530 nm。 计算粘附的 PM N百分率。

　　粘着细胞百分率= F1÷ ( F1+ F2 )× 100%

1. 6　抗体的阻断试验
　　内皮细胞与 1∶ 1 000稀释的鼠抗 ICAM -1-mAb (宝灵曼

公司 ) ; PM N分别与 1∶ 200稀释的鼠抗人 CD11a-m Ab或鼠抗

人 CD11b-m Ab(第四军医大学免疫学教研室 )共同孵育 0. 5 h ,
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用 p H7. 3 PBS洗 2次 ,再用作粘附实验。

1. 7　统计学处理
　　采用四川医学院的 PEM S医用统计程序包 ,进行相关关系

和方差分析 ,结果以 x-± s表示。

2　结果

2. 1　 PMN与吸入伤鼠血清刺激内皮细胞粘着率的

变化
　　实验显示人和鼠 PM N对大鼠吸入伤血清刺激人脐静脉和

鼠肺血管内皮细胞粘着率 ,见表 1,随血清刺激时间的延长而逐

渐增高 ,刺激 12 h粘着率达高峰 ,持续至 24 h不降 ;大鼠的

PM N对肺血管内皮细胞的粘着率与人 PM N对脐静脉内皮细

胞的粘着率成正相关 ( r= 0. 956, P < 0. 01)。

表 1　内皮细胞与 PMN粘着率的变化

Tab 1　 Changes of rate of PMN adhesion to endothelial cell(EC) sheet

Sseru m irri tat ing time ( h)
Index Cont rol

1 3 6 12 24

Th e adh esion rat io of PMN to rat

pulmonary endoth elial cell (% )
9. 54± 1. 81 11. 28± 1. 78* 13. 12± 4. 09** 17. 41± 1. 70** 30. 25± 2. 83** 32. 55± 3. 15**

Th e adh esion rat io of PMN to human

umbilical v ein endoth elial cell (% )
7. 60± 1. 25 14. 0± 0. 96** 17. 2± 4. 59** 24. 9± 3. 49** 34. 0± 4. 18 33. 66± 3. 36**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s contro l

2. 2　一些抗粘附因子单抗对人 PM N与内皮细胞粘

着率的影响

　　用抗 CD11a、抗 CD11b和抗 IC AM -1抗体都能降低粘着

率 ,见表 2,分别达 44% 、 55%和 51%。

表 2　一些抗粘附因子单抗对人 PMN粘着率的影响

Tab 2　 Effects of some monoclonal antibodies against

adhesion rate of PMN

Groups PM N adhesion rate(% )

Con trol 33. 66± 3. 36

Mouse anti-h uman CD11a 18. 68± 1. 64**

Mouse anti-h uman CD11b 14. 82± 1. 15**

Mouse anti-h uman ICAM-1 16. 21± 1. 41**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s contro l

3　讨论

　　以往的研究发现 ,烟雾吸入性肺损伤肺组织的氧

自由基 ( O
-
2 、 HO· )产生增多 ,氧自由基所致的脂质过

氧化损害明显 ,肺组织中蛋白酶增多 ,是吸入性损伤后

肺毛细血管通透性增高的重要原因 ,肺组织中氧自由

基和蛋白酶增多 ,一方面是因为烟雾所含大量有害物

质导致的炎症反应 [7 ] ,另一方面与 PM N的浸润密切

相关
[8～ 10 ]

,但是关于烟雾吸入如何促使 PM N浸润的

研究甚少。

　　烟雾吸入损伤后血清中存在众多的炎症因子 ,如

PAF、 LTB4、 IL-1、 TN F、 C3a、 C5a等 ,是继发性炎症过

程中的重要因素 [11 ] ,本实验应用体外细胞培养的方

法 ,检测了烟雾吸入性损伤血清激活的肺血管内皮细

胞与 PM N的粘着率 ,发现吸入伤血清能激活内皮细

胞 ,使粘着率逐渐增高 ,峰值达正常时的 3倍多 ,表明

吸入伤血清能促进 PM N与内皮细胞粘着。 由于无抗

大鼠粘附因子的相应抗体 ,所以改用人脐静脉内皮细

胞与人 PM N实验 ,人 PM N与烟雾吸入伤血清刺激内

皮细胞粘着率变化基本一致 (r= 0. 956, P < 0. 01) ,

说明大鼠吸入性损伤血清也能激活人的内皮细胞和

PM N,增加内皮细胞与 PM N的粘着 ,满足进一步实

验的要求。

　　炎症反应早期血流减慢 ,有利于 PM N的附壁 ,

PM N沿血管内壁滚动 ;其表面的整合素 ( CD11a /

CD18, CD11b /CD18)与激活的内皮细胞的粘附因子

结合 ,首先是锚定—— PMN与内皮细胞形成一种不

牢固的结合 ,接着是粘着 ,这一过程是白细胞游走出血

管的基础 [12 ]。粘附因子在激活的内皮细胞表达或表达

增加 ,竞争结合白细胞的能力上明显增强 ,表现在炎症

组织中白细胞的量明显高于正常组织。在不同性质的

炎症情况下 ,各种白细胞的整合素的质与量有差异 ,内

皮细胞表达的粘附因子 ( ICAM-1、 ICAM -2、 ELAM-

1、 V CAM-1等 )的质与量也不相同 ,这些差异决定了

白细胞间和内皮细胞间竞争的性质 ,造成不同类型的

炎症中所聚积的白细胞的种类的不相同。 通过抗体阻

断实验 ,发现抗 CD11a、抗 CD11b和抗 ICAM -1分别

能阻断 PM N与激活内皮细胞粘着率 44%、 55%和

51% ,提示粘附因子 CD11a、 CD11b和 IC AM-1在烟

雾吸入性损伤 PMN粘着浸润中起重要作用。

　　本研究利用体外细胞培养、 PMN粘着率和抗体

阻断实验 ,在体外探讨烟雾吸入性损伤继发性炎症反
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应的机制 ,表明烟雾吸入性损伤中含大量炎症介质的

血清 ,能增加 PM N与内皮细胞粘附 ,促进 PMN在肺

血管内皮细胞协同下游出血管 ,在这一过程中粘附因

子 CD11a、 CD11b和 ICAM-1的增加起了重要作用。

参考文献

1 青　春 ,许伟石 .中性粒细胞在成人呼吸窘迫综合征中的作

用 .国外医学:创伤与外科基本问题分册 , 1994, 15( 1): 18

2 Kubo S, M a tsumo to T, M ochida O, et al. Inhibition of

chemiluminescence response o f human polymo rphonuclea r

leukocytes by th ree differ ent stimula tions in hype rosmo tic

condition compa rable to the renal medulla. Ranal Failur e,

1996, 18( 1): 69

3 Bert rand Caix J, Fr eyburg er G, Bo rdenave L, et al. Func-

tional upregulation of g ranulo cytes labeled with tech ne tium-

99m-HM PAO and indium-111-oxinate. J Nucl M ed, 1996,

37( 5): 863

4 Chen X , Christou N V . Rela tiv e cont ribution o f endo thelial

cell and polymorphonuclea r neutrophil activa tion in their in-

ter actions in sy stemic inflammato ry r esponse syndrome.

Arch Surg , 1996, 131( 11): 1148

5 魏　泓 ,孙敬方 ,李双良 ,等 .医学实验动物学 .成都:四川科

学技术出版社 , 1998. 393～ 396

6 De Clear ck L S, Bridts C H, M er tens A M , et al. Use of

fluor escent dyes in the determination o f adherence o f human

leucocytes to endo thelial cells and the effect of fluo-

rochromeson cellular function. J Immunol M ethod, 1994,

172( 1): 115

7 谢尔凡 ,杨宗城 .吸入性损伤国外研究进展 .中华整形烧伤外

科杂志 , 1997, 13( 4): 297

8 Liu X S, Li A ( Ngao ) , Yang Z C, et al. The r ole of toxic

o xygen me tabo lites of neutrophil in canine smoke inha la tion

injury. Ann M edit Burns Club, 1993, 6( 2): 193

9 冯中明 ,黎　鳌 ,杨宗城 .自由基在大鼠烟雾吸入性损伤发病

机制中的作用 .中华整形烧伤外科杂志 , 1989, 5( 2): 130

10 谢尔凡 ,黎　鳌 ,杨宗城 .家兔烟雾吸入伤早期弹力蛋白酶 -

抗蛋白酶动态变化的实验研究 .中华整形烧伤外科杂志 ,

1989, 5( 4): 289

11 Demling R, Ikegami K, Lalonde C. Incr ea sed lipid pero xi-

dation and dec reased antio xidant ac tiv ity co rr espond with

death a fter smoke expo sure in the rat. J Burn Care Reha-

bil, 1995, 16( 2 pt1): 104

12 Springe r T A. Adeh sion r ecepto r of immune system. Na-

ture, 1990, 346( 6 283): 425

(收稿: 1998-09-15;修回: 1999-03-19)

(编辑　张大春 )

Effects of smoke inhalation injury serum on the adhesion of polymor-

phonuclear neutrophils
 

Luo Qizhi, Yang Zongcheng , Yang Tiande, Luo Qin, Li Ao ( Resea rch Institute o f Burns, Southw est Hospital, Third

M ilitary M edical Univ er sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the effects of smoke inhala tion injury serum ( SI IS) on th e adhesion

of polymo rphonuclea r neutrophils ( PM N) , and the effec ts of anti CD11a , anti CD11b and anti ICAM -1 on

the adhesion o f PM N. Methods: Fluo rescent assa y and antibody blo cking technique w ere used to dete rmine

the adhesion o f PM N to cultured endo thelial cells ( EC) in the presence of the serum from the r ats w ith smoke

inhala tion injur y, and the effects o f CD11a , CD11b and ICAM -1 on the adhesion. Results: SIIS promo ted

PM N adhesion to cultured EC. After being cultured with the serum fo r 12 to 24 h , PM N adhesion to cultur ed

EC was 3 times mo re than that in the contro l. Th e anti-endo thelia l adhesion facto rs ( anti CD11a , anti CD11b

and anti ICAM -1) might reduce the adhesion ra te ( 44% , 55% and 51% ) . Conclusion: SI IS can promo te

PM N adhesion, w hich might be the patho lo gica l ba sis fo r PM N infiltra tion. Futh er studies suggested tha t the

anti-endo th elia l adhesion facto r might play an impo rtant r ole in th e PM N infiltra tion and the infilt rated PM N

could r elease oxygen r adica ls and protease causing damage to lung tissues.

　　 Key words　 inhalation injur y; cell culture; po lymo rphonuclear neut rophil; adhesion
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