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　　提　要　目的: 证明一定条件下 ,旁路活化补体可使 KC吞噬杀菌功能失常。 方法:观测定量培养的 KC

在 ZAHS作用下吞噬杀菌及分泌杀菌致炎物质功能的动态水平 ;观察大鼠肠系膜注射 ZAHS后肝组织的病

理改变 ;以抗人 C3、 C5血清中和的 ZAHS进行反证。 结果:① ZAHS处理组 , KC的 P I和 ICBA以及胞内 O-
2

水平先升后降 ,胞内 ACP水平只降无升 ; ICBA与 O-
2 和 AC P的水平均显著相关 ;各指标至 6 h降至最低 ;

②阻断组 O-
2 、 AC P、 ICBA在 6 h水平保持在正常对照组的 97% 、 83%和 79% ,显著高于 ZAHS处理组 ;③肠

系膜静脉注射 ZAHS 12 h后 ,大鼠肝组织轻度变性 ,部分 KC线粒体受损 ,与 KC相邻肝细胞出现凋亡改变 ,

阻断组肝组织无明显病变。 结论: ZAHS中过量的 C3、 C5碎片持续作用能使 KC吞噬杀菌功能下降 ,对肝组

织结构亦有一定间接破坏作用。 这些都有利于并发感染发生。
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　　近年研究发现
[1～ 4 ]

, PM N在创伤早期大量活化补

体碎片持续作用下 ,胞内杀菌力明显降低 ,自身及邻近

肺血屏障受损 ,机体抗感染能力下降。早在 80年代中

期就已发现 ,外科重症病人血内过敏毒在 3周内持续

增高
[5 ]

,枯否细胞 ( Kupffer cell, KC)吞噬功能抑

制 [6 ] ,但 KC吞噬杀菌功能的抑制与活化补体之间是

否存在类似 PMN样的因果关系 ,其成立条件如何 ,尚

未见报道。本研究以大鼠 KC单层小室酵母多糖活化

人血清 ( Zymosan-activated human serum, ZA HS)建

立 KC单层实验模型 ,从正反两方面证明活化补体在

一定条件下可导致 KC吞噬杀菌功能下降。

1　材料与方法

1. 1　 ZAHS制备

　　参照文献 [ 7]制备 , - 20℃冻存 ,供全程实验使用。

1. 2　抗人 C3、 C5中和的 ZAHS制备

　　参照文献 [ 2]进行 ,下称中和血清。

1. 3　大鼠 KC的分离纯化和单层小室培养
　　参照文献 [ 8]分离配制细胞悬液 ,检测纯度与活细胞。按文

献 [ 2]方法制备 KC单层小室培养 ,每孔加 0. 2 ml KC悬液 ,培

养 18 h后进行实验。

1. 4　 ZAHS用量及作用时间选择

　　 ZAHS设置 5个剂量组: 0. 03、 0. 05、 0. 07、 0. 09、 0. 11 ml /

小室 ,以无抗生素 RPM I 1640补足体积 0. 2 ml(对照组不加

ZAHS) ,分别作为 1、 2、 3、 4、 5、 6 h后观测下列指标 ,每个观测

点重复 4次。

1. 4. 1　胞内杀菌力 ( Int racellula r bacte ricidal activ ity, ICBA )

和吞噬指数 ( Phagocytic Index , PI)　　参照文献 [7 ]进行。

1. 4. 2　超氧阴离子 ( Supe rox ide ions, O-
2 )测定　　参照文献

[ 2]制片 ,显微分光光度计镜下测定单个 KC在 567 nm处的透

光度 ,换算成 567 nm处的吸光度 A567表示该 KC产 O-
2 量。

1. 4. 3　酸性磷酸酶 ( ACP)检测 (示溶酶体量 )　　按 Gomori

氏常规方法染色 [9] ,显微分光光度计镜下测定单个 KC在 492

nm处的透光度 ,换算成 492 nm处的吸光度 A492表示该 KC溶

酶体量。

1. 5　分组实验观测
　　选择四指标均明显下降 ,细胞脱落不影响实验的 0. 07 ml

ZAHS作用 6 h为分组实验用量及时相。 处理组和正常血清对

照组每小室分别加 ZAHS和正常混和人血清 0. 07 ml,阻断组

加 0. 1 ml中和血清 ,各孔以 RPM I1640补足 0. 2 m l,继续培养

6 h后测上述指标 ,每组 20例。

1. 6　动物实验
　　① ZAHS作用组: 1 ml ZAHS /100 g体重 ;②正常血清对照

组: 1 ml新鲜正常人血清 /100 g体重 ;③中和血清组: 1. 5 ml中

和血清 /100 g体重 ,沿大鼠肠系膜静脉注入后关腹 ;④正常对

照组不作任何处理。各组动物术后 12 h活杀 ,定点取肝组织作

光、电镜检查。

1. 7　统计分析
　　所得数据按同批对照组均值为 100%换算成归一百分数 ,

作 ICBA与 O-
2 和 ACP的相关分析 ;其余数据作单因素方差分

析 (统计程序 PDA-2)。

2　结果

2. 1　 ZAHS用量和作用时间对体外培养单层 KC吞

噬杀菌功能的影响
　　各剂量组作用相应时间后 ,镜下可见 KC程度不同地脱

落 ,且量越大 ,时间越长 ,脱落越明显 , 110μl ZAHS作用 5 h和

6 h , KC脱落 80% ～ 90% ,无法进行指标观测。

　　由图 1～ 4可看出 ,各剂量组 PI在 3 h前持续上升 ,此后除

30μl和 50μl组外均逐渐下降 ; 110μl组作用 1 h后 ICB A急

剧上升 ,其余各剂量组在 2 h前 ICBA均上升 , 2 h后各组 ICBA
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进行性下降 ,至观察的最大时限 6 h达最低点 ; KC胞内 O-
2 水

平变化规律与 ICBA相似 ,且二者相关非常显著 ( r= 0. 95); KC

胞内 ACP水平各剂量组从开始就逐渐下降 ,并与 ICBA相关

显著 ( r= 0. 87)。 各指标变化幅度与 ZAHS呈较明显量效相关。

　　图 1　不同剂量 ZAHS对 KC的 PI影响　　　　　　　　　　　　　图 2　不同剂量 ZAHS对 KC的 ICBA影响

　　　　 Fig 1　 Ef fects of dif ferent doses of ZAMS　　　　　　　　　　 Fig 2　 Effects of dif f erent doses of ZAHS　　　　　

on the PI of KC　　　　　　　　　 on the ICBA of KC

　　图 3　不同剂量 ZAHS对 KC胞内 O-
2 影响　　　　　　　　　图 4　不同剂量 ZAHS对 KC胞内 ACP影响

Fig 3　 Ef fects of dif ferent doses of ZAHS on the　　　　　　　 Fig 4　 Effects of diff erent doses of ZAHS on the

intracellular O-
2 of KC　　　　　 intracellular ACP of KC

2. 2　分组实验结果
　　表 1表明 ,正常血清作用于 KC,对其产生 O-

2 、胞内 ACP

量及 ICBA均无明显影响 ,而 PI则较空白组显著增高 ; ZAHS

处理组 ICBA、 O-
2 、 ACP及 PI显著低于空白组 ( P < 0. 01) ;阻

断组 ICBA、 ACP测值虽仍低于空白组 ( P < 0. 01 ) ,但较

ZAHS处理组有显著提高 ( P < 0. 01) , O-
2 产生接近空白组水

平 ( P > 0. 05)。

表 1　 ZAHS作用 6 h对各指标的影响 ( x-± s ,n= 20)

Tab 1　 Results of ZAHS on dif ferent paramenters

at 6 h ( x-± s ,n= 20)

Group PI ICBA(% ) O
-
2 ( A567 ) ACP( A492)

Control 5. 14± 0. 53 50. 34± 4. 52 0. 0906± 0. 0083 0. 242± 0. 011

Normal serum 6. 08± 0. 65* 51. 52± 5. 81 0. 0915± 0. 0078 0. 235± 0. 010

ZA HS treated 3. 57± 0. 36* 26. 85± 2. 52* 0. 0644± 0. 0076* 0. 102± 0. 012*

Anti-C3, C5 5. 47± 0. 49# 40. 24± 4. 61*# 0. 0882± 0. 0077# 0. 201± 0. 013*#

* : P < 0. 01 v s contro l; # : P < 0. 01 vs ZAHS trea ted

2. 3　动物实验 -ZAHS肠系膜静脉注射对肝组织结构

的影响
　　光镜: ZAHS处理组可见肝细胞普遍浊肿 ,肝组织出现点

灶性坏死 ;正常血清对照组和阻断组未见肝组织异常。

　　电镜: ZAHS处理组肝细胞内空泡明显增多 ,个别肝细胞

呈凋亡改变 ,与 KC相邻的肝细胞胞浆内出现灶性坏死 ,细胞

器髓鞘样改变 ; KC线粒体肿胀空化 ,嵴断裂。 正常血清组和阻

断组肝细胞和 KC均无明显变性。

3　讨论

　　补体激活后可调理吞噬 ,促进吞噬细胞吞杀菌功

能 ,在抗感染过程中起重要作用。 但在本组大剂量

ZAHS持续作用的实验条件下 ,活化补体则能降低

KC吞噬杀菌功能 ,同时其炎症病理作用增强。

　　从结果可看出 , ZAHS用量与 O-
2 、 ACP、 ICBA和

PI四指标的升降存在明显量效关系 ,而抗人 C3、 C5血

清能基本消除 ZAHS对上述指标的影响 ,使 O-
2 、

ACP、 ICBA在 6 h分别回升至空白对照组的 97% 、
83%和 79% , PI略高于对照组。 以上两点表明 ZA HS

中的 C3、 C5片断是 KC吞噬杀菌功能下降的主要原

因 ,此结果与 ZAHS作用于 PMN的实验结果相似 [2 ] ,

相同剂量时 KC各指标的下降程度较浅可能与种属特

异性有关 [10 ]。

　　过量活化补体导致 KC杀菌功能下降的可能机

制: ZAHS中的补体碎片与 KC膜上相应受体结合 ,激

发细胞内外膜上的 N ADPH氧化酶 ,迅速产生 O
-
2 ,而
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后派生 H2 O2、· O H和次氯酸等强氧化基 ,同时 KC释

放大量 ACP。这两类杀菌物质的大量排放可使 KC的

ICBA显著下降 ,并损伤正常组织细胞 ,使 KC的功能

进一步下降。
　　阻断组虽较处理组测值显著升高 ,但其 ICBA和

ACP值仍明显低于空白组 ,可能与 C3、 C5片断中和不

完全以及血清中的 C4a及少量 LTB4有关。

　　 KC是机体非特异性防御的重要组成部分 ,由于

它的位置特殊 ,构成了阻止门静脉系统细菌、内毒素和

循环免疫复合物进入体循环的重要屏障 , KC吞噬杀

菌功能的下降 ,必将导致内源性感染尤其是肠源性感

染可能性的上升。在严重创伤等情况下 ,补体大规模活

化 ,而在肝胆疾病或手术时 ,补体在肝内高度活化形成

活化补体碎片的局部高浓度 ,这些情况下活化补体都

有可能成为 KC吞噬杀菌功能下降和内源性感染增多

的主要原因。本研究为严重创伤并发感染和 M O F等

的发病机制研究及其防治提供了有一定意义的参考。
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Effects of bypass-activated complement on bactericidal capacity of

Kuppfer cells
Xiong Jie, Wang Zhengqing , Zhou Shanzhang , Liu Qifu ( Depar tment o f Micr obio lo gy , Faculty o f Basic M edical Sci-

ences, Third M ilitar y M edical Univ ersity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o determine w hether bypass-activ ated complement can directly influence intracel-

lular bactericidal ac tiv ity ( ICBA) o f Kupffer cells ( KCs) . Methods: ① Cultured KCs w ere cha llenged to dif-

ferent do ses of ZAHS at different time pha ses and then 4 parameters we re mea sur ed. ② In v ivo, the rats

w ere challenged to ZAHS injection th rough mesenteric v ein. The liv er w as sampled and examined under LM

and EM respec tiv ely 12 h later. ③ The same procedures w ere repeated except tha t ZAHS had been neutral-

ized by th e se rum against C3 and C5. Resul ts: ① Phagocytic index ( PI) , ICBA and int racellula r supe rox ide

ions o f ZAHS-tr eated KCs ro se significantly and then fell. Acid pho sphatase ( ACP) decr ea sed mono tonously

decr eased. ICBA was significantly cor related to bo th intracellula r supe rox ide ions and ACP. ② Af ter the

12th injec tion o f ZAHS, the pa thological changes in ra t liv ers included a lbuminous degener ation o f most hepa-

tocy tes, injured mito chondria o f some KCs and apoptosis o f few h epa to cytes adjacent to KCs. ③ Block test

show ed tha t the anti-serum-tr ea ted KCs held 79% ICBA , 83% ACP and 97% int racellula r supero xide ions

r especting to th e no rmal. No ev ident patho lo gica l changes in the liv er s o f the cha llenged r ats w er e seen. Con -

clusion: The f ragments o f C3 and C5 in ZAHS can dir ec tly impair phagocy tic and bactericida l function of KCs

and indirectly injure the structure o f th e liv er. The mechanism o f this might be the gr eat r elease of bacterici-

dal and inflamma togenic intracellular supero xide ions and ACP.

　　 Key words　 complement; Kupffer cell; supero xide ion; intracellular bactericidal ac tiv ity; acid phos-

phatase
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