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　　提　要　目的: 研究缺氧所致的兔多形核白细胞 -肺微血管内皮细胞粘附与缺氧时间的关系以及探讨缺

氧所致粘附分子变化在其中的作用。 方法: 利用培养的家兔肺微血管内皮细胞及体外缺氧模型 ,测定家兔多

形核白细胞与肺微血管内皮细胞的粘附率 ,运用免疫组化及流式细胞技术测定 CD18与 CD54的表达。 结

果: 随着缺氧时间的延长 ,粘附率进行性增加 ,缺氧可明显加强 CD18和 CD54的表达 , CD18和 CD54单抗能

明显降低粘附率的增加。 结论: 缺氧可直接刺激白细胞 CD18和内皮细胞 CD54表达 ,并进一步参与介导白

细胞与内皮细胞的粘附。

　　关键词　缺氧 ;细胞粘附 ;内皮细胞 ;白细胞

　　中图法分类号　 R364. 4

　　在高原肺水肿病人的肺泡灌洗液中有大量的白细

胞 [1 ] ,尸检也发现有大量白细胞 [2 ]。说明缺氧引起了白

细胞在肺内扣压 (或白细胞募集 , Leukocyte recrup-

tion)。 Sinclair等
[ 3]
将 ARDS病人支气管肺泡灌洗液

中白细胞数与病情严重程度作相关分析 ,发现二者呈

显著相关 ,说明白细胞扣压与病情恶化有重要关系。而

白细胞扣压的关键则是白细胞与内皮细胞的粘附 [4 ]。

为了全面认识急性高原肺水肿等疾病的发生机制 ,以

寻求有效的防治措施 ,我们研究了缺氧所致的兔多形

核白细胞 ( PMN ) -肺微血管内皮细胞 ( PMV EC)粘附

与缺氧时间的关系 ;探讨了缺氧所致粘附分子变化在

其中的作用。

1　材料与方法

1. 1　实验材料
　　 DM EM培养基、胰蛋白酶 , Sigma;新生小牛血清 ( FCS) ,杭

州四季青生物制品工程公司 ;第Ⅷ 因子相关抗原 (Ⅷ -r-Ag )单

抗、 S-P免疫组织化学染色试剂盒 ,福建迈新生物技术开发公

司 ; CD18、 CD54单抗 ( McAb CD18 McAb CD54)、 DAB显色试

剂盒 ,北京中山生物技术有限公司 ; FITC-羊抗鼠 IgG、微孔滤

膜 (直径 25 mm、孔径 0. 8μm) ,华美生物技术有限公司 ; Perco ll

分层液 ,宝灵曼 ;图像分析仪 , Chromatopac C-RIB日本岛津 ;

真彩色医学图象分析系统 ,空军总医院医学工程研究所 ;流式

细胞仪 , FACStar , Becton dickinson公司。血气分析仪 , ABL-3,

Denmark; CO2培养箱 , Shel-Lab1815Tc U SA。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　 PMVEC分离、培养与鉴定　　参照 Magee[5 ]的方法。

削除肺脏层胸膜 ,取边缘组织剪碎洗净 ,滤除大块组织后 0. 5%

胰蛋白酶消化 ,加入等量含 20% FCS的 DM EM培养基中止消

化 ;过滤 ,滤出液离心后悬浮于含 20% FCS的 DM EM培养基

中 ;置于 37℃的 10% CO2孵箱中 , 2 d后换液 ,置于 37℃的 5%

CO2孵箱中 ;细胞长满后 ,胰酶消化传代。 通过形态学及Ⅷ -r-

Ag免疫组织化学染色进行鉴定。

1. 2. 2　 PMN悬液的制备　　 Perco ll梯度离心法。 姬姆萨染

色 , PMN比例大于 95% ,台盼蓝染色检查活细胞比例大于

90%者备用。

1. 2. 3　缺氧环境的设置　　将各组细胞置密闭的缺氧操作小

室中 ,用真空泵反复抽气然后充以 95% N2和 5% CO2的混和

气 ,直至培养基内 PO
2
为 1. 33～ 2. 67 k Pa ( 10～ 20 mmHg )为止。

将小室放 37℃培养箱中 ,于不同缺氧时相点取样及测定指标。

测定粘附率时 ,将 PM N悬液加入底层长满内皮细胞的细胞培

养板中 ,然后将培养板置缺氧小室中。 测定 CD18、 CD54表达

时 ,分别将 PM N、 PMV EC单独置缺氧小室中。

1. 2. 4　粘附率的测定　　在缺氧小室中 ,取出各组部分 PMN

悬液 ,在小室外计数 ,加入的 PMN总数与悬浮的 PMN数之差

即为粘附的 PMN数 ,用粘附的 PMN数除以加入的总 PMN数

即为粘附率 ( Adherence ra te, AR)。

1. 2. 5　粘附分子表达的测定　　 CD54表达测定: S-P免疫组

织化学法 ,用图象分析仪进行半定量。 CD18测定 [6]: 采用间接

荧光免疫组织化学法及流式细胞仪半定量。

1. 2. 6　分组

1. 2. 6. 1　缺氧对粘附率的影响　　分为两大组: ①常氧 ( Nor-

mox ia )组: 置常氧下 ;②缺氧 ( Hypoxia)组:置缺氧下。每大组依

时相点不同分为 0. 5、 1、 4、 6、 8、 12 h 6组 ,每组 6例。

1. 2. 6. 2　 CD18、 CD54单抗对缺氧所致的粘附的影响　　随

机分为两大组 , 常氧组 ( Normox ia ) ,缺氧 (缺氧 1 h )组

( Hypoxia) ,每大组又分为无单抗组 (记为 C组 )、加 McAbCD54

组 (记为 CD54组 )和加 McAbCD18组 (记为 CD18组 ) ,每组 6

例。

1. 2. 6. 3　缺氧对 CD18、 CD54表达的影响　　各分 3组: 常氧

87

第 21卷第 2期

1999年 2月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol. 21, No. 2

Feb. 1999

 

  附属西南医院药局

黄　王咸 ,男 , 29岁 ,讲师 ,硕士

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1999. 02. 005



组 ( N组 )、缺氧 1 h组 ( H1组 )、缺氧 12 h组 ( H12组 )。

1. 2. 7　统计学处理　　所得数据用本校教研室提供的 SPMR

医用统计程序包处理 ,各均数间采用 FLSD检验。

2　结果

2. 1　缺氧对粘附率的影响
　　常氧组 ,随着共育时间的延长 ,二者的粘附率呈上升趋势 ,

各时相点 ( 1 h除外 )的粘附率与 0. 5 h时的粘附率相比 ,差异

显著 ( P < 0. 05) ,共育 4 h后则有一显著增长点 ( P < 0. 05) ,

随后 ,二者的粘附率相对于前一时相点无明显增长 ( P >

0. 05)。在缺氧组 ,随共育时间的延长 ,二者的粘附率进行性增

加 ,相邻时相点间 (除 6和 8 h两点间外 )的粘附率有显著增加 ;

在各时相点 ,缺氧组和常氧组相比 ,均有明显增加 ( P < 0. 05) ,

见图 1。

图 1　缺氧时粘附率的变化

Fig 1　 Change of PMN-PMVES adherence during hypoxia

* : P < 0. 05 vs last point;

# : P < 0. 05 v s no rmoxia a t sam e time point

2. 2　 McAbCD18、 McAbCD54对粘附率的影响

　　见图 2, 常氧组 McAbCD18 和 McAbCD54 对 PMN-

PMV EC粘附率没有影响 ,各组间差异不显著 ( P > 0. 05)。 缺

氧时与常氧时的无单抗组相比有显著增加 ( P < 0. 05) , CD18

组和 CD54组均较缺氧时 C组有显著下降 ( P < 0. 05)。 但是 ,

仍较常氧组中加入同种单抗时高。

2. 3　缺氧对 CD18、 CD54表达的影响
　　见表 1,缺氧 1 h与常氧组相比 , CD18、 CD54表达量均有

明显地增加 ( P < 0. 05) ,分别增加 3. 35、 2. 21倍 ;而在缺氧 12

h组 ,也较常氧组显著增加 ( P < 0. 05) ,分别增加 3. 43、 2. 31

倍 ,但与缺氧 1 h相比 ,差异均不显著 ( P > 0. 05)。

图 2　缺氧时 CD18、CD54单抗对 AR的影响

Fig 2　 Ef fect of McAb CD18 or McAb CD54 on AR

during hypoxia

* : P < 0. 05 v s no rmoxia;

# : P < 0. 05 vs C in hypoxia

表 1　缺氧对 CD54、CD18表达的影响 (x-± s)

Tab 1　 Ef fect of hypoxia on expression of

CD54 and CD18(x-± s )

CD54 CD18

n1 mDλ n2 M F

N 121 0. 0483± 0. 0098 5 22. 59± 9. 768

H1 132 0. 1067± 0. 0216* 9 75. 77± 4. 664*

H2 114 0. 117± 0. 0172* 11 77. 48± 3. 244*

* : P < 0. 05 vs N; n1: Count of PMVEC; n 2: Mount of sample

3　讨论

　　本实验结果表明 ,缺氧均可增强 PMN-PMV EC

粘附 ,且呈时间依赖性增加。许多在体观察也支持这一

点 [7～ 10 ]。 另外 ,在缺氧 0. 5 h和 1 h时 ,粘附率增加的

幅度较 2～ 12 h间的增加幅度不及 0. 5 h和 1 h大。说

明存在着快相和慢相粘附反应。

　　白细胞与内皮细胞的粘附有赖于白细胞与内皮细

胞上的多种粘附分子。 缺氧所致的 PMN-PMV EC粘

附增强 ,乃是缺氧直接或间接作用于 PMN 和

PMV EC粘附分子的合成、表达加强的结果。 参与

PMN-PMV EC粘附的粘附分子主要有整合素 β2亚

族、免疫球蛋白超家族、选择素族三大家族的粘附分

子。

　　白细胞整合素家族 β2亚族成员和内皮细胞 CD54

是其粘附的主要介导者 ,它们互为配受体。 CD18为 β2
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亚族三个成员共同拥有的亚基。 CD54分布在多种细

胞膜上 ,在血管内皮上表达最强。在正常情况下 , CD54

表达较低 ,经刺激后其表达可快速、大量增加
[ 11]
。本研

究通过应用 CD18、 CD54单克隆抗体明显降低了缺氧

1 h所致的粘附。常氧时其降低作用并不明显 ,说明在

缺氧作用下 , CD54和以 CD18为亚基的 β2亚族整合

素表达量增加 ,并介导了 PMN-PMV EC的粘附。缺氧

对其表达的刺激作用有直接和间接两种可能。 我们进

一步观察表明 ,单独缺氧 1 h和 12 h PMV EC、 PMN上

分别表达 CD54、 CD18的量均明显高于常氧组。 说明

缺氧可直接刺激 CD54、 CD18表达。 缺氧 1 h CD54、

CD18表达量明显增加 ,其机制可能是缺氧引起粘附

分子发生化学修饰并由膜贮备状态向膜表面翻转暴

露 ,这一过程反应迅速 ,从而参与介导快相粘附反应。

但缺氧 12 h较 1 h组表达量并没有进一步增加。对于

CD18,可以解释为 CD18并不能从头合成。 对于

CD54,此结果与在体实验不同 ,这可能与在体实验时 ,

多种因子 ,如干扰素、白细胞介素等的作用有关。另外 ,

缺氧还可能直接或间接刺激其它粘附分子表达 ,从而

介导慢相粘附反应。

　　缺氧时白细胞与肺微血管内皮细胞粘附的动态变

化及其机制的初步研究 ,使我们对缺氧时白细胞的行

为有了新的认识 ,为寻找高原肺水肿的抗粘附治疗用

药时间的选定提供了理论依据。
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Effects of hypoxia on adhesion of polymorphonuclear neutrophils to pul-

monary microvascular endothelial cel ls in rabbits
Huang Jian, Chen Jianhong , Luo Decheng ( Depar tment of Pa thophy siolog y , Third Militar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the effects of hypoxia on adhesion of po lymo rph onuclear neutrophils

( PMNs) to pulmonar y micro va scula r endo thelial cells ( PMV ECs) in rabbits. Methods: PMNs and /o r cul-

tured PMV ECs w ere expo sed to hypox ia ( PO2= 15～ 20 mmHg ) and some of them we re added with CD18 o r

CD54. The adhesion rat e and the expression of CD18 and CD54 w ere determined with immunohistochemistr y

and flow cytometr y. Resul ts: The adhesion rate wa s increased by hypox ia in a time-dependent manner and

the expr ession of CD15 and CD54 w as a lso incr eased by h ypoxia. The two antibodies could antag onize the in-

crease in adhesion r ate. Conclusion: Hypoxia increases th e expression of CD15 and CD54 which is invo lv ed in

the adhesion of PMNs to PMVECs.

　　 Key words　 hypoxia; cell adhesion; v ascular endo thelia l cell; rabbit
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