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急性胆管炎时肝组织 I C A M
一

1 与循环 P M N 表面 C D l lb
、

C D 18 的表达变化

黄显凯
`

韩本立 ” 朱锡光 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所普通外科 ) 重庆
,

4。。。42

提 要 目的
:

观察急性胆管炎时大鼠肝组织 CI A M
一

1 与循环 P M N 表面 C D l lb
、

C D 18 的表达变化
。

方

法
:

应 用原位分子杂交和斑点杂交技术观察胆道感染时 CI A M
一

1 m R N A 在肝组织 的定位及转 录表达强度
;

用流式细胞仪测定 P M N 表达 C D l lb 及 C D 18 的阳性率
。

结果
:

cI A M
一

1 m R N A 原位杂交显示胆道感染 3 h

后肝窦内皮细胞
、

枯否细胞和肝小叶中央静脉内皮细胞 阳性反应增强
,

12 h 阳性反应最强
。

斑点杂交显示胆

道感染后 3 h 肝组织 CI A M
一

1 m R N A 含量开始增高
,

12 h 达商峰
。

循 环 P M N 表 达 C D l lb 和 C D 18 的阳性率

3 h 以后 明显增高
.

结论
:

胆道感染大 鼠肝窦内皮细胞等表面 CI A M
一

1 与循环 P M N 表 面 C D l lb
、

C D 18 的表

达显著增强
。

关键词 胆道感染
;
I C A M

一
l ; C D l l b ; C D 1 8

中图法分类号 R 3 9 2
.

1 1 ; R 5 7 5
.
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I C A M
一

1 与配体 C D l l b / C D 1 8 是非常重要的几

种 粘 附 分 子
,

在 中 性 粒 细 胞 ( p o ly m o r p h o n u c l e a r ,

P M N )与微血管内皮细胞粘附
,

穿越内皮迁移
,

参与炎

症反应过程中发挥重要作用
。

本实验应用原位分子杂

交
、

斑点杂交
、

免疫组化和流式细胞仪分析观察胆道感

染时这些粘附分子的表达变化
,

并探讨其在胆道感染

肝损害中的意义
。

1 材料与方法

1
.

1 动物模型及分组

W i s at r
大鼠

,

雌雄 不拘
,

体重 2 0 0 ~ 25 0 9
,

自由进食进水
.

动物随机分为 3 组
:

①正常对照组 ; ②假手术 (S O )组
:

动物 乙醚

吸人麻醉
,

无菌条件下开腹
,

游离胆总管
,

然后关腹
.

③急性胆

管炎 ( A C )组
:

同样条件下 开腹
,

分离胆总管
,

结扎 远端
,

近端注

人 0
.

3 m l大肠杆菌菌液 ( E
.

oC il
.

0 1 l l B 4
,

北京生物制品鉴定

所 )
,

结扎近端胆总管
,

关腹
。

各组分别于 3
、

6
、

1 2
、

2 4 h 取材
,

每

个时相点 6 只动物
。

急性胆 管炎大鼠 12 h 开始发 生死 亡
,

存活率仅为 70 %
,

2 4 h存活率仅为 4 5 %
,

50 组各时相点均无死亡
。

A C 组 3 h 始

出现梗阻近端胆管扩张
,

肝充血肿胀
,

胆管中充满黄白色脓性

胆汁
,

12 h 肝表面可见多发性粟粒样脓肿
,

2 4 h 融合成较大的

脓肿
。

光镜下见 A C 组各时相肝小叶间胆管扩张
,

肝 细胞索排

列紊乱
,

肝窦扩 张
,

肝 细胞呈现 细胞水肿
,

肝 细胞散在小片坏

死
,

2 4 h 肝细胞出现大片状坏死
。

电镜下见 A C 组 6 h 后 毛细

胆管明显扩张
,

徽绒毛减少
,

肝细胞线粒体肿胀
,

蜻断裂
、

灶性

空化或基质浓缩
。

粗面 内织网及滑面 内织 网扩张
。

急性胆管炎

大鼠肝功能发生明显损害
,

结果见表 1
。

表 1 急性胆管炎血桨 L D H 和 G PT 含 t 变化 (I U / L )

T a b 1 C h a n g e o f p l a s m a L D H a n d G PT fo l l o w i gn ac u t e e h o la o g it i s ( I U / L )

P o s t 一 o P e r a t io n

P r e 一 o Pe r a t i o n

3 h 6 h 1 2 h 24 h3 h 6 h 1 2 h 24 h

L D H 18 3
.

2士 1 5
.

6 19 5
.

3士 1 1
.

8 1 9 2
.

9士 1 0
.

0 1 9 6
.

1士 12
.

2 1 9 4
.

8士 1 6
.

9

G P T 2 5
.

5士 4
.

2 2 8
.

5士 4
.

9 2 9
.

5士 6
.

7 3 0
.

0士 8
.

1 3 5
.

3士 7
.

5

L D H 18 3
.

3士 1 5
.

6 2 2 7
.

3土 14
.

8 4 5 0
.

3士 1 4 4
.

6
.

4 4 2
.

6士 3 8 8
.

8
件

1 6 1 5
.

6士 4 77
.

2
份

G P T 2 5
.

5士 4
.

2 3 3
.

2士 6
.

4 5 2
.

1士 1 4
.

3
.

1 3 2
.

8士 3 1
.

2
` 18 5

.

1士 1 7
.

2
`

, :
尸 < 0

.

01 vs 5 0

1
.

2 取材

大 鼠麻醉后
,

开胸
,

经左心室
一

主动脉插管灌注 生理 盐水约

2 0 0 m l
,

然后灌注 4 % 多聚 甲醛 1 5 0 ~ 2 0 0 m l
,

3 0 m in
后取 出肝

黄显凯
,

男
,

43 岁
,

副主任 医师
,

副教授
,

博士

附属西南医院肝胆外科中心 重 庆
,

4 0 0 0 3 8

组织
,

投 人 4 %多 聚甲醛液置 冰箱 继续 固定
,

2 4 h 后 取 出肝组

织
,

放人 20 %蔗糖溶液 (4 %多 聚 甲醛 配制 )过 夜
,

取 出标本 在

一 7 0o C保存备用
。

1
.

3 原位分子杂交

将 I C A M
一

l 。
D N A 质粒转化 到大肠 杆菌 ( JM l o g ) 中并 扩

增
,

用酚
、

抓仿抽提质粒并纯化
,

电泳鉴定
。

加 入内切酶 cE
o R I

、
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等
.

急性胆 管炎时肝组织 CI A M
一

1 与循环 P M N 表面 C D l lb
、

C D 18 的表 达变化 4 2 5

尺户nI 将 CI A M
一

1 酶切
,

制备线性 D N A 模 板
。

用地高辛标记

C A M
一

1 c
D N A 探针

。

冰冻切片机将肝组织切 30 拌冰冻切片
,

参

照文献〔1〕方 法进行原位分子杂交
。

原位杂交对照采用 以下两

种方 法
:

①杂交前将切 片用 20 卜g / m l R N A 酶预处理 30 m in ;

②杂交液 中不加核酸探 针或加地高标记的顺 义探针
。

1
.

4 R N A 提取及斑点杂交

用异硫氛酸肌提 取肝组织 R N A
,

进行斑点 杂交 .l[ 2〕 ,

显影

结果 用计算机扫 描仪扫人
,

侧定各杂 交点的光密度值
,

并作相

对定量
。

1
.

5 P M N 表面 C D l l b 及 C D 18 的 阳性率浏定

参照严鸣等 s[] 的方法分离大 鼠 P M N 并 调至 5 x 10
“

/ m l
,

取

0
.

2 m l 加 人到 5 m l 试管 (内含 1 X 10
“

细胞 )
,

加人 鼠抗大 鼠

C D 1 8 或 C D l l b 单抗 1 0 拌 l (意大利 R o s s i 教授惠赠 )
,

室温孵育

30 m in
,

再 加 人 兔抗 鼠荧光 抗体 (华 美公 司 ) 10 闪 室 温 置 30

m in
,

加人 l m l l %多 聚甲醛溶液
。

用 P A C S C A N 流式细胞仪

测定
。

2 结果

2
.

1 肝组织 IC A M
一

1 原位杂交

正常肝组织 可见 少许散在分布的 阳性反应细胞
,

呈紫蓝色

顺粒
,

主要 见于肝窦 内皮细胞
,

枯 否细胞和肝小叶 中央静脉内

皮细胞也呈 阳性 反应
。

胆道感染后 阳性反应增强
,

表现阳性细

胞数量增多
,

细胞内阳性颗 粒逐渐增多
,

蓝 色变浓
,

胆道感染后

12 h 阳性反应最 强
,

24 h 阳性反应开始减弱
,

但仍较 正常肝组

织 阳性 反应强
。

2
.

2 肝组织 I C A M
一

1 斑点杂交

胆道感染后 3 h 肝脏 I C A M
一

1 m R N A 含量开始增高 (尸 <

0
.

0 1 )
,

且逐 渐增高
,

感染后 12 h 达 高峰
,

24 h 呈下 降趋势
,

见

表 2
。

表 2 急性胆管炎肝组织 I C ^ M
一

l m R N A 含 t 变化印g / g )

T a b 2 C h a n g e o f I C A M
一

1 m R N A e o n t e n t o f h e v a t i e t is s u e r o l lo w in g a e u t e e h o la n g it i s (限 / g )

P o s t o Pe r a t io n

G r o u P P r e 一 o P e r a t i o n

3 h 6 h 12 h 2 4 h3 h 6 h 1 2 h 2 4 h

14
.

8士 2
.

6

14
.

8士 2
.

6

2 1
.

8士 7
.

5 2 6
.

5士 6
.

2 3
.

6士 8
.

3 2 4
.

3士 6
.

5

6 4
.

8士 1 2
.

5
,

8 3
.

4士 2 3
.

3
甘

1 5 8
.

7士 3 2
.

6
.

6 3
.

7士 1 6
.

7
.

soCA

, : P < 0
.

0 1 v s 50

2
.

3 循环 P M N 表面 C D l z b
、

C D 18 表达变化

正常大 鼠循环 P M N 表达 C D 18 的阳性率仅 6
.

2 %
,

而胆道

感 染大鼠循环 P M N 3 h C D 18 阳性细胞增 多 ( P < 0
.

0 1 )
,

并逐

渐增高
。

正常大鼠循环 P M N 表达 C D l lb 的阳性率仅 6
.

5 %
,

而

胆 道感染大鼠各时相点循 环 P M N C D l lb 阳性 细胞增多 (尸 <

0
.

0 1 )
,

见表 3
。

表 3 急性胆管炎循环血 P M N 表达 C D l l b
、

C D 1 8 阳性率变化 ( % )

T a b 3 C h a n g e o f p o s t iv e r a te o f P M N e x P r e s s C n l l b
、

C D 1 8 f o一lo w in g a e u t e e h o l a n g i t一s ( % )

P o s t o Pe r a t i o n

P r e 一 o Pe r a t i o n

6 h 1 2 h 2 4 h

C D 1 8 6
.

2士 1
.

5 1 2
.

3士 3
.

6 13
.

2士 4
.

1 13
.

3士 4
.

2 12
.

6士 6
.

2

C D l l b 6
.

5士 1
.

9 1 1
.

3士 2
.

8 1 3
.

6士 3
.

6 1 0
.

2士 4
.

7 1 1
.

3士 3
.

3

C D 18 6
.

2士 1
.

5 16
.

0士 2
.

3
’

2 5
.

7士 3
.

3 5
.

0士 6
.

1
.

4 6
.

2士 5
.

3
.

A C

C D l l b 6
.

5士 1
.

9 16
.

5士 2
.

8
份

2 2 3士 5
.

7
`

3 3
.

8士 3
.

9
.

4 6
.

3士 5
.

9
.

* :
P < 0

.

0 1 刀 5 5 0

3 讨论

P M N 在组织和 脏器的大量聚集和过度活化可对

宿主产生破坏作用
,

造成组织损伤
。

在严重感染
、

组织

缺血
、

缺氧等情况下
,

P M N 与微血管内皮细胞粘附性

增强
,

通过黄嚷吟脱氢酶
一

氧化酶 系统
,

髓过 氧化物酶

系统
,

N A K P H 氧化酶系统等产生大量氧 自由基
,

造成

血管内皮细胞损伤
,

并使微血管通透性增高
。

P M N 在

趋化因子作用下穿越血管 内皮细胞迁移到周围组织
,

释放活性氧
,

水解蛋白酶及脂类代谢产物
,

造成脏器的

细胞损害
。

近年来研究发现 P M N 对组织细胞的损害

作用呈粘附依赖性
,

即依赖 P M N 与微血管 内皮细胞

的粘附
,

而这种粘附的分子基础是 P M N 和血管 内皮

细胞表面细胞粘附分子的表达变化川
。
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P MN 表面粘附分子 C D l lb
、

C D 1 8和内皮细胞表

面粘附分子I CA M
一

1是P MN 与微血管内皮细胞粘附

过程 中非常重要的几种粘附分子
。

C D lb l和 C D 1 8储

存于P MN 第二和第三级颗粒的储存池内
,

当 P M N 活

化时 P M N 的 C D l lb 和 C D 18 由细胞内颗粒向细胞表

面转位
,

以及 颗粒膜与胞质膜融合
,

导致 P M N 表面

C D l l b 及 C D 1 8 显著增 高
。

C D l l b 和 C D 1 8 的配体

IC A M
一

1是一种诱导性抗原
,

应答 I I
J 一

1
、

T N F
、

IF N y 或

L P S 等细胞因子及炎症介质在 内皮细胞等细胞上表

达
。

IC A M
一

1广泛分布于内皮细胞等细胞上
,

合成的蛋

白储存于细胞颗粒 内
,

当受到细胞因子等刺激时转位

到细胞膜上
,

使细胞表面表达增加
。

研究表明 C D l lb /

C D 18 及配体 IC A M
一

1 在 P M N 后期与血管内皮细胞

牢 固粘附 和 穿越 内皮迁移 中发挥 关键性 作用 〔5一月
。

P M N 活化 后 C D l l b 和 C D 1 8 质 和量 发生 改变
,

而

P M N 的粘附和穿越 内皮迁移与 C D l lb 和 C D 18 表达

量上调及构型改变有关闭
。

P M N 与内皮细胞粘附后造

成 内皮细胞损伤
,

血管内皮通透性增高
,

也为 P M N 穿

内皮迁移提供了有利条件
。

全身感染时
,

T N F
、

H
J 一

1
、

I F N y 及 L P S 等刺激下
,

P M N 及各脏器微血管内皮细胞表面的相关粘附分子

表达增强
,

从而介导一系列炎症反应
。

关于胆道感染时

肝组织粘附分子的表达变化及其在肝脏损害机制中的

作用还不清楚
。

本实验结果显示 胆道感染大鼠肝窦内

皮 细 胞 等 细 胞 表 面 I C A M
一

1 与 循 环 P M N 表 面

C D l lb
、

C D 18 的表达显著增强
,

且其水平变化与肝损

害的组织学改变及肝功能损害相一致
,

表明胆道感染

初期这些粘附分子表达明显上调
,

为 P M N 与肝窦内

皮细胞粘附和迁移提供了分子基础
,

可能在胆道感染

肝脏损害等发生机制中具有重要意义
。
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