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小鼠全身辐射后对小肠上皮内淋巴细胞形态及功能的影响
’

论
:

著

徐 辉 “ 程天民 粟永萍

合伤研究所 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

肖桃元
` ” 林 远 艾 国平 (第 三军医大学 预防医学系 防原 医学教研室

、

全军复

提 要 目的
:

探讨 放射损伤对肠粘 膜免疫的影 响
。

方法
:

小 鼠全 身照射 12 G y 为模 型
,

于照后 8
、

24
、

48 h取材 光电镜观察
,

同时分离全小肠 上皮内淋 巴细胞 ( I E L )
,

检测其 细胞增殖 活力
、

细胞毒力
,

并检 测 I E L

培养上清 中 T N F
一 a 、

T G F
一

俘浓度的变化
。

结果
:

① 12 G y 全 身照射引起 I E L 数 量减少
,

变性坏死 的 I E L 能够

造成相紧贴 的肠上 皮细胞损害
。

② 12 G y 全身照射后 I E L 增 殖活力和细胞 毒力下降
。

③ 12 G y 全身照射后

I E L 分泌 T N F
一 a 、

T G F
一

俘增多
。

结论
:

12 G y 全身照射引起肠粘膜免疫功能下 降
,

导致肠道屏 障功能削弱
。

关键词 放射损伤 ;肠粘膜 ;小肠上皮内淋 巴细胞

中图法分类号 R 8 18
.

0 23

肠 上皮 内淋 巴细胞 ( I n t r a e p i t h e l i a l l y m p h o c y t e ,

班 I )是粘膜免疫系 统中与肠腔内抗原发 生最直接接

触 的免疫细胞
,

与肠上皮细胞之间存在相互的免疫生

理调节
,

这使其在粘膜免疫中发挥着独特的作用川
。

包

括放射损伤在内的多类损伤及粘膜疾病都能够造成肠

粘膜结构的破坏
,

导致肠源性感染的发生
。

肠上皮干细

胞及肠壁淋巴细胞本身都是辐射敏感细胞
。

在放射损

伤时小肠粘膜免疫 系统的 I E I 数量 及功能状态的变

化还不很清楚
。

本实验以小 鼠 12 G y 全身辐射为模型
,

研究全身辐射对小肠 I E I
砂

形态
、

数量及功能的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 动物

昆 明种 雄 性 小 鼠
,

体重 2 0 9 士 5 9
,

本 校 实 验 动 物 中心

提供
。

1
.

2 照射和实验条件
6 o

C
o 了射线 照射 源

,

剂 量率 0
.

5 8 9 G y /m i n
,

1 2 G y 全 身照

射
,

照后 自由进水食
,

照后 8
、

24
、

48 h 3 个 时相点取材
。

1
.

3 试剂

P e r e o
l l 购 自 P h

a r
m

a e ia
,

P M A 购 自 S ig m a
公 司

, a n t i
一

C D 3

购 自宝 灵曼公 司
,

T N F
一 a
检测试 剂盒 购 自北 京军 事医 学 科学

院
,

L D H 试剂盒购 自宝灵曼公司
。

1
.

4 小肠粘 膜 I E I
,

计数及电镜观察圈

小 鼠活杀在距屈 氏韧带下 s c m 处剪取 Z C
m 肠段

,

分别用

10 %中性福尔马林
、

3% 戊二醛 固定
。

光镜下观察 H E 染色的小

肠横截 面
,

高倍镜 下计数整 个横截面绒 毛及隐窝上 皮细胞数
,

同时计数其间的 I E L 数
,

取百分 比
,

即 I E L / 1 0 0 个肠上 皮细胞
。

1
.

5 小 肠上皮 内淋巴 细胞的 分离

参照 M os l ey 法川并加以 改进
,

主要分 3 个 步骤进行
,

即分

离肠组织
、

粘膜层细胞 的分离
、

从肠 上皮细胞中分离 I E L
。

同法

分离正常小 鼠全小肠 I E L
,

R P M I 1 6 4 0 调 为 2 火 1 0 `
/ nr l

。

1
.

6 I E I
才

增殖功 能测 定川

2 只 1 0
6

/ m l I E L 1 0 0 拜l 加 人 9 6 孔 平底 培 养板 内
,

重 复 s

孔
,

加人 p M A 5 n g 复合
r
h I L

一
2 2 5 o 0U / m l 刺激培养

,

每孔总体

积 2 0 0 浏
。

其培养和测定方法见文献 [ 4 ]
,

结果 以 每孔每分钟计

数来表示 I E L 受刺激后 的增殖活力
。

1
.

7 I E I
才

细胞毒功 能测 定 [5」

各 组分离 的 I E L 调 整到 2 只 1 0 6

/ m l 加 人 A
n t i

一

C D 3 ( l 拜g /

m l) 诱导 培养 4 8 h
,

96 孔平底 培养板每 孔加靶 细胞 10 0 川 (含

R a
ji 细胞 1 x 1 0 `

个 /孔 )
,

按效靶 比 ( 1 0~ 5 0 ) : l 的 比例加 1 0 0

川 I E L 细胞悬液
,

重 复 3 孔
。

加完将 培养板放在 37 ℃ 5% C 0
2

培 养箱中孵育 4
.

s h
,

最大释放孔 加人 1 0 0 闪含 2% T irt on X
-

100 的培养 基
,

自发释 放孔加入 1 0 0 川 培养基代替
。

注意为保

证 实验结果 的准确性
,

对 每一效应细胞浓度都设 有 自发释放对

照 组
。

反 应结束后
,

培养板在 2 5 0 9 离心 10 m in 将细胞 沉淀
,

每

孔 吸上清 1 00 闪转人 另一 96 孔 板中
,

采用 L D H 测定来反映细

胞 毒力
,

L D H 试 剂盒 购 自宝 灵曼公 司
,

按说 明书操 作
。

反 应结

束 后在 4 9 2 n
m 酶标仪 测定每 孔吸光度 ( D 入

值 )
,

以 特异释放率

来表示细胞毒力大小
。

按下 列公式计算特异释 放率
:

特异释放率 ( %卜臀纂黔美晶瓷纂黔矛
“ ` 00

1
.

8 IE I
J

培养上清 中 T N F
一 a 和 T G F

一

俘含量的测定

同时收集 ( PM A 5 n g + r
h I L

一
2 2 5 0 0 U / m l )刺激培养后 7 2 h

的培养上清
,

离心后装 人 E P 管
,

作好标 记
,

封 口胶封 口
,

一 7 0 C

冰箱保存
,

用于细胞 因子检测
。

T N F
一 a
含量测定采用 E L I A S 试

剂 盒
,

按说 明书进行
。

T G F
一

俘含量 的检测采用 C C L
一

64 细胞生

长抑制 法川
。

1
.

9 统计学分析

所有数据均 以 王 士 、
表示

,

以 t 检验进行统计学处理
。

全军
“

九五
”
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,
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3 讨论

肠道不仅是消化器官
,

同时又是淋巴细胞含量最

多的脏器
。

肠上皮细胞和 肠壁淋巴细胞均为辐射敏感

细胞
。

I E I
J

来 源于 骨髓造 血干 细胞和小肠 P P 的淋 巴

细胞前体田
,

肠粘膜 内 I E I 数量减少
,

可 由于 来源 减

少和在上皮层 内破坏两方面因素所引起
。

电镜观察发现正常肠 上皮细胞 与 I E I 常紧密相

贴
,

有些部分呈
“

犬牙交错
”
状

,

IE I
J

可有
“

牙突
”
状突起

伸入上皮细胞内
,

这成为两种细胞 间进行信息和物质

交流的超微结构基础
。

12 G y 照射后发现坏死的 I IE
才

一侧核膜
、

胞膜消失
,

该处 的上皮细胞膜也消失
,

两者

胞浆相融接
,

而上皮细胞的整体超微结构仍保持基本

正常的状态
,

这种现象提示 照射后 I EI
J

在受损害以至

坏死的过程中
,

对相紧贴的上皮细胞施加 了有害 的影

响 (局部胞膜消溶 )
。

IE I
J

具有两方面的功能
:

①受各种刺激后发生增

殖并引发细胞因子的分泌
,

通过细胞因子起作用 ; ②通

过其 自身的细胞毒性作用保护粘膜免受病原菌的侵

害 :8[
。

目前尚未见到整体照射对 I IE
J

功能影响的研究

报道
。

淋巴细胞的增殖能力是其功能的重要表现形式
,

T 细胞受有丝 分裂原
、

细菌抗原等刺激发生增殖 反应
,

并分化为效应细 胞的过程多伴随着细胞 因子 的分泌
。

IE I
矛

的细胞毒作用是其抗感染的重要手段之一
。

细胞

毒性功能的下 降会导致 I E I
才

对抗外来细菌
、

病毒和抗

原入侵的能力下降川
。

本实验发现
,

1 2 G y 全身辐射引

起 I E I
了

增殖活力和细胞毒力的 明显下 降
,

都表现出照

后 s h 下降
,

到 4 8 h 达低值
,

表明射线引起 I IE
才

增殖

和 细胞毒能力的抑制
。

T 细胞在增殖过程中能够分泌多种细胞因 子
,

这

些 细胞 因子是 T 细胞免疫生理调节功能得 以实施 的

物质基础
。

射线损伤引起 IIE
了

细胞因子分泌的改变
,

必然会影响到粘膜免疫状态 以及对肠上皮细胞的生理

调节功能
。

在本实验 中观察到 12 G y 全身辐射引起小

鼠小肠 I E I
J

培养上清中 T N F
一 a

和 T G F
一

俘因 子分泌增

多
,

以伤后 4 8 h 达高峰
。

I E I
碑

能够分泌多种细胞因子

包括 I I
J 一

2
、

11厂 3
、

11厂 5
、

11
刁一

6
、

G M
一

C S F
、

I F N
一

y
、

T N F
一 a

和 T G F
一

俘等
,

这些细胞 因子 可 以起多种作用
,

归结为

两个方面
:

①作用于粘膜免疫系统
,

刺激淋巴细胞的增

殖并指导 B 细胞的分化
,

尤其是 sl g A 的合成和装配 ;

②作用 于 肠上皮细胞
,

调节其增殖和分化 以及 M H C
-

H 的表达
,

并能够影响肠上皮细胞的生理特性以及 吸

收
、

转运功能 l0[ 〕 。

T G F
一

日刺激肠上皮细胞分泌 .lI
一

6
,

H
子一

6 是吸引淋 巴细胞向上皮层移居的趋化因子 L’ `」,

由

此推测放射损伤后 I E I
,

培养上清 中 T G F
一

俘增多可能

是一种 自身的补偿作用
,

籍以 吸引淋 巴细胞向上皮层

移居
,

以改善射线造成的 I E I
才

减少
。

全身照射细胞功能改变
,

主要是射线对细胞直接

和间接作用的结果
。

射线是通过哪些途径影响 I E I
J

的

增殖和细胞毒力
,

目前尚无研究报道
。

射线的电离作用

造成细胞 D N A 合成受抑是可能的原因 之一
,

另外射

线造成 的 T 细胞膜表面活 性分子表达的改变也是引

起增殖受抑 的可能因 素 lz[ 〕
。

I E I
才

数量 的减少
,

必然会

导致肠上皮 I E I
,

整体功能的削弱
,

从而影 响肠 上皮的

屏障功能
。

因此
,

受照后 I E I
才

数 量减少和功能受损是

全身放射损伤时肠道屏 障功能削弱的重要原因之一
。
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经纤维支气管镜取出支气管内铁钉一例 个案
:

与
:

短篇

R e m o v a l o f f o r e i g n b o d y ( a n a i l ) i n t h e b r o n e h u s w i t h f i b e r o P t i c b r o n -

e h o s e o P e

—
A c a s e r e P o r t

刘 平
`

熊 玮 沈渝菊 (第三 军医 大学附属西南医院呼 吸内科 ) 重庆
,
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患者 男
,

29 岁
,

纤 支镜号
: 4 1 1 7 ;

因异物吸人反复 咳嗽
、

咳脓

痰 1年来 院门诊
。

患者 1 9 9 4年 1 0月表演
“

气功
”

时吞 人铁钉 一颗
,

未吐 出
,

随后出现刺激性咳嗽
、

痰 中带血
,

纤支镜检见异物位于

右主支气管下端
,

试图取 出未成功
。

随后经常 咳嗽
,

咳脓痰或脓

血痰
,

曾多次到外 地治疗无效
,

建议手术探查
,

因患者无力承担

巨 额医疗费而拒绝
。

1 9 9 5年 9月来我 院门诊
,

胸片提示右肺门下

方有 一长条形 钉状 金属 异物
,

次 日在常规 局麻 下经 口 腔插 入

O ly m p us B F
一
P I 。型纤支镜

,

见右主支气管下端 内侧壁被 一黑褐

色异物阻塞管腔约 1 / 2
,

表面附有灰白色脓苔及 肉芽组织
,

用活

检钳钳出少许 黑褐色铁锈
,

异 物固定不 动
,

然后用 双关节 细胞

勺轻轻松动铁 钉四 周
,

再用鳄 嘴型活检钳 钳住铁钉 近端
,

随纤

支镜一起退 出
,

取 出一长 7 c
m

,

直径 3 m m 的异物
。

讨论

气管
、

支气管异 物吸人
,

婴幼 儿 占90 %以 上
,

因 配合 欠 佳
,

多 在全麻下用 硬质气 管镜取 异物 lj[
;
而成人 异物 吸人较少见

,

术 中能 与术者 良好配合
,

只要 操作熟练
,

在无 特殊 异物钳 的情

况下
,

用局麻加 常规器械互相 配合
,

同样 可经纤 支镜取 出异物
,

避免开胸手术
,

减轻病人痛 苦和经济负担
。

关键词 纤 维支气管镜
;
支气管异物

中图法分类号 R 7 6 8
.
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