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　　提　要　目的: 探讨胞液型磷脂酶 A2 ( cPLA2 )在大鼠内毒素血症时肾脏中的表达。方法: 选用 Wistar大

鼠 30只 ,分为对照组和内毒素致伤组 ,分别检测血浆肾功能生化指标和前列腺素 E2 ( PGE2 )的含量 ,并观察肾

脏组织冰冻切片 cPLA2的免疫组化变化。结果: 内毒素血症大鼠血浆中尿素和肌酐以及血清前列腺素 E2含

量均有升高 ,肾脏组织 cPLA2表达显著增强。结论: cPLA2可能在内毒素致肾损伤中具有一定的作用。

　　磷脂酶 A2 ( Phospholipase A2 ; PLA2 )是特异性水

解甘油磷脂骨架上 Sn-2位酰基的脂质水解酶 ,在哺乳

动物中具有多种类型 ,广泛存在于人及动物的多种细

胞和分泌物。胞液型磷脂酶 A2 ( cPLA2 )是近年来发现

的一种对含花生四烯酸磷脂特异水解的酶类 ,参与细

胞内信号传递、免疫应答、炎症效应等功能
[1, 2 ]

。革兰氏

阴性细菌感染以及由此引发的内毒毒血症、全身内源

性炎症反应综合症、败血症休克及多器官功能障碍综

合症 ,甚至死亡 ,往往是一个连续的病理发展过程。磷

脂酶 A2在这一病理进程中是一个关键的环节 ,起着限

速酶的作用 [ 3]。由于磷脂酶 A2的多样性和器官特异

性 ,本研究旨在观察内毒素致大鼠肾损伤时 cPLA2的

可能作用。

1　材料和方法

1. 1　材料
　　大肠杆菌内毒素 ( LPS; E: Coli 026: 136)购自 Sigma公司。

前列腺素 E2试剂盒购自苏州医学院止血与血栓研究室。cPLA2

抗体和标准品由美国 Bo lo gnese博士 ( Smith Kline Beecham

Co. )惠赠。肾功能指标包括尿素 ( Ur ea)、尿酸、肌酐 ( Cr )、钾、

钠、氯、二氧化碳、钙和葡萄糖等 ,试剂购自美国 Beckman公司。

1. 2　动物分组和处理
　 　 Wistar大鼠 ,雄性 , 180～ 250 g , 30只 (第三军医大学实验

动物中心提供 ) ,分为对照组 6只 (注入 0. 85% NaCl 0. 8 ml) ,内

毒素致伤组的各时相点各 6只 ,内毒素自尾静脉注入 ( 500μg /

kg ) ,分别于伤后 3、 6、 12、 24 h后麻醉动物取血标本 ,甲醛全身

灌注固定后取肾脏标本。

1. 3　血清 PGE2含量

　　采用 ELISA方法 ,按试剂盒说明书进行。

1. 4　血浆肾功能生化指标测定
　　采用 Beckman CX-7全自动生化分析仪进行。

1. 5　肾脏 cPLA2蛋白的表达

　　肾组织经冰冻切片后 ,以 cPLA2特异性抗体行免疫组化检

测 [4]。

1. 6　统计学处理
　　计算 x- ± s ,用 t检验进行统计学分析。

2　结果

2. 1　大鼠常规肾功能指标的变化 ,见表 1

　　可见内毒素处理组大鼠血浆尿素和肌酐含量显著升高。其

余指标未见异常。

表 1　内毒素致伤大鼠常规肾功能指标的变化

内毒素致伤组 (h )
对照组

3 6 12 24

Urea(CB /mmol L- 1 ) 4. 25± 0. 15 5. 40± 0. 12 5. 98± 0. 23 6. 85± 0. 24※ 6. 25± 0. 26※

Cr(CB /μmol L- 1 ) 32. 1 ± 2. 8 38. 6 ± 2. 9 44. 8 ± 3. 5 68. 2 ± 4. 5※※ 46. 4 ± 3. 8※

※: P < 0. 05,※※: P < 0. 01与对照组比较
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2. 2　大鼠血清 PGE2含量的变化 ,见表 2

　　可见内毒素处理组大鼠血清中 PGE2含量升高。

2. 3　大鼠肾脏组织 cPLA2表达的变化

　　正常大鼠肾脏组织中 cPLA2有一定的表达 ,见图 1。内毒素

致伤后可见肾脏中 cPLA2的表达明显增强 ,尤以 12 h组为甚 ,

见图 2,主要见于肾小球和肾小管等。

表 2　内毒素致伤大鼠血清中 PGE2含量的变化

伤后时间 ( h ) PGE2 ( pg /ml )

对照组 280± 80

内毒素组 3 320± 75

6 350± 86

12 380± 92

24 320± 84

图 1　正常大鼠肾脏组织 cPLA2的表达 (呈弱阳性反应 )　 ( S-P× 400)

图 2　内毒素致伤大鼠 ( 12 h组 )肾脏组织 cPLA2的表达 (呈强阳性反应 )　 ( S-P× 400)

3　讨论

　　哺乳动物体内存在多种类型的磷脂酶 A2 ,根据其

生物学特性主要可分为两种基本类型: 钙离子依赖性

磷脂酶 A2和钙离子非依赖性磷脂酶 A2。研究较多的
是钙离子依赖性磷脂酶 A2 ,主要有胰腺型、滑液型和
胞液型 PLA2。前两种均呈小分子量、分泌型 ,对胰腺

炎和类风湿性关节炎等的发病过程起着重要作用。胞

液型磷脂酶 A2则是大分子量 ,广泛存在于多种动物组

织和细胞中 ,用免疫学方法可在血小板、中性粒细胞、

肾小球系膜细胞、巨嗜样细胞以及肾脏、肝脏和脑组织

中检出 [1～ 3, 5 ]。已经证明 , cPLA2参与某些培养细胞中

( HL-60)花生四烯酸的释放 ,因而可能参与内毒素引

发的炎症病理进程。 Stephenson等
[6 ]用免疫组化方法

检查 cPLA2在人脑组织中的蛋白表达时发现脑灰质星

形细胞呈强阳性反应 ,而白质中则无 ,提示灰质星形细

胞是脑组织 cPLA2的主要产生细胞 ,虽然 cPLA2的免

疫组化阳性细胞并不能完全证实该细胞产生 cPLA2 ,

但至少可以证实这些细胞含有 cPLA2 ,是 cPLA产生

或存在的部位。 Skannal等
[7 ]观察了妊娠妇女体内

cPLA2的免疫组化变化 ,表明 cPLA2主要位于子宫肌

层血管的内皮细胞 ,而纤维层则较弱 ,其显色强度在妇

女的妊娠与分娩时均无明显变化。最近的研究表明癌

基因 Ras参与 cPLA2的激活过程
[8 ]

。cPLA2在人和大

鼠之间具有很高的同源性 ( 95% ) ,抗体具有交叉反应

能力 ,我们以此抗体进行大鼠肾脏组织免疫组化检测

时效果良好。阴性对照无棕褐色沉淀颗粒出现。本实验

表明 ,内毒素可致大鼠肾功能损害 ,导致血浆中尿素和

肌酐含量升高 ,同时血清中炎症介质 PGE2含量也升

高 ,肾脏 cPLA2表达明显增强 ,主要位于肾小球和肾小

管 ,且与血浆肾功能指标的变化相一致 ,提示内毒素引

起前列腺素类炎症介质的产生过程中 cPLA2具有重要

作用。这一结果与已经报道的Ⅱ -PLA2也在肾脏中表

达的结论说明内毒素所致的肾脏损伤病理过程至少有

两种类型的 PLA2参与。这一结论也有助于今后选择

用药 ,因为根据不同类型 PLA2设计的抗炎抑制剂是

不一样的。据推测 ,内毒素可引起体内促炎症性细胞因

子如 TNF-α、白介素 -1等增多 ,这类炎症细胞因子可

能诱导和激活 cPLA2的表达和产生 ,从而参与花生四

烯酸瀑布系统 ,导致大量炎症介质的产生。但有关脂类

炎症介质的产生及调控机制是非常复杂的生理或病理
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过程 , PLA2在炎症介质产生过程中的作用以及调控机

理仍不十分明确 ,有待进一步深入研究。

　 　 (致谢: 感谢美国 SmithK line的 Bo lognese博士提供

cPLA2抗体和标准品及相关资料。 )

　　关键词　内毒素 ;磷脂酶 A2;大鼠 ;肾脏

　　中图法分类号　 Q556. 1; R392. 11
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NADase细菌毒素的非放射性测定法
 

Non-radioassay of NADase bacterial toxins
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　　提　要　目的: 建立一种测定 NADase细菌毒素活性的非放射性测定法。方法:建立一个 N AD(辅酶 I)

依赖的显色系统 ,在该系统中 , N AD接受乳酸脱氢酶 ( LDH)从乳酸脱下来的氢 ,再通过 PM S(吩嗪二甲酯硫

酸盐 )传递给 IN T(碘化硝基四氮唑蓝 ) ,使后者还原而显色。如果 N ADase毒素分解 N AD, 就会打断递氢链

而抑制显色反应。结果:显色系统中 , N AD含量与显色有良好线性关系 ( R= 0. 9898)。绿脓杆菌外毒素 A分

解 N AD而抑制显色反应。以毒素含量为自变量 ,以毒素对显色反应的抑制为应变量 ,建立了对数线性回归

方程 Y= 12. 5X0. 26 ,当 Y= 50%时 [即显色系统中的 NAD有半数 ( 250ng )被分解 ], X= 207( ng )。定义分解

1ng N AD的毒素活性为一个单位 ,则 207ng毒素含有 250个毒素活性单位。该方法的测定敏感性达到“ ng”水

平。结论:本方法是一种敏感的测定 N ADase细菌毒素活性的非放射性测定方法。

　　 N ADase细菌毒素是一类由细菌产生的能够分解

N AD(辅酶 I)的毒素 [1 ]。这类毒素包括白喉毒素 [2 ]、霍

乱毒素及大肠杆菌不耐热肠毒素 [3, 4 ] ,绿脓杆菌外毒素

A等
[ 5, 6]及百日咳毒素 [7 ]。过去测定这类毒素的活性采

用的是 ADP核糖基化活性分析 ( ADP-ribosg lation

assay ) [1～ 5 ]。该方法是测定毒素分解14
C-N AD,并将具

有放射性标记的 ADPR转移到延长因子 EF-2上去的

能力。但是
14

C是长半衰期 ( 5730年 )的同位素 ,许多实

验室都限制使用 ,使得该方法的使用受到极大限制。本

研究建立了一种测定 N ADase细菌毒素活性的非放

射性测定法。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂
　 　①菌株与毒素: 菌株为本室保存的国际标准产毒株 PA-

103株。纯化后的绿脓杆菌外毒素 A, 用 pH 8. 0, 10 mmol /L
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