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　　提　要　目的: 探讨烧伤复合内毒素血症早期纤维连接蛋白 ( Fn)在肾组织的分布和血清浓度的变化规

律及其意义。方法:以大鼠 20% Ⅲ度体表烧伤复合小剂量内毒素 ( 1 mg /kg体重 )腹腔注射为模型 , 应用免疫

组织化学方法、血清学测定及图像分析技术。结果: 体表烧伤复合内毒素注射组 (烧注组 )肾组织 Fn积分光

密度在 0. 5 h即开始下降且达最低点 ,以后逐渐恢复。烧注组各时相点显著高于单纯体表烧伤组 (单烧组 ) ,

但低于单纯内毒素注射组 (单注组 ) ;烧注组血中 Fn浓度在 0. 5 h即开始升高 ,随后上下小波动 ,但各处理组

之间未见显著差异。结论: ①烧伤后小剂量内毒素能明显刺激肾组织 Fn的合成和释放 ; ②组织 Fn的降解和

释放是血中 Fn升高的主要原因 ;③组织 Fn的降解和释放既能使血中 Fn升高 ,又能通过 Fn降解产物引起

组织损伤。

　　关键词　灼伤 ;内毒素血症 ;纤维连接蛋白 ;免疫组织化学 ;图像分析 ;大鼠

　　中图法分类号　 R644

　　烧伤复合内毒素血症早期 ,肝、肺均出现一系列损
害效应 ,甚至引起多器官功能衰竭 ( MO F)

[1 ] ,但关于

烧伤状态下内毒素对肾脏的早期损害作用如何 ,目前

尚缺乏这方面的资料。本实验以大鼠 20% Ⅲ度体表烧

伤复合小剂量内毒素 ( 1 mg /kg体重 ) 腹腔注射复制

类似于人体多脏器早期损害实验动物模型 ,采用免疫

组化、血清学测定相结合的手段 ,探讨烧伤复合内毒素

血症早期纤维连接蛋白 ( Fn)的分布变化及其意义 ,为

探讨影响肾脏早期损害的相关因素及烧伤后急性肾功

能衰竭的防治提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物分组
　 　选用健康 Wistar大鼠 (由四川省中药研究所动物中心提

供 ) 156只 ,雌雄各半 ,体重 220± 30 g。随机分为 4组: 单纯内毒

素注射组 (简称单注组 , SEG)、单纯体表烧伤组 (简称单烧组 ,

SBG)、体表烧伤复合内毒素注射组 (简称烧注组 , BCEG)和正

常对照组 (简称 NCG)。致伤各组设伤后 0. 5、 1、 3、 6、 12、 24、 48、

72 h 8个时相点 ,各时相点均为 6只动物。正常对照组用 12只动

物作整体对照。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　动物处理及给药方法　　参照文献 [1 ]的方法进行。

1. 2. 2　取材方法及过程　 　于以上各组各时相点 ,取腹主动

脉血 4～ 5 ml,分离血清备 Fn血清学检测之用。肾组织固定后

用于 Fn免疫组织化学染色和形态学观察。

1. 3　观察指标与方法
1. 3. 1　光镜与电镜观察　 　肾组织按常规光、电镜制样方法

固定、包埋、切片 ,并在光镜 ( 6只 /时相点 )和电镜 ( 3只 /时相点 )

下观察摄像。

1. 3. 2　血清 Fn浓度的测定　　用免疫透射比浊法测定。用

Beckman 42型生化分析仪比浊 (波长 340nm, 温度 30℃ )。以样

品血清和 Fn标准曲线比较 ,计算样品中 Fn浓度。

1. 3. 3　 Fn免疫组织化学染色　 　标本经 4%多聚甲醛固定 12

h, 4℃以下常规脱水包埋 , 石蜡切片 (厚 5μm) ,常规脱蜡水化。

采用 LSAB法染色 ;一抗、二抗及 LSAB均购于 Dako公司 ,滴

度分别为 1 100、 1 300和 1 400。阴性对照片以 0. 1 mo l PBS代

替一抗。DAB显色 ,阳性部位显棕黄色。

1. 3. 4　 Fn免疫组化染色图像分析　　采用北京航空航天大

学和空军总医院的 CM IAS007真彩色图像分析系统 , 对肾组织

切片中 Fn免疫组化阳性肾小球时行积分光密度统计分析。

1. 4　统计学处理
　　所有数据均以 x-± s表示。以 Excel 5. 0版统计分析程序对

各组数据进行单因素方差分析及显著性检验。

2　结果

2. 1　肾脏形态学变化
2. 1. 1　烧注组　　烧注后 0. 5～ 3 h,肾小球毛细血管明显扩

张、充血 ,肾小管上皮细胞浊肿、坏死、脱落 ,部份远端小管中可

见均匀红染的透明管型 ;电镜示内皮细胞肿胀 ,毛细血管腔内

可见中性粒细胞和大量血小板聚集附壁 ,见图 1。烧注后 6～ 8

h,肾小球内细胞成分逐渐增多 , 肾小球 (主要是浅表肾小球 )

缺血明显 ,甚至出现皱缩 ;电镜示内皮细胞和系膜细胞明显增

生 ,见图 2 ,足细胞增生、肿胀、足突增粗 ,部份足突融合。72 h

大部分肾小球血供基本恢复正常。

2. 1. 2　单烧组　　伤后 12 h前多见肾小球充血 ,内皮细胞肿

胀 ,但极少见到中性粒细胞和血小板聚集。12～ 72 h肾小球内

细胞增生明显。

2. 1. 3　单注组　　肾脏病变轻微 ,多见肾小球充血 , 12 h前毛

细血管腔内可见中性粒细胞和血小板集聚 ,细胞增生不明显。

2. 1. 4　正常对照组　　光镜和电镜下均未见明显变化。

2. 2　血清 Fn浓度测定

　　血清 Fn浓度在致伤各组于伤后 0. 5 h即开始升高 , 以后
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上下波动 ,至 72 h仍高于正常水平 , 烧注组在 0. 5、 1、 6 h与正

常对照组有非常显著的差异 ( P < 0. 01)。单烧组在 0. 5、 1、 6 h

与正常对照组有非常显著的差异 ( P < 0. 01) ,在 12、 24 h与正

常对照组有显著差异 ( P < 0. 05) 。各单因素组 (单烧组和单注

组 )与烧注组相比较 ,只在 1 h单注组与烧注组有非常显著的差

异 ( P < 0. 01) ,见表 1。

图 1　肾小球毛细血管腔内中性粒细胞 (PMN)聚集　 ( TEM× 7000)

Fig 1　 Leucocyte aggregated in the glomerular capillary lumen　 ( TEM× 7000)

图 2　肾小球毛细血管内皮细胞 ( End)肿胀、增生　 ( TEM× 3900)

Fig 2　 Glomerular capillary endothelial cells swelled and proliferated　 ( TEM× 3900)

表 1　伤后各组血清 Fn的浓度变化 (x-± s,ρB /mg L- 1 )

Tab 1　 The changes of sera Fn concentration af ter burn

and /or endotoxin inject ion ( x-± s,ρB /mg L- 1 )

Time( t /h ) BCEG SBG SEG

0. 5 63. 08± 12. 25 68. 6± 1. 84** 58. 22± 4. 76

1 75. 53± 6. 80** 66. 83± 7. 71** 58. 62± 6. 67# #

3 58. 08± 10. 1 58. 78± 5. 48 65. 06± 8. 80*

6 67. 60± 7. 47** 66. 48± 3. 58** 61. 18± 9. 22

12 77. 38± 14. 17** 67. 95± 15. 53* 61. 91± 23. 90

24 63. 80± 12. 49** 65. 71± 11. 27* 56. 23± 7. 63

48 57. 91± 8. 72 61. 61± 15. 58 59. 23± 5. 99

72 52. 28± 15. 00 52. 67± 15. 47 51. 23± 4. 99

NCG: 50. 72± 8. 59 mg /L;* : P < 0. 05,** : P <

0. 01v s NCG;# # : P < 0. 05 vs SBG

2. 3　 Fn免疫组织化学染色及其图像分析

　　正常对照组 Fn免疫组化染色呈强阳性 , 阳性反应物主要

分布于肾小球毛细血管内皮细胞基底膜、肾小管上皮细胞基

膜 ,肾间质中染色呈弱阳性 ,见图 3 。烧注组在 0. 5 h染色呈阳

性 ,以后逐步增强 ,分布同上 ,见图 4。图像分析结果表明: 烧注

组 Fn积分光密度在 0. 5 h即开始下降且达最低点 , 以后逐步

恢复。除单注组 24、 48、 72 h外 ,其余各组各时相点 Fn积分光密

度均显著低于正常水平 ( P < 0. 01) 。烧注组高于单烧组且在

0. 5、 3、 6、 12和 24 h两者非常显著的差异 ( P < 0. 01) ,在 72 h有

显著差异 ( P < 0. 05) ;而单注组则高于烧注组 ,除 12 h外 ,其余

各时相点两者有非常显著的差异 ( P < 0. 01) ,见表 2。

表 2　肾脏中 Fn积分光密度 ( x-± s )

Tab 2　 The integral optical density of Fn in kidney (x-± s)

Time ( t /h ) BCEG SBG SEG

0. 5 10161. 85± 628. 93** 5099. 7± 571. 16** 16457. 45± 982. 94**# #

1 11740. 48± 796. 25** 11409. 54± 1046. 87** 19691. 11± 932. 29**# #

3 15672. 66± 1139. 78** 10624. 82± 1384. 725** 22474. 18± 1720. 63**# #

6 15281. 04± 1559. 79** 11043. 02± 935. 72** 21987. 88± 382. 87**# #

12 19510. 49± 1523. 09** 11693. 9± 995. 4** 21349. 49± 860. 75**

24 12817. 56± 1034. 79** 9040. 27± 1131. 14** 30713. 71± 462. 88# #

48 15750. 60± 1845. 64** 16218. 09± 677. 07** 27782. 80± 1882. 67# #

72 18402. 43± 1919. 56** 15194. 56± 1264. 77** 27553. 13± 1180. 46# #

N CG: 28869. 94± 2464. 38; * : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s NCG;# # : P < 0. 01 vs SBG
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图 3　 Fn免疫组化染色、阳性产物分布于肾小球毛细血管基底膜和肾小管基底膜
正常对照组　 ( LSAB× 200)

Fig 3　 Fibronect in ( Fn) immunoh istochemical staining, the postive reaction mainly located at the

basement-membrane of glomerular capillary and renal tubule

NCG ( LSAB× 200)

图 4　 Fn免疫组化染色 ,阳性产物分布于肾小球毛细血管基底膜

烧注组 , 0. 5 h　 ( LSAB× 200)

Fig 4　 Fibronect in ( Fn) immunoh istochemical staining, the postive reaction mainly located at the

glomerular capillary basement-membrane

BCEG 0. 5 h　 ( LSAB× 200)

3　讨论

　　 Fn与单核细胞吞噬系统的廓清功能和内皮细胞

间的亲和力关系密切 [2, 3 ]。Fn以两种基本形式存在 ,即

血浆 Fn和组织 Fn,两者可相互转化 [ 2]。本实验肾脏正

常对照组 Fn主要分布于肾小球毛细血管和肾小管上

皮细胞基底膜 , 表明 Fn在局部可介导肾小球血管内

皮细胞和肾小管上皮细胞与其基底膜的粘附 ,并维持

细胞的完整性。图像分析显示 ,烧注组 Fn积分光密度

在伤后 0. 5h即明显下降且达最低点 ,除单注组 24、 48、

72h外 , 其余各组各时相点 Fn积分光密度均显著低

于正常水平 ,烧注组显著高于单烧组 , 但低于单注组。

而血清 Fn浓度在各处理组均高于正常水平。说明烧

伤后肾组织 Fn的大量消耗除了局部产生减少和降解

外 ,还可能与 Fn大量释放入血有关 ;而在烧伤条件下

小剂量内毒素则可明显刺激肾组织释放 Fn。由此可以

推断 , 烧伤复合小剂量内毒素注射时血中 Fn的维持 ,

除了与组织 Fn释放入血和小剂量内毒素反复刺激肝

细胞、枯否细胞合成 Fn增加有关
[ 2, 3]
外 ,也可能与小

剂量内毒素直接刺激局部肾脏细胞释放组织 Fn有

关。血中 Fn来源于何种细胞有待于进一步深入研究。

从本实验免疫组化结果来看 ,至少部分来源于内皮细

胞、肾小管上皮细胞以及肾间质中的纤维母细胞。

　　烧伤复合内毒素注射后肾脏主要病变特点为: ①

早期肾小球毛细血管腔内出现大量血小板及中性细胞

聚集、附壁 ,内皮细胞肿胀 ,肾小管上皮细胞肿胀、坏

死、脱落 ,部分远端小管中可见蛋白管型 ; ② 12h后内

皮细胞、系膜细胞增生、肿胀 ,足细胞增生 ,足突增粗 ,

部份足突融合。肾小球缺血明显 ,甚至出现皱缩。这些

形态学改变与 Fn的变化关系密切。由于大量组织 Fn

释放入血 ,细胞间粘附能力下降 ,可以引起肾小管上皮

细胞的坏死、脱落 ,肾小球毛细血管内皮细胞受损 ,血

管通透性增加 ,进而导致血浆蛋白渗出 ,引起肾小管中

蛋白管型的出现。TN Fα等细胞因子可以降解 Fn,产

生的 Fn片段可以诱导中性粒细胞及单核细胞的游

走、脱颗粒 ,促进毛细血管腔内中性细胞的聚集 [4～ 6 ] ,

引起血管腔的狭窄 , 从而导致肾组织血供障碍。此外 ,

中性粒细胞等受内毒素激活所产生的各种炎症介质和

血小板脱颗粒时释放的血小板因子 ,均能进一步加重

或促进肾组织的损伤。此后 ,由于组织 Fn的逐步恢

复 ,内皮细胞、系膜细胞等得以在此基础上反应性增

生 ,压迫毛细血管腔 ,进一步加重肾小球的缺血。由上

可知 ,一方面由于局部肾组织 Fn释放入血 , 维持了血

中 Fn水平 ,有利于单核吞噬系统发挥其非特异性调

理功能 ,清除血中内毒素等有害物质 , 从而减轻肾组

织损伤。另一方面 , Fn的降解产物又能通过各种途径

引起肾组织的损害。因此 ,其作用是双重的 ,对此确切

机制有待于进一步深入研究。
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Changes in distribution of f ibronectin in the kidneys after burns com-

bined with endotoxemia in rats and their signif icance
Feng Junming , Liu Yousheng , Wang Xiaodong , Shi Jingquan ( Depar tment of Patholog y , Third M ilita ry Medical Uni-

ver sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the changes in distribution of fibr onectin ( Fn ) in the kidney s af ter

burns combined w ith endo tox emia and their significance. Methods: Th e r ats w er e r andomized into four

g roups: ① Simple burn g roup ( SBG ); ② Simple endo toxin-injected g roup ( SEG) ; ③ Burn and endo tox in-in-

jected g r oup ( BCEG) and the normal contro l g roup ( N CG) . Th e changes of Fn in the serum and the expres-

sion o f Fn in the kidney s w ere dynamically investig ated a t 0. 5th, 1st , 3rd, 6th , 12th, 24th, 48th and 72nd h

after burns and /o r endoto x emia. Results: The serum contents of Fn w ere higher in all the first thr ee g roups

than in the contr ol. Image analysis show ed tha t the integ ral optical density va lues of Fn in BCEG was low er

than tho se in NCG o r SEG but higher than tho se in SBG. Conclusion: ① Injection of endo toxin af ter burns

significantly stim ulate the synthesis and release of Fn in the renal tissue. ② The deg radation and relea se of Fn

in the tissue play s th e most im po rtant r ole in the inc rease o f Fn content in the blood and causes renal injury.

　　 Key words　 burns; endoto x emia; fibronectin; imm unohistochemistr y; image ana ly sis; ra t

大肠癌患者手术前后检测胃液与血清 CEA的比较

Contrast of CEA in the gastric fluid and serum before and after operation

in patients with colorectal carcinoma

甘　露
 

　　 (第三军医大学附属西南医院普通外科 ) 重庆 , 400038

　　大肠癌患者手术前后测定血清 CEA以判定手术疗效、预

后以及复发等情况已成为公认的传统方法 ,但血清 CEA的测

定存在着敏感性不高及特异差等问题。我们对 28例大肠癌患者

分别于手术前后同时测定了胃液及血清 CEA,表明胃液 CEA

的敏感性及特异性均显著高于血清 CEA。

1　材料与方法

　　 28例大肠癌患者 ,其中结肠癌 9例 ,直肠癌 19例 ,全部经病

理确诊。男 20例 ,女 8例 ,年龄 28～ 68岁 ,平均 48岁。均在手术前

及手术后 5～ 6 d空腹抽取胃液并抽血 ,同时送同位素科测定

CE A。取 8例胆囊切除及 4例粘连性肠梗阻患者的空腹胃液为对

照组测定 CEA。血液 CE A值已有阳性判断标准 ,故不再设对

照组。

2　结果

　　术前胃液及血清 CEA值均显著高于术后 ,见表 1。
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