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　　提　要　目的:研究地塞米松对活化补体介导的 PMN功能损害的保护作用。方法: 用酵母多糖活化人

血清 ( ZAHS)作用于人体外 PMN及小鼠体内 PMN,选择地塞米松 ( Dex )起显著保护作用的浓度和时间 ;进

行体内、外保护效能试验。结果: ①低剂量 Dex ( 0. 08μg /ml)预处理 ,对极效量 ZAHS导致正常人、鼠 PMN功

能损害无明显保护作用 ;大剂量 Dex ( 1. 2～ 1. 6μg /ml)在 PMN应激后的第 5小时前表现出明显保护作用 ( P

< 0. 05) ,但此后却使 PM N细胞死亡、脱落 ;中等剂量 Dex ( 0. 4～ 0. 8μg /ml)能使 PM N的 ICBA、 O-2和 SG

三项指标水平均显著高于实验组 ( P < 0. 05);② Dex在小鼠体内保护效能同体外实验基本一致 ;③ Dex的临

界保护剂量: 0. 4μg /ml(体外 )或 2. 5μg /20 g鼠 (体内 ) ,它对 PMN杀菌力的保护效能分别为 25. 03% (体外 )

和 19. 05% (体内 )。结论:中等量 Dex ( 0. 4～ 0. 8μg /ml)对体外 PM N的预处理 ,能显著而安全地保护 ZAHS

所激化的 PMN的胞内杀菌功能。鼠体内的情况基本同体外一致 (体内 Dex剂量为 2. 5μg /20 g小鼠 , ZAM S

为 0. 5 m l /20 g小鼠 )。
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　　体内外实验研究表明
[1 ]
,在大、中剂量旁路活化补

体碎片持续作用下 PMN胞内氧自由基和溶酶体酶等

杀菌致炎物质可大量排放并消耗殆尽 ,这使胞内杀菌

力 ( Int racellular bactericidal acitv ity, ICBA)在吞噬

细菌之前已明显降低 ;抗人 C3、 C5血清能阻断补体碎

片对 PMN有害作用
[1 ]
。氧自由基清除剂能减轻补体

激活 PMN所产氧自由基对 PMN自身和肺血屏障的

损伤 [2 ] ;而糖皮质激素在这方面的作用尚未见报道。本

研究旨在用体外实验证明论题并找到 Dex作用的最

佳剂量 ,在小鼠体内验证上述结果并观察肺内病变。为

进一步研究烧 (创 )伤病人并发感染的防治提供实验

依据。

1　材料和方法

1. 1　指标观测技术
1. 1. 1　 ICBA的观测　　参照文献 [ 3]方法进行。

1. 1. 2　 O-
2 ( Supero xide ions)的测定　　参照文献 [ 1 ]方法进

行。

1. 1. 3　 SG( Specific Granule )　　按文献 [ 3]方法进行。

1. 1. 4　常规病理检验　　活杀小鼠 ,定点采集肺组织样品 ,常

规光镜和电镜病理检查。

1. 2　 Dex的体外保护实验

1. 2. 1　 ZAHS( Zymosan-ac tiv a ted human serum)损害人 PMN

功能的实验模型　　按文献 [1 ]方法进行。

1. 2. 2　 Dex (上海第十二制药厂 )最佳保护浓度及其作用时间

的选择　　以 Dex的 6个工作浓度 ( 0. 00; 0. 08; 0. 40; 0. 80;

1. 20; 1. 60μg /ml)及其 6个作用时间 ( 1, 2, 3, 4, 5, 6 h)交叉组成

36个保护观测点。先向 6组 PMN单层培养小室分别加不同浓度

的 Dex 0. 02 ml, 5 min后各点均再加 ZAHS 0. 05 ml;然后按不

同时间观测每个室内 PMN细胞的 ICBA、 O-2和 SG的水平 ,每

个指标重复测 10次求平均值。试验结果为 0. 4 μg /ml× 6

　　　　　　　h。

1. 2. 3　 Dex的体外监界保护效能实验　　实验组 (每培养小

室加 1640培养液 0. 02 ml, ZAHS 0. 05 ml);保护组 (加工作浓度

为 0. 4μg /ml的 Dex 0. 02 ml, 5 min后再加 ZAHS 0. 05 ml) ;

Dex对照组 (加工作浓度为 0. 4μg /ml的 Dex 0. 02 ml, 5 min后

再加正常人血清 0. 05 ml) ;正常 PMN对照组 (加 1640培养液 0.

02 ml, 5 min后加正常人血清 0. 05 ml)。每组 20例 ,作用 6 h后

测定上述三项指标。

1. 3　 Dex在小鼠体内的监界保护效能实验

　　 BALB /C小鼠 ( 20± 3 g ,第三军医大学动物中心 ) ,随机分

为四组 ,每组 20只。实验组: 每只小鼠经尾静脉注射 ZAHS 0. 5

ml, 6 h后取肺组织块洗出细胞并用直接贴片法制成 PM N单

层培养 ;保护组: 尾静脉注射 Dex 2. 5μg , 5 min 后再静注

ZAHS 0. 5 ml、 6 h;均观测上述各指标。 Dex对照组 ,只注射

Dex 2. 5μg;正常对照组 ,不注射任何试剂和药物。

1. 4　统计分析
　　原始数据均换算成归一百分数 ;然后作 ICBA与 O-

2 /SG

相关分析及单因素方差分析 ,以 P < 0. 05为相差显著标准。

2　结果

2. 1　体外试验中 , Dex预处理剂量对应激 PMN活性

指标动态的影响

　　图 1, 2, 3所示结果表明:①当 Dex预处理剂量为 0时 ,后序

ZAHS处理的 PM N的 ICBA和 O-2水平均先升 ( 2 h)后降 ,而
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SG的水平则只降无升。②较大的预处理剂量 ( 1. 2～ 1. 6μg /

ml)对 PMN的 ICBA和 O-
2和 SG水平的保护作用在 4～ 5 h前

最为显著 ( P < 0. 05) ,但 PM N在第 4～ 5 h以后死亡脱落。③

中等预处理剂量 ( 0. 4～ 0. 8μg /ml)能把 O-
2的水平始终保持在

次正常的水平 ( > 0. 9, < 1. 0) ,对 ICBA的次之 (> 0. 7, < 0. 9) ,

对 SG的再次之 ( > 0. 5, < 0. 7) ;虽然未能把上述指标提高到正

常水平 ,但仍显著高于实验组的指标测值 ,而且不会使应激

PMN 死亡。 0. 4和 0. 8 μg /ml的药 物浓度 保护效 能显

著且安全。经 Dex保护后 , ICBA与 SG和 O-2测值相关非常显著。

图 1　 Dex预处理剂量 (μg /ml)对经 ZAHS

激化 PMN的 ICBA的影响

Fig 1　 Effects of dif ferent doses of pre-treating dex-

amethasone (μg /ml) on the ICBA of ZAHS ac-

t ivated PMN

图 2　 Dex预处理剂量 (μg /ml)对经 ZAHS

激化 PMN的 SG的影响

Fig 2　 Effects o f different doses o f pre-trea ting dex-

amethasone (μg /ml) on the SG of ZAHS acti-

va ted PMN

图 3　 Dex预处理剂量 (μg /ml)对经 ZAHS

激化 PMN的 O-2的影响

Fig 3　 Effects of differ ent do ses o f pre-treating dexame tha-

sone(μg /ml) on the O-2 o f ZAHS activ a ted PMN

2. 2　 Dex在体内、外的临界保护效能
　　表 1, 2的结果表明: ①所用临界剂量的 Dex在体内外对正

常 PMN无副作用。②所用极效剂量 ZAHS( ZAHS) ,在体内外

都能使正常人、鼠 PM N的活性在应激 6 h后显著降低 ( P <

0. 05)。③临界剂量 Dex预处理体外人 PMN 5 min,能显著减轻

后序 ZAHS极效用量对三个指标的有害作用。④ Dex在鼠体内

的临界保护效能结果基本与体外实验相同。

表 1　 Dex在体外的临界保护效能

Tab 1　 The critical protect ive ef f icacy of

dexamethasone in v itro

Group O-2 ( ANBT
-

567nm ) SG( 100 PMN) ICBA%

Norma l ( 20) 24. 09± 2. 96 756. 97± 76. 33 76. 42±4. 51

Dex control ( 20) 24. 71± 2. 76 783. 73± 71. 02 75. 74±4. 69

Experimental ( 20) 16. 81± 2. 93 201. 44± 32. 01 39. 65±2. 64

Prot ec ted ( 20) 22. 84± 2. 44* 386. 19± 46. 82** 58. 78±3. 48

* : P < 0. 05v s experimental g roup;

** : P < 0. 05v s normal o r dex contr ol g roup

表 2　 Dex在小鼠体内的临界保护效能

Tab 2　 The crit ical protective ef f icacy of dexamethasone

in vivo in mice

Group O-2 ( ANBT
-

567nm ) SG( 100 PMN) ICBA%

Norma l ( 20) 11. 42± 1. 48 674. 91± 64. 19 77. 76±3. 42

Dex control ( 20) 11. 89± 1. 69 659. 27± 61. 32 77. 46±4. 28

Experimental ( 20) 7. 28± 0. 98 354. 61± 30. 57 50. 11±3. 58

Prot ec ted ( 20) 9. 97± 0. 90* 498. 03± 51. 52** 65. 28±2. 83**

* : P < 0. 05v s experimental g roup;

** : P < 0. 05v s normal o r dex contr ol g roup
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2. 3　 Dex对小鼠肺组织病变的保护作用
　　实验组小鼠肺部病变。光镜: 小血管内 PMN聚集 ;肺间质

内 PM N浸润 ;局灶性肺气肿和肺萎陷 ;部分肺间质和肺泡有不

同程度肺水肿 ;且有片状出血。电镜: PMN中 SG数目减少且密

度降低 ;肺泡腔有出血 ,Ⅱ型上皮细胞脱落 ,表面绒毛减少 ;血

气屏障模糊 ,Ⅰ 型上皮细胞有肿胀现象。保护组鼠肺病变。光电

镜下: 上述病变明显减轻。

3　讨论

　　不同剂量糖皮质激素 ( Glucoco rticoid, GC)对

PMN杀菌力的影响:多数作者认为 GC不影响 PMN

的完全吞噬功能。但 Takao Nohmi等
[4 ]发现生理剂量

的 GC就能削弱 PMN对白色念珠菌生长的抑制能

力。本研究预试验结果表明 ,生理或药用浓度的 Dex

( < 2μg /ml )对单层培养 PMN的 ICBA、 O
-
2和 SG均

无明显影响 ; 10～ 20μg /m l浓度的 Dex持续作用 3 h

对 PMN的 ICBA和 O
-
2有轻度抑制作用 ,而对 SG无

明显改变 ; > 10μg /m l的药物浓度作用 7 h后对 PMN

的功能有明显抑制作用。Dex剂量与其对应激 PMN

杀菌力的保护效能之间存在明显的量效相关:

　　 Dex对补体介导的 PMN功能损害的可能原因有

两方面: ① Dex对动物细胞内、外膜 ,特别是溶酶体膜

有直接稳定作用 ,这就减少了由补体刺激的 PMN过

度释放杀菌且能致炎的物质。Goldstein等 [5 ]的实验证

明 , GC预处理能抑制先经细胞松驰素 B处理的人

PMN在受 C5α调理时的溶酶体酶的分泌。本研究的实

验结果 ,见图 2,表 1, 2,证明 Dex保护组 PMN胞内 SG

的水平显著高于实验组的水平。此外 , GC还可能影响

C5α等与 PMN膜上相应受体的结合 [ 6]。Dex预处理能

抑制应激 PMN的呼吸爆发 ,原因可能是它能阻止葡

萄糖 继续 进入细 胞 [ 7] ; 它能 使 PMN 脂 皮素 -1

( Lipoco rtin-1)的表达增强 ,再通过脂皮素-1对 PLA2

的调节作用
[8, 9 ]
削弱花生四烯酸的代谢。以上提示 , GC

不仅保护非氧依赖性杀菌致炎物质过度释放 ,而且对

氧依赖性杀菌致炎物质的释放也有一定的抑制作用 ,

见表 1, 2。
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Protective effects of dexamethosone on complement-induced damage of

polymorphonuclear neutrophils
Zhang Kebin, Wang Zhengqing , Liu Qifu, Zhou Shanzhang ( Depar tment of M icrobiolog y, Third M ilitar y Medical Uni-

ver sity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the pro tec tiv e effects o f dexamethosone on damage of po lymor-

phonuclea r neutrophils ( PMNs) induced by the activa ted complement. Methods: The zymosan-ac tiv a ted hu-

man serum ( ZAHS) w as added to mono lay er cultur e o f human PMNs and injected into the murine body to de-

termine the optima l pro tectiv e do se and time o f dexamethasone and test its pr otectiv e efficiency in vivo and in
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v itro . Results: 1) Pr etrea tment of low dose of dexamethasone ( 0. 08μg /ml) could no t exe rt

significant pro tectiv e effects on ZAHS-disturbed PMNS while that o f high dose o f dexamethasone ( 1. 2～ 1. 6

μg /ml) could within 5 hours af ter tr ea tment ( P < 0. 05) . How ever , th e la tter soon caused the death and

falling off o f PM Ns. Pret reatment of middle do se o f dexamethasone ( 0. 4～ 0. 8μg /ml) could preserv e ICBA,

O-
2 and SG to lev els significantly highe r than tho se in the experimental g r oup ( P < 0. 05) . 2) The protectiv e

effects ex erted in the murine body w ere consistent with those in v itro . 3) The critical pr otectiv e do se o f dex-

amethasone w as 0. 4 ( g /mlin vitro o r 2. 5μg /20g in vivo and its pro tectiv e efficiency to ICBA w as 25. 03% in

v itro o r 19. 05% in v ivo . Conclusion: Pretr eatment of PMNs with middle dose of dexame tha sone can signifi-

cantly and safely pro tect ICBA o f PMNs fr om the disturbance of ZAHS.

　　 Key words　 dexamethasone; complement; bactericidal; super ox ide ion; specific g r anule

高血压病线粒体基因突变的研究
 

Mutation of mitochondrial genes in hypertension
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医院野战外科研究所第四研究室 )重庆 , 400042

　　首先以高血压鼠 ( SHR)为研究对象 ,用差别杂交法筛选正

常人心脏 cDN A文库的部分 cDNA克隆 ,得到心钠素基因和多

个线粒体基因。Nor thern Blo t证实它们均在 SHR心肌中高表

达 ,线粒体基因中包括编码细胞色素 C氧化酶亚单位 1和 AT-

Pase 6基因的克隆。用 PC R-SSCP方法分别对细胞色素 C氧化

酶亚单位 1基因和 ATPase 6基因进行基因突变分析 ,发现 SHR

和正常大鼠心肌线粒体细胞色素 C氧化酶亚单位 1基因无构象

差异 ,而 AT Pase 6基因构象有明显差异。通过测序 ,发现 AT-

Pase 6基因 8701位碱基由 G突变成 A( G8701A) ,编码的第 59位

氨基酸由丙氨酸变成苏氨酸 ; 8708位碱基由 A突变成 G

( A8708G) ,编码的第 61位氨基酸由组氨酸变成精氨酸。同时测

序发现 SHR肝脏、脾脏线粒体 ATPase 6基因中只有 G8701A

突变 ,而 8708位正常。由于 ATPase 6基因是 ATP酶复合物的

重要组成部分 ,心脏又是高血压病的靶器官 ,由此认为 ATPase

6基因突变很可能与高血压病 (心肌肥厚 )有关 , G8701A突变可

能发生在血压增高之前 ,是引起高血压病心肌肥厚的始动因

素 ,而 A8708G突变可能是血压增高后对心脏靶器官的影响而

引起的。这些基因突变均导致编码氨基酸的变化 ,这种变化可

能引起 ATPase活性变化 ,引起心肌肥厚和导致心肌收缩力改

变 ,成为引发高血压的原因之一。而高血压后的心肌高代谢需

要更多能量 ,这可能是引起 ATPase 6基因进一步突变的原因。

　　在对 SHR检测的基础上 ,进一步用 PCR-SSCP和 Se-

quencing方法检测了正常成人、高血压病和冠心病心肌梗塞各

6例患者的外周血白细胞线粒体 ATPase 6基因 ,同样发现 AT-

Pase 6基因在 4例高血压和 1例冠心病心肌梗塞患者中存在构象

改变。测序发现高血压病患者 ATPase 6基因 8584位碱基由 G

突变成 A( G8584A ) ,编码的 20位氨基酸由丙氨酸变成苏氨酸。

这一变化与 S HR线粒体 ATPase 6基因改变相一致。冠心病心

肌梗塞 1例 ATPase 6基因 8575位由 C突变成 T ( C8575 T) ,但编

码的氨基酸仍为亮氨酸 ,为同义突变。对高血压鼠与临床高血

压病人研究结果的一致性 ,提示 G8584A突变很可能在高血压

病心肌肥厚的发生发展中具有意义 ,并可能是高血压病的特异

性改变。

　　关键词　　高血压 ;冠心病 ;线粒体 ;基因突变 ; ATPase 6

　　中图法分类号　 R541. 3
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