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　　提　要　目的: 探讨急性出血坏死性胰腺炎 ( AN P)时肺脏细胞间粘附分子 -1( ICAM -1)的表达与中性粒

细胞 ( PM N )肺脏聚集的关系以及肿瘤坏死因子α单克隆抗体 ( TN F-αM CAb)预处理对其的影响。方法: 采用

免疫组化技术和计算机图像分析系统检测 AN P时大鼠 ICAM -1的表达 ,以及应用 TNF-α M C Ab对肺脏 I-

CAM -1表达及 PM N肺脏聚集的影响。结果: AN P时 ICAM -1在肺组织中表达逐渐增强 , 12 h达高峰 ,与

PM N肺脏聚集呈显著正相关。应用 TN F-αM CAb预处理后在肺脏 ICAM -1表达明显减弱的同时 ,也减少了

PM N在肺脏的聚集。结论: AN P时 PM N在肺脏的大量聚集是建立在肺实质细胞 ICAM -1高表达的基础之

上 , TNF-αM C Ab通过抑制 IC AM -1在肺脏的表达 ,进而减少 PM N在肺组织中的聚集 ,对 AN P时肺组织起

保护作用。
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　　近年来 ,急性出血坏死性胰腺炎 ( AN P)时急性肺

损伤的发生与肺脏中性粒细胞 ( PM N)的大量聚集的

关系已引起人们极大关注。有实验表明 , PMN大量聚

集于肺脏是导致 ANP时肺实质细胞损伤、肺水肿形

成的关键 [ 1]。但 PMN如何聚集于肺脏的机制尚不清

楚。本实验利用大鼠 AN P并发急性肺损伤 ( ALI)模

型 ,通过观察 AN P时 PMN在肺脏的聚集和粘附分子

在肺实质细胞的表达改变 ,以及应用 TN F-αM C Ab

预处理对其的影响 ,探讨 AN P时肺脏细胞间粘附分

子 -1( ICAM -1)的表达与 PM N肺脏聚集的关系。

1　材料与方法

1. 1　实验动物和分组
　　 Wistar大鼠 (四川中药研究所提供 ) 110只 ,体重 ( 200± 20)

g ,雌雄不拘 ,随机分为 3组: 假手术组 (Ⅰ , 30只 ); ANP组 (Ⅱ ,

40只 )和 TN F-αM CAb预处理组 (Ⅲ , 40只 ) ,各组动物随机均分

入 1、 3、 6、 12、 24 h 5个时相点 ,即时活杀取材 ,检测有关指标。

1. 2　动物模型建立
　 　参照 M ilani等 [2]报道的模型稍加改进制作 ANP并 ALI

大鼠模型。TNF-αM CAb预处理组 (Ⅲ ): 在模型制作前 15 min

经鼠尾静脉注入 TNF-αM CAb( 5mg /kg ) ,第四军医大学免疫

教研室赠送 ) ,余同 AN P组 (Ⅱ ) ;假手术组 (Ⅰ ): 除胆管内不注

入 5%牛磺胆酸钠外 ,余同 AN P组。

1. 3　肺组织 ICAM-1表达检测

　　采用 ABC法 [3] ,结果由 CM IAS 007型真彩色医学图像系

统处理 , 40× 10视野下每一切片观察 5个视野 (待测组织须充满

整个视野 ) ,以积分光密度表示 IC AM -1表达的相对强度 ,取其

均值作为结果。

1. 4　肺组织中髓过氧化酶 ( M PO)活性测定

　　各组动物活杀后 ,取肺组织 0. 1 g ,按罗武生等 [4]建立的方

法测定。

1. 5　统计学处理
　　实验数据均以 x- ± s表示。采用华西医大 PEM S医用统计

程序包进行单因素方差分析。

2　结果

2. 1　肺组织中 IC AM-1的表达及分布

　 　假手术组 ICAM -1仅少量表达于肺血管内皮细胞 ( VEC)

及肺泡Ⅰ 型上皮细胞 ( PⅠ ) ,肺泡Ⅱ型上皮细胞 ( PⅡ )及平滑肌

细胞则不表达。AN P组 1 h,除肺血管内皮细胞及肺泡Ⅰ 型上皮

细胞表达增强外 ,在肺泡Ⅱ型上皮细胞及平滑肌也有较强表

达 ; 12 h不仅肺血管内皮细胞、肺泡Ⅰ 型上皮细胞广泛表达 ,肺

泡Ⅱ型上皮细胞及平滑肌细胞也大量表达 ,至 24 h仍保持此高

表达状态。TNF-αM C Ab预处理组肺组织 ICAM -1的表达部位

同 AN P组 ,但表达强度较 ANP组相应时间点明显减弱 ,结果

见表 1,图 1～ 2。

2. 2　肺组织 M PO活性变化

　　 AN P组 1 h肺组织中 M PO活性明显升高 , 6～ 12 h达高

峰 , 24 h有所下降 ,但仍显著高于假手术组 ( P < 0. 01)。 TN F-α

M CAb预处理组在模型制作后 6 h明显增高 , 12 h达高峰 ,尔后

减少 , 24 h仍高于假手术组 ,但其 M PO活性升高幅度较 ANP

组相应时间点显著降低 ,结果见表 2。
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表 1　肺组织 ICAM-1免疫组化积分光密度变化

Tab 1　 Changes of integrating optical density of lung tissue ICAM-1

Tim e af ter AN P
Group

1 h 3 h 6 h 12 h 24 h

Ⅰ 526. 6± 182. 8 571. 0± 165. 8 621. 7± 191. 4 578. 5± 202. 9 539. 7± 189. 3

Ⅱ 873. 4± 149. 0* 1710. 6± 418. 9** 2275. 8± 578. 4** 4336. 2± 719. 9* 4587. 7± 795. 5**

Ⅲ 582. 5± 175. 8△ 784. 7± 178. 4△△ 923. 4± 367. 5* △△ 1901. 2± 561. 9** △△ 2182. 3± 566. 5** △△

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs Ⅰ ;△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs Ⅱ

图 1　 ANP组 12 h,肺血管内皮细胞 、肺泡Ⅰ 、Ⅱ型上皮细胞、血管平滑细胞 ICAM-1表达强阳性　 ( ABC× 200)

Fig 1　 Intense staining for ICAM-1 was found on VEC、 PⅠ 、 PⅡ and smooth muscle cells 12 h after ANP　 ( ABC× 200)

图 2　 TNF-αMCAb预处理组 12 h,肺小静脉壁及肺泡上皮细胞 ICAM-1表达阳性　 ( ABC× 400)

Fig 2　 In animals pretreated with TNF-αMcAb up-regulation of ICAM-1 was blocked, note the positive

staining in venules and alveolar epithelial cells　 ( ABC× 400)

表 2　肺组织 MPO活性的变化 (U)

Tab 2　 Changes of lung tissue MPO (U)

Tim e af ter AN P
Group

1 h 3 h 6 h 12 h 24 h

Ⅰ 1. 42± 0. 62 1. 31± 0. 58 1. 22± 0. 71 1. 68± 0. 80 1. 47± 0. 57

Ⅱ 2. 05± 0. 79* 2. 14± 0. 60** 4. 22± 0. 80** 7. 71± 0. 73** 7. 62± 1. 05**

Ⅲ 1. 13± 0. 62△ 1. 18± 1. 63△ 2. 98± 1. 04** △ 3. 43± 1. 13** △△ 3. 31± 1. 26** △△

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s Ⅰ ;△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vsⅡ

2. 3　肺组织 IC AM-1表达与 M PO活性变化的相关性

分析

　　实验组肺组织 M PO活性变化与肺组织 ICAM -1表达量均

呈显著正相关 ( ANP预处理组: r = 0. 9465, P < 0. 01; TN F-α

M CAb组: r = 0. 8287, P < 0. 05)。

3　讨论

　　形态学观察发现 , AN P并发 ALI时 ,肺脏总有大

量的 PMN聚集
[ 5 ]。聚集的 PMN ,一方面机械性堵塞

毛细血管致微循环障碍 ,另一方面释放大量的毒性介

质 ,是导致急性肺损伤发生的关键 [1, 5 ]。组织中 M PO

活性可以反映 PM N在组织的滞留数量
[4, 6 ]

。本实验结

果显示: AN P组模型制作后 ,肺组织中 M PO活性较

假手术组显著增高 ,且与肺损伤程度变化呈一致趋势。

应用 TNF-αM CAb预处理后 ,肺中 PMN聚集明显减

少 ,肺损伤程度也明显减轻 ,结果进一步证实 , AN P时

肺脏大量聚集的 PMN在急性肺损伤的发生中起十分

重要的作用。

　　 PM N浸润组织 ,必需先与血管内皮细胞相粘附 ,

继而迁移至组织中 ,其机制在于 PM N与血管内皮细

胞表面表达的粘附分子的相互作用
[ 6]

。ICAM -1是粘附

分子免疫球蛋白超家族成员 ,近年来引起人们关注的

原因是: ①通过在血管内皮细胞上的表达 ,具有较强趋

化白细胞的作用 ,在组织中过度表达导致 PMN在组
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织中的大量聚集 ,从而加重组织损伤
[7 ]

;② IC AM-1在

肺泡上皮细胞的表达有助于 PMN和巨噬细胞与肺泡

上皮细胞的粘附 ,并保留于肺泡腔内 ,而白细胞与肺泡

上皮细胞的粘附有利于白细胞对肺泡上皮细胞产生损

伤作用 [ 8] ;③用抗 ICAM -1单抗可阻止白细胞与靶细

胞的结合 ,减轻过度激活的白细胞对组织的损伤作

用 [9 ]。本实验结果显示: 假手术组大鼠 ICAM-1仅少量

表达于肺血管内皮细胞及肺泡Ⅰ型上皮细胞 , AN P组

ICAM -1不仅在血管内皮细胞、肺泡Ⅰ 型上皮细胞上

广泛表达 ,且在肺泡Ⅱ型上皮细胞和血管平滑肌细胞

上也大量表达 ,肺组织中 ICAM -1高表达与 PM N的

聚集程度呈显著正相关。上述表明 , PM N在肺脏的大

量聚集是建立在肺实质细胞 IC AM-1高表达的基础

上。ICAM -1在肺组织中的表达增强 ,一方面通过与其

配体即表达于 PM N表面的 CD11 /CD18相结合有助于

PM N与血管内皮细胞相粘附 ,促使 PM N移行于血管

外 ;另一方面 PMN与靶细胞粘附结合后 ,形成了

PM N与靶细胞之间的一个较紧密且相对稳定的微环

境 ,此微环境有利于 PMN释放的毒性介质在局部保

持较高浓度 ,从而对靶细胞发挥有效的毒性作用
[9 ]

。

　　急性肺损伤时 ,诱导 IC AM-1表达的因素很多 ,其

中 TN F-α对于 ICAM -1表达的调节具有至关重要的

意义
[10 ]

。本实验在动物模型制作前预先应用 TN F-α

M CAb后发现 ,肺内 ICAM -1的表达及 PM N肺脏聚

集较 AN P组均大量减少 ,且肺损伤程度亦明显减轻。

表明: TN F-αM CAb具有抑制 IC AM-1表达的作用 ,

从而减少 PMN在肺中的聚集 ,对肺组织起保护作用。

有鉴于此 ,我们认为 ,应用粘附分子单抗直接阻断

PM N与血管内皮细胞相粘附及 PMN在肺脏的聚集 ,

可能会更有效地防治 AN P时急性肺损伤的发生。
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Expression of intercellular adhesion molecule-1 in the lungs during acute

hemorrhagic necrotic pancreatitis in rats and the effect of TNF-αMCAb

on it
Luo Kunlun, He Zhengping, Li Kun, Duan Hengchun, Ma Kuansheng ( Depar tment o f Hepatobiliary Surge ry , South-

w est Hospital, Third Milita ry M edical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explor e the r ela tionship betw een po lymo rphonulcear neutrophil ( PM N ) accu-

mulation and th e expression o f inte rcellula r adhesion molecule-1 ( ICAM -1) in the lung s during acute hemor-

rhagic necr o tic pancr ea titis ( AN P) and investiga te the effects of pr etrea tment with tumo r necro sis facto r

monoclonal antibody ( TN FαM CAb) on them. Methods: The ra ts w ere randomized into two g r oups: one with

pret reatment of TN FαM CAb and the o ther without. Af ter the model of ANP w as established in ra ts, im-

munohistochemist ry and compute ri zed image ana ly sis w er e used. Results: In the rats without pretr eatment of

TN FαM C Ab, the expr ession o f ICAM -1 in the lung s was g radually enhanced and reached its peak a t th e 12th
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h. This expression w as significantly co rr ela ted with PM N accumulation. In tho se with

pret reatment o f TN FαM C Ab, both the expression of ICAM -1 and PM N accumula tion in the lung s w ere de-

pressed. Conclusion: PM N infiltra tion in the lung s is ba sed on inc reased expression of IC AM -1. TN FαM CAb

decr eases th e PM N accumulation in th e lungs th rough inhibiting the expression of ICAM -1, which suggests

that TNFαM CAb can protect the lung s during AN P.

　　 Key words　 acute panc reatitis; po lymorphonuclea r neutr ophil; inter cellular adhesion molecule-1; rat

　　 (上接 425页 )

1. 2　阿莫西林-乙基纤维素缓释微囊的制备 [1 ]

1. 3　阿莫西林的血药浓度测定
1. 3. 1　仪器有色谱条件　　美国贝克曼高效液相色谱仪 , 125

双流泵 , 166紫外检测器 ( ODS柱 5 u, 4. 6 mm× 25 cm)流动相:

甲醇: pH6, 8 PBS( 18 82) ,检测波长 229 mm,流速 0. 5 ml /min,

柱压 1. 745 k Pa。

1. 3. 2　血样处理方法　　精密吸取血浆 0. 5 ml于 1 ml塑料离

心管中 ,加入 0. 1 m l阿莫西林 ( 100μg /ml)和 200 μl甲醇混合

后 , 15 000 r /min离心 3 min,取上清液 20 μl进样。

1. 3. 3　标准曲线　 　精密配制 0, 50, 100, 300, 500, 700, 900

μg /ml的系列 Amox ioillin血浆标准液 ,按上述 1. 3. 2操作 ,在

0～ 900μg /ml浓度范围内 ,样品峰高与血浆药物浓度回归 ,线

性关系良好回归方程为 H= 0. 0145+ 0. 0086 c,r= 0. 9999。

1. 3. 4　回收率和精密度　 　精密称取阿莫西林标准品适量 ,

加入空白血浆 ,制成 200、 400、 800μg /ml的血浆标准液按 1. 3. 2

处理后进行测定 ,平均回收率为 ( 100± 1. 39)% ,一日内重复 5

次 ,得日内精密度 ,每天测 1次 ,持续 5 d得日间精密度 ,日内

RSD分别为 2. 06% , 2. 14%和 1. 88% ; 日间 RSD分别为

1. 45% , 2. 04%和 2. 18% 。

1. 4　生物利用度与药代动力学参照文献 [2 ]进行

　　 8名健康受试者 ,男性 ,体重 50～ 55 kg ,年龄 20～ 30岁 ,受

试者经体检证实肝、肾功能、血、尿常规及心电图均正常 ,近期

内未服用其它药物 ,采用自身对照法 :受试者先后服用阿莫西

林普通胶囊及自制的微囊 ,两次给药间隔 1周 ,受试者避免剧烈

运动 ,禁烟茶 ,实验当天由实验室提供统一低脂肪饮食 ,受试者

空服口服服阿莫西林普通胶囊或微囊 500 mg ,普通胶囊于服药

后 0. 5、 1、 1. 5、 2、 2. 5、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 10 h,微囊于服药后 1、 2、 3、

4、 5、 6、 7、 8、 10 h取静脉血 2 ml,肝素抗凝 ,离心后取血浆 0. 5

ml,于 - 20℃保存待测 ,数据处理采用 3P87软件求算药动学参

数 ,用梯形面积法计算药 -时曲线下面积 ( AUC):

相对生物利用度=
AUC微囊
AUC胶囊

2　结果

　　 8例健康志愿者口服 Amox icillin胶囊和微囊 500 mg后 ,血

药浓度经 3P87软件拟合处理 ,符合一室开放模型 ,得到的药物

动力学参数见表 1。微囊的相对生物利用度为 78. 15% ±

10. 29% ,两种剂型的药物动力学参数 Ka , Ke , T1 /2, Cmax ,

Tmax差异均显著 ( P < 0. 05) ,微囊与普通胶囊相比血药浓度

明显推迟 ,半衰期延长 ,但生物利用度不及普通胶囊。

表 1　口服 Amoxicillin普通胶囊和微囊的药代动力学参数 (x-± s )

No Ka( /h) Ke( /h ) T1 /2( h ) Cmax(μg /ml) Tmax (h ) AUC(μg h /ml ) F(% )

1 6. 48± 2. 67 0. 48± 0. 66 1. 16± 0. 25 8. 15± 1. 79 0. 89± 0. 16 1040. 2± 14. 99

2 1. 06± 0. 19 0. 29± 0. 04 2. 48± 0. 54 5. 78± 1. 45 2. 18± 0. 23 635. 2± 2. 1 78. 15± 10. 29

3　讨论

　　本研究应用 HPLC外标法测定 Amoxicillin的血药浓度 ,

其灵敏度高 ,变异系数小 ,专属性强 ,血样经分离血浆沉淀蛋白

后直接进样 ,方法简单易行。

　　 HPLC法分析血浆中羟氨苄常和高氯酸 ,三氯乙酸或乙晴

沉淀蛋白 ,但羟氨苄经高氯酸 ,三氯乙酸处理后 ,其内酰胺环破

裂分解成没有活性的青霉素酸 [2] ,不能直接检测原型羟氨苄 ,

用甲醇作沉淀剂可直接定量原型羟氨苄的浓度。

　 　单剂量口服 Amox icillin普通胶囊与微囊后 ,体内过程符

合一室开放模型 , Cmax分别为 ( 8. 15± 1. 79) μg /ml和 ( 5. 78±

1. 45) μg /ml, AUC分别为 ( 1040. 2± 14. 99) μg h /ml和 ( 635.

2± 2. 1) μg h /m l,微囊的相对利用度为 ( 78. 15± 10. 29)% ,可

能受制剂工艺的限制 ,所得微囊粒径在 250～ 850 nm之间 ,颗

粒不如普通胶囊粉末精细、均一 ,导致机体吸收不理想 ,因此制

剂工艺有待进一步提高。

　　关键词　阿莫西林 ;微囊 ;生物利用度 ;药物动力学
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