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　　提　要　目的: 观察内毒素损伤内皮细胞过程中一氧化氮 ( NO )的变化及其意义。方法: 选择体外培养的

人脐静脉内皮细胞 ( HU V EC)为研究对象 ,分别用内毒素及硝基左旋精氨酸 ( LN N A )对之进行处理 ,并检测

其上清液中 N O-
2 /N O-

3丙二醛 ( M D A)含量及乳酸脱氢酶 ( LD H)活性变化。结果: L NN A可使内皮细胞 N O

合成降低 , M D A含量和 LD H活性下降 ,而 L PS组上述各项指标则明显上升。结论 :内毒素可导致内皮细胞 ,

N O增多并与氧自由基相互作用 ,从而引发内皮细胞损伤。

　　关键词: 内毒素 ;内皮细胞 ;一氧化氮

　　中图法分类号　 R329

　　研究表明 ,内皮细胞的损伤与内毒素的作用有密

切关系
[ 1, 2]

,但其机理尚未完全明确。NO既是一种信

使分子 ,又是一种毒性分子 [3 ]。炎性或免疫性刺激下产

生大量 NO,可与超氧阴离子 ( O2 )等氧自由基反应 ,生

成毒性更强的过氧亚硝基阴离子 ( ONOO
-
) ,是为 NO

毒性作用的主要机理。研究 NO对内皮细胞的毒性作

用有助于了解内皮细胞的损伤机理。

1　材料和方法

1. 1　静脉血管内皮细胞 ( HUV EC)培养及鉴定 [ 4]

　　常规培养人脐静脉内皮细胞。调整细胞浓度为 ( 1. 5～ 2)×

105 / m l,采用融合后 5 d～ 10 d的内皮细胞进行实验。抗辣根过

氧化物酶法 ( P AP)检测Ⅷ 因子相关抗原 ,倒置显微镜下观察见

培养细胞呈铺路石状相嵌单层排列。

1. 2　分组
　　将培养已融合 5 d～ 10 d的 HUV EC分为下列各组: ①正

常对照组 ( C1)组 ;②内毒素致伤组 ( L PS组 ): 加入 L PS使其终

浓度为 0. 4μg /ml;③ LN N A(硝基左旋精氨酸 , N O S抑制剂 )对

照组 ( C2组 ): 加入 L NN A使其终浓度为 100μmo l /ml;④ L P S+

LN N A处理组 ( LN组 ):同时加入 L PS和 L NN A,使其终浓度

分别为 0. 4μg /ml、 100μmol /ml。

　　上述各组在加入处理因素 4、 16、 24 h后 ,收获上清 ,贮于 -

30℃ ,待测。

1. 3　指标测定
　　 N O-

2 /N O-
3的测定: 参照 Green等 [3 ]的方法改进。M DA (丙

二醛 )测定: 采用南京建成生物研究所药盒 ,按其说明书进行。

LD H(乳酸脱氢酶 )测定:按常规生化法。

1. 4　统计学处理
　　所有数据以 x-± s表示 ,并用 EX CEL软件和 SPSS统计程

序包进行 t检验分析。

2　结果

2. 1　上清液中 NO-
2 /NO-

3 含量变化
　　 L PS可使 HUV EC上清 NO-

2 /N O-
3迅速上升 ( P < 0. 01) ,

然后逐渐回落至正常水平 ( 24 h) ; LN N A可抑制 L PS损伤组上

清 NO-
2 /N O3

-的升高 ,二组之间 4 h相差非常显著 ,之后二组

N O-
2 /NO3

-含量差逐渐减少 ,至 24 h基本恢复正常 ,见表 1。

表 1　培养上清液 NO-
2 /NO-

3含量变化 (CB /μmol L- 1 ) (x-± s)

Tab 1　 Changes of NO-
2 /NO-

3 in supernatant

(CB /μmol L- 1 ) ( x-± s )

Culture time( t /h )

Group

4 ( n = 6) 16 ( n = 6) 24 ( n = 6)

C1 4. 86± 1. 39 5. 01± 2. 36 5. 45± 3. 62

LP 10. 06± 2. 73 7. 31± 2. 58+ 6. 13± 2. 95

C2 2. 21± 1. 56+ 2. 89± 1. 36+ 3. 43± 2. 06

LN 5. 29± 2. 33# ** 4. 30± 1. 90+ * 5. 26± 1. 99

+ : P < 0. 05, : P < 0. 01 vs C1;# : P < 0. 05 vs C2;

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs L P

　* 　国家自然科学基金资助项目 , N o. 39470707,广东自然科学基金资助项目　 N o. G3- 960670
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2. 2　上清液中 M DA含量变化
　　正常 HU V EC加入 L PS后 , M D A含量立即迅速上升 ( P

< 0. 01)此后逐渐降低 ,至 24 h,相差仍然显著 ( P < 0. 05) ,同

时加入 L PS和 LN N A, 5 h后 ,能使 M D A含量显著下降 ( P <

0. 05) ,见表 2。

2. 3　上清液中 LDH活性变化

　　 HU V EC加入 L PS后 ,上清 LD H活性急剧进行性升高 ( P

< 0. 001) ,经 LN N A处理后 ,虽然 LD H活性远高于对照组 ( P

< 0. 01) ,但显著低于 L PS组 ( P < 0. 01) ,见表 3。

表 2　培养上清液中 MDA改变 (CB /nmol L- 1 ) (x-± s)

Tab 2　 Changes of MDA in supernatant
(CB /nmol L- 1 ) (x-± s)

Culture time( t /h )
Group

4 ( n = 6) 16 ( n = 6) 24 ( n = 6)

C1 3. 70± 1. 09 3. 82± 2. 36 4. 21± 1. 96

LP 7. 42± 1. 30 5. 31± 1. 79+ 5. 57± 3. 68+

C2 4. 52± 1. 36 4. 66± 2. 68 4. 96± 3. 27

LN 5. 56± 1. 78* 5. 34± 1. 85 4. 87± 2. 25

+ : P < 0. 05, : P < 0. 01 vs C1;* : P < 0. 05 vs L P

表 3　培养上清液中 LDH改变 (ρAμm- 1 ml- 1 ) ( x-± s )

Tab 3　 Changes of LDH in supernatant (ρAμm- 1 ml- 1 ) ( x-± s )

Culture time( t /h )
Group

4 ( n = 6) 16 ( n = 6) 24( n= 6)

C1 23. 68± 8. 25 36. 43± 11. 28 106. 52± 58. 69

LP 205. 28± 67. 25 273. 25± 103. 18 343. 69± 115. 27 

C2 18. 12± 11. 36 25. 42± 10. 27 89. 46± 37. 21

LN 125. 41± 36. 25# #** 172. 54± 56. 33# #** 206. 49± 85. 47# #**

 : P < 0. 01v s C1;# # : P < 0. 01 vs C2;** : P < 0. 01 vs L P

3　讨论

　　近年来的研究表明 , NO是一种具双重作用的信

使分子和毒性分子。NO在体内以 L-精氨酸作为底物 ,

在一氧化氮合酶 ( Ni t ric o xide sy nthase, NO S)催化下

反应而成。NO对机体的生理作用主要取决于刺激因

素的性质、强弱、剂量的大小、反应的部位 ,而血管内皮

细胞既存在诱生型一氧化氮合酶 ( Inducible ni t ric ox-

ide synthase, iNOS)活性 ,又存在原生型一氧化氮合

酶 ( Co nstitute ni tric oxide synthase, cNOS)活性 ,因

此 ,血管内皮细胞在调控 NO产生 ,发挥生理、病理作

用等方面起着重要作用。

　　生理条件下 ,血管内皮持续释放小剂量的 NO作

为信使分子 ,作用于紧邻的血管平滑肌 ,使后者处于一

定的舒张状态 ;此外 ,小剂量的 NO还能抑制血细胞粘

附 ,血小板聚集 [6 ]。这种条件下产生的 NO主要受

cNOS调控 ,影响因素为血流搏动 ,机械性牵拉 ,剪切

力等。当内皮细胞受到内毒素 ,白细胞介素 -1( IL-1) ,

肿瘤坏死因子 ( TN F)等为炎性因子作用时 ,诱导 iN-

O Sm RN A表达 , NO合成便大量增加。

　　实验结果表明 ,内皮细胞在正常情况下合成少量

NO,可能对于维持内皮细胞功能的稳定具有一定作

用 ;用内毒素脂多糖处理内皮细胞 4 h后 ,上清 NO
-
2 /

NO3
-
含量急剧增加 ,同时氧自由基的生成也增加 ,反

映内皮细胞损伤的指标乳酸脱氢酶 ( LDH)亦急剧增

加。LNN A是一种 NOS抑制剂 ,用 LNN A处理内皮

细胞 ,结果发现 , LNN A不仅能降低正常内皮细胞 NO

的合成 ,而且能明显降低内毒素损伤内皮细胞过程中

NO的含量 ,同时上清 M DA含量亦显著降低 , LDH亦

下降。实验虽然未能直接测定 ONOO
-的含量变化 ,但

LNN A抑制 NO增多的同时 , M DA减少 ,故推测 NO

和 M DA相互作用生成 ONOO
-
亦减少 ,在内毒素损

伤内皮细胞过程中 , NO自由基与氧自由基有某种相

互作用的关系 ,结果导致内皮细胞损伤。
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Changes of nitric oxide during cellular damage by endotoxin and its sig-

nif icance
*

Yang Zili, Wang Zhengg uo, Zhu Pei fang , Bai Tao, Wu Hen ( Resea rch Institute o f Field Surg ery , Daping Ho spital,

Third M ili ta ry M edica l U niv er sity , Cho ng qing , 630042)

　　 Abstract　Objecti ve: T he chang es o f nitric o xide ( NO ) during cellular damag e by endo toxin and its sig -

nificance wer e studied. Methods: After the cultured huma n umbilical v ein endothelial cells ( HU V ECs) w ere

handled with endo tox in and L NN A respectively , the co ntents o f N O-
2 /N O-

3 and M DA and the chang es of

LD H activity in its supernatant w er e dete rmined. Results: LN N A could inhibit the sy nthesis o f N O and de-

crease the co ntent of M D A and L DH ac tiv ity. Conclusion: The o ve rpro ductio n of NO induced by endo tox in

and the interaction betw ee n N O a nd ox y gen fr ee radicals might acco unt fo r the damag e of endo thelial cells.

　　 Key words　 endoto xin; endo thelial cell; nit ric ox ide

　* 　 This project w as suppor ted by National Natural Science Foundation of China　 No. 39470707
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　　检查: T 36℃ , P 65次 /min, R 18次 /min, BP 16 kPa /9

k Pa。眼球活动自如 ,瞳孔等大 ,对光反射灵敏。右眼数指 1 m ,左

眼视力 1. 2。外鼻向两侧隆起 ,鼻甲不大 ,鼻腔底部积有粘脓性

分泌物 ,鼻中隔中后部向两侧鼻腔膨隆 ,突起部与下鼻甲相触。

新生物表面光滑 ,触之质韧 ,不出血。鼻后孔镜下可见新生物充

满鼻咽腔 ,色红呈分叶状。鼻部 CT检查 ,见鼻腔后部起源于鼻

中隔后部有一约 4. 5 cm× 5. 6 cm大小之高密度边缘不规则之

包块影 ,间以小点状、片状低密度区 ,高低密度值分别为 1 179

Hu和 67 Hu。鼻中隔右偏 ,两侧后鼻孔堵塞 ,右侧鼻腔狭窄畸

形 ,左侧上颌窦内壁受推挤 ,向窦腔内突入 ,左上颌窦内下缘粘

膜肥厚。意见: 鼻中隔后端骨软骨瘤 ,左上颌窦炎。入院诊断:鼻

中隔新生物 (软骨瘤 )。

　　入院后眼科会诊。右眼数指 1 m ,左眼视力 1. 2,眼底检查右

眼颞侧乳头色淡 ,未见水肿及血管体征 ,左眼底 ( - )。诊断为右

眼视神经萎缩 ,球后段受压所致。5月 12日行气管切开并在全麻

下经腭径路行软骨瘤摘除术。摘除肿瘤总体积 7 cm× 6 cm× 3

cm。术后病理检查诊断为鼻中隔蝶窦软骨瘤 ,见图 1、 2。术后于 5

月 31日痊愈出院。随访 1年未见复发。

图 1　瘤组织由较成熟的透明软骨构成。呈不规则分叶状 ,基质稀疏或呈小泡沫状 ,并见有小片状钙盐沉着　 ( HE× 35)

图 2　肿瘤基质中见大小不等的陷窝 ,陷窝内可见数个瘤细胞 ,胞核多呈圆形固缩状 ,胞浆淡或呈空泡状　 ( HE× 100)

讨论
　　大的鼻中隔软骨瘤 ,需与高分化软骨肉瘤相鉴别。此病例

术中所见肿瘤边界清楚 ,无周边浸润现象。病史已数年 ,也无转

移征象。而高分化软骨肉瘤镜下见细胞比较丰富 ,特别是核的

异型性 ,染色质丰富深染。有作者 [1 ]认为二者鉴别主要由 3方面

考虑。首先细胞核的异型性 ,如双核增多 ,出现多核或巨核软骨

细胞等 ;其次观察肿瘤有无浸润宿主骨 ,如骨皮质消失 ,肿瘤性

软骨中心出现残存的皮质等 ;最后要参考临床肿瘤的大小和部

位 ,对位于近心端或体积大于 6 cm3者应警惕。该例软骨细胞分

化成熟可与高分化软骨肉瘤鉴别。

　　关键词　鼻中隔 ;软骨瘤

　　中图法分类号　 R739. 6
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