
利于生长与在其它载体上培养情况不一致。如前所述 ,

选择滤膜为载体具有优越性。这种模型可直接用于: ①

单层内皮细胞的通透性研究。②内皮细胞分泌的物质

可通过滤膜微孔 ,故可做联合培养 ,以同时观察两种细

胞的相互作用。③因滤膜较玻片软 ,电镜制样中可直接

用于包埋、切片 ,便于原位观察细胞间的相互关系。本

室已采用这种模型进行了一些研究。如缺氧对肺动脉

内皮细胞的通透性影响 ;缺氧时肺动脉内皮细胞与平

滑细胞的相互作用机制等。这些实验稳定性较好。本方

法适用于不同孔径需要的滤膜内皮单层培养 ,也可作

为其它细胞滤膜培养的基础。

　　关键词　血管内皮细胞 ;细胞培养

　　中图法分类号　 R329. 2
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内皮素 -1在内毒素对肝血流量影响中的作用

Effect of endothel in-1 on endotoxin inf luenced hepatic blood flow

刘宝华 　陈惠孙  　 王代科　 胡德耀** 　 杨恒文** 　　 (第三军医大学附属大坪医院普通外科 )重庆 , 630042

　　提　要　目的: 观察内皮素 -1( ET-1)在内毒素对肝血流量影响中的作用。方法: 选用 Wistar大鼠 20只 ,

分为对照组 ; ET-1组: 4μg kg- 1 ;内毒素组: 10 mg kg- 1内毒素 ;内毒素+ ET-1抗体组: 10 mg kg- 1内毒素和

1 2 000 ET-1抗体 0. 4 ml 只 - 1。采用氢气清除法观察肝血流量。结果:内毒素和 ET-1均能使肝血流量降低 ,

其中 ET-1作用较强 ,持续时间较长。ET-1抗体能部分拮抗内毒素所致肝血流量降低作用。结论: ET-1参与了

内毒素所致的肝血流量降低作用。

　　机体对致炎物质的反应十分复杂 ,涉及神经、体

液、内分泌等许多系统 ,目前认为最重要的是免疫系统

和血管内皮细胞系统 [1 ]。内皮素-1( Endo thelin-1, ET-

1)是血管内皮细胞分泌的最强的缩血管因子 ,以自分

泌、旁分泌的方式调节局部血管紧张度 ,参与局部循环

稳定的维持 [2 ]。本实验采用氢清除法观察内毒素对肝

血流量的影响 ,以及 ET-1在内毒素对肝血流量影响中

的作用。

1　材料和方法

1. 1　材料
　　大肠杆菌内毒素 ( O111 B4 )、内皮素 -1 ( Endo thelin-1,

por cine sequence)购自美国 Sigma公司。内皮素 -1抗体 ( E T-1

an tibody)购自英国皇家医学院。末梢组织血流仪 ( PHG-300日本 )。

1. 2　动物的准备及分组
　　取 W ista r大鼠 20只 ,体重 250 g～ 280 g雌雄不拘 ,每组 5

只。实验前禁食过夜 ,自由饮水。1. 5%戊巴比妥钠 30 mg kg- 1

腹腔注射。动物麻醉后 ,分组如下: ①生理盐水对照组 ( C组 ) ;

②单纯内皮素 -1组 ( ET-1组 ): 4μg kg- 1;③单纯内毒素组 ( LPS

组 ): 10 mg kg- 1内毒素 ;④内毒素+ ET-1抗体组 ( LEA组 ): 10

mg kg- 1内毒素和 1 2000 ET-1抗体 0. 4 ml 只 - 1。

1. 3　实验方法 [ 3]

　　麻醉后动物仰卧位固定于实验架上 ,行气管切开插管。腹

部正中切口 ,长约 3 cm,显露右侧肝脏。参考电板置于腹部切口

左侧皮下。记录电极针于距肝右叶下缘的 0. 5 cm,斜行 45°,插

入约 1 cm。电极固定稳定 10 min后 ,经气管插管进行人工呼吸 ,

控制频率为 40 bea t /min。开始吸入氢气进行肝血流量 ( Hepa tic

blo od flow , HBF )测定 ,氢气浓度为 20%。用末梢组织血流仪记

录氢气清除曲线。根据该仪器提供的血流量计算方法 ,将记录

氢气清除曲线 ,经半对数转换 ,求出半衰期 ( l
1
2

)。根据下列公

式计算 HBF。

HBF= 0. 693÷ l
1
2
× 100 /100( ml 100g- 1 min- 1 )

　　肝血流量测定的时间点: 给药前、给药后 5、 15、 30、 45、 60

min。给药方法:自肠系膜小静脉头皮针穿刺 ,后接三通管 ,给以
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不同药物。

2　结果

2. 1　给予 E T-1后 HBF迅速降低 , 5 min达到最低点 ,较对照

组降低 52. 2%。此后 HBF逐渐回升 , 60 min后仍低于对照组

( P < 0. 05) ,见附表。ET组肝组织氢气清除曲线与对照组相

比下降缓慢。

2. 2　自肠系膜静脉及给内毒素后 , HBF于给药后 15 min开始

降低 ( P < 0. 05) , 30、 45 min降低更加明显 ( P < 0. 01) (附

表 )。HBF氢气清除曲线下降变缓 ,尤 45 min时最明显。内毒素

与 ET-1抗体一起给予时 ,与 LPS组相比 , HBF于 15、 30、 45 min

有所增加 ( P < 0. 05～ 0. 01); HBF氢气清除曲线下降相对较

快 (附表 )。

附表　 ET-1和内毒素对肝血流量的影响 (ml 100 mg- 1 min- 1 ) ( x-± s )

给药后时间 ( min)
分组 给药前

5 15 30 45 60

　　 C 63. 9± 6. 9 59. 2± 2. 3 66. 9± 10. 8 62. 7± 8. 3 64. 4± 9. 4 68. 2± 10. 2

　　 E T 78. 9± 14. 8 28. 3± 6. 0** 41. 4± 8. 8** 41. 4± 6. 5** 47. 5± 8. 9* 49. 9± 9. 7*

　　 L PS 86. 1± 3. 7 65. 2± 5. 1 51. 6± 11. 8* 42. 7± 6. 8** 41. 0± 3. 4** 58. 2± 4. 9

　　 L EA 82. 4± 4. 7 66. 7± 10. 6 70. 8± 3. 1* 63. 4± 7. 9△△ 65. 9± 6. 5△△ 68. 1± 10. 6

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01与 C组比较 ;　△: P < 0. 05,△△ : P < 0. 01与 LPS组比较

3　讨论

　　内毒素血症时对 HBF影响因素较多 ,包括内毒

素 ,多种细胞因子和一些激素作用等。本实验自肠系膜

上静脉给予 10 mg kg- 1内毒素 15 min后 , HBF较对照

组明显降低 , 45min达到最低点。内毒素和 ET-1抗体

同时给予时 , 15 min～ 45 min HBF下降程度较单纯内

毒素低 ,间接表明 ET-1参与了内毒素所致的 HBF降

低。4μg kg
- 1

ET-1给予后 , HBF迅速降低 , 5 min已明

显低于对照组 , 1 h后仍明显降低。说明 ET-1缩肝血

管作用较强 ,持续时间较久。

　　目前研究表明 ,肝脏内皮细胞、贮脂细胞和 Kupf-

fers细胞均能合成和释放 E T-1
[4, 5 ]
。给予内毒素后 ,主

要是内毒素直接作用于上述细胞合成和释放 ET-1[6 ]。

另外 ,内毒素还可激活单核巨噬细胞释放肿瘤坏死因

子 ( TN F)、白介素 -1、 6( IL-1、 6)和γ-干扰素 (γ-IFN) ,

上述细胞因子也能引起 ET-1的合成和释放 [7 ]。上述因

素主要通过影响内皮素前体原 m RN A转录和翻译调

节 ET-1释放量。

　　 ET-1对肝脏血流量的影响通过与肝血管平滑肌

细胞膜内皮素 A型受体结合 ,激活细胞膜上信号传递

系统 ,引起细胞内 Ca2+浓度升高 ,导致血管平滑肌细

胞收缩 ,使肝血流量减少 [8 ]。另外 , E T-1通过与肝血窦

周围贮脂细胞内皮素 A型受体结合 ,使贮脂细胞发生

收缩反应 ,导致肝血窦变窄、肝血流变慢 ,肝组织缺血

缺氧
[ 9 ]
。从而 ET-1通过调节肝脏微循环。使内毒素血

症时肝组织缺血缺氧的程度加重。

　　关键词　肝血流量 ;内皮素 ;内毒素

　　中图法分类号　 R575
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