
第 1 8卷第 2期
9 61 9 9 6年 4月

第 三 军 医 大 学 学 报
A C TA A A C DE MA I E M E I DC I NA E M I L JA T RIS E T R TA I E

Vo
l

,

1 8
,

N o
.

A P r
.

1 9 9 6

内毒素条件下参与中性粒细胞
一

血管内皮细胞粘附过程的分子基础

周向 东
`

陈意生 史景泉 (第三军医大学基础部病理学教研室 ) 重庆
,
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提 要 利用抗中性粒细胞 ( P M N )和血管内皮细胞 ( V E C )表面表达的粘附因子 C D 1 8
、

内皮细胞白细胞

粘附分子
一

1 ( E L A M
一

l) 及细胞间粘附分子
一

1 (I C A M
一

l) 单克隆抗体作为阻断因素
,

用细胞微管吸吮技术所测

得的 P M N
一

V E C 间单细胞粘附力作为观察指标
,

观察了内毒素刺激所致 P M N
一

V E C 间粘附性增加过程中上

述三种粘附分子各 自的功能特征
。

结果发现
:

C D 18 的表达为 P M N 快相增加粘附力的主要分子基础
,

而 E
-

L A M
一

1
、

CI A M
一

1则为 V E C 慢相增加粘附力的主要分子基础
.

关键词 内毒素
,
嗜中性白细胞

;
内皮细胞

.
粘附分子

中图法分类号 R 3 6 1
.

3

最近几年
,

随着分子生物学研究的进展
,

粘附分子

家族不断扩展
,

许多新成员相继被发现和克隆
,

这使得

我 们可 以从 一个 更 新 的 观 点 来 认识 中 性 粒 细 胞

(P M N )和血管内皮细胞 ( V E C )相互粘附的分子基础
。

深入了解这些粘 附因子在全 身炎性状态下对 P M N
-

V E C 粘附的效应作用
,

对于了解炎性损伤乃至多器官

功能衰竭的发生机理具有重要作用
「’ 二。

此外
,

国内外兴

起的细胞微管吸吮实验技术也使得对单细胞粘附力的

定量检测成为可能
,

这种精确的定量检测技术保证 了

对各粘附分子致粘附作用的单细胞定量观察
。

材料与方法

细胞微管实验 系统 结构 (附图 )
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附图 细胞微管吸吮实验系统示意图
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2 待测样本的准备

P M N 为取正常人静脉血经 p er co U 梯度密度离心法分离

所得
。

V E C 来自传代良好的人脐静脉 V E C
,

V E C 传代于粘 于

薄型载玻片的圆形样 品小腔中
,

等细胞 长满腔底面时
,

分下述

几种情况分别准备样 品
。

P M N 单纯内毒素组
:

收集的 P M N 加放 内毒素 ( 10 o gn /

m l )行常规孵育
,

分别于孵育后 3 0 m i n
、

4 h
、

1 2 h 取 p M N 洗二

遍后加入养有 V E C 的样品腔
。

P M N 抗 C D 1 8 组
:

P M N 加入 样品腔前半小时加放 C D i s

M
c

A b 60
.

3( 美国 rP ic e
.

T
.

博士惠赠 )
,

终浓度为 30 雌 /ml
,

余处

理均同单纯内毒素组
。

v E C 单纯内毒素组
:

培养于 样品腔 中的 V E C 加入 内毒素

( 1 0 0 n g / m l )孵育
:

分别于孵育 3 0 m in
、

4 h
、

1 2 h 将 V E C 冲洗

二遍后加入正常 P M N
。

V E C 抗 内皮细胞白细胞粘附分子
一

1 ( E L A M
一

l) 组
:

加人

P M N 前选加 E L A M
一

1 M
e
A b 7 A g (由美国 W

a l t e N e
w m

a n

博士

惠赠 )预处理 30 m in
,

终浓度为 10 产g / ml
,

余处理同单纯内毒

素组
.

V E C抗细胞间粘附分子
一

1 ( CI A M
一

l) 组
:

抗体改为 CI A M
一

1

随 A b 3 A d
o (由美国 J u r g e n s e n

.

C
.

H惠赠 )
,

终浓度为 1 0 拜g / m l
。

1
.

3 P M N
一

V E C 粘附力 的汉l]定

采用细胞微管吸吮系统经拉针 ( 口径 2 一 3 拜m )并预灌悬

浮待测细胞的溶液后
,

置针于进针器上
,

油镜下找到针尖
,

调整

压力系统使之处于零位
,

调节针位使针尖刚刚接触粘附于

v E C 表面的 P M N
,

从低压力开始加负压并操作推进器观察在

此负压下能否拉离 P M N
,

如不能拉离则继续加大负压
,

直至找

到能拉离 P M N 所需的最小负压即阀值
,

细胞的粘附性 以临界

分离应力来表示川
:

S
e = 2 ( R p / R i )

’
P e

。

其中 cS 表示临 界分离应力
,

R p 为微管半径
,

iR 为两细 胞

接触面半径
,

P c
为拉离粘附的 P M N 所需最小负压值

。

1
.

4 统计学处理

对所得数据采用两组间均数 , 检验的方法进行处理
。

研究生
,

现在附属大坪医院呼吸内科 重庆
,

6 3 0 0 4 2

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1996. 02. 002



第 2期 周向东
,

等
.

内毒素条件下参与中性粒细胞
一

血管内皮细胞粘附过程的分子基础

2 结果

实验结果显示 P M N 粘附性在内毒素刺激下迅速升高
,

至

30 m in 时已达高峰并基本稳定保持于该粘附状态
,

这种粘附性

的增加可以被 C D 18 M
c

A b 明显减弱
。

V E C 的粘附性在内毒素

刺激下则在早期迅速升高的基础上呈持续升高的趋势
,

至刺激

12 h 后方达到最大值
。

E L A M
一

1 和 cI A M
一

1 M
c

A b 均可以明显

减弱这种粘附力的持续升高
,

其中 E L A M
一

1 M
c

A b 对内毒素刺

激 4 h 所致粘附力增高的减弱作用突出
,

而 cI A M
一

1 M
c

A b 则

对刺激 12 h 所致的粘附力增高有突出的削弱作用 (见表 1
、

2 )
.

表 一 C D 1 8 M
e A b 对 P M N 粘附力的影响 ( k P a J 士

, )

T a b 1 T h e e f f e e t o f C D i s M e A b o n th e P M N a d h e s i v e a b i l i t y ( kP
a , 了士 s )

C o n t r o l 3 0 m
一n

L P S

C D 18 M
e A b ::

0
.

0 8 6士 0
.

00 7

0
.

0 8 5士 0
.

0 0 7

0
.

3 2 9士 0
.

0 3 7 二

0
.

1 2 7士 0
.

0 0 9
.

0 △

0
,

3 27 士 0
.

0 3 4
’ .

0
.

1 23 士 0
.

0 0 9
.

△△

0
.

3 2 1士 0
.

0 3 8 二

0
.

1 1 9士 0
.

0 0 8
. △△

, :
P < 0

.

0 5
, , , :

P < 0
.

0 1 。 : e o n t r o l一△△
:

P < 0
.

0 1 v s
L P S g r o u P

表 2 E L A M
一

i I C A M
一

i M
e A b 对 v E C 粘附力的影响 (沙

a
汪士

: )

T a b 2 T h e e f f e e t o f E L A M
一

1 M
e A b a n d I C M

一
1 M e A b o n t h e V E C a d h e s iv e a b i l i t y ( k P a , 万士 s

)

C o n t r o l 3 0 m i n

L P S

E L A M
一

1 M e A b

I C A M
一

1 M
e A b ::

0
.

0 8 6士 0
.

0 0 7

0
.

0 8 7士 0
.

0 0 7

0
.

0 8 4士 0
.

0 0 7

0
.

0 8 3士 0
.

0 3 1 二

0
.

2 7 9士 0
.

0 2 9 二

0
.

2 7 6士 0
.

0 2 7
’ .

0
.

5 3 4士 0
.

0 5 7
’ .

0
.

3 2 6士 0
.

0 3 7 二

0
.

5 18士 0
.

0 6 3 二

0
.

9 7 8士 0
.

0 9 2

0
.

7 74士 0
.

0 8 3
. △

0
.

5 8 2士 0
.

0 7 5
’

△ △

, ` :
P < 0

.

0 1 v s e o n t r o l ; △
:

P < 0
.

0 5
,

△△
:

P < 0
.

0 1 v s L P S g r o u p

3 讨论

内毒素血症 是广泛见于多种病理过程的重要症

候
,

由严重感染内毒素血症引起的中毒性休克及进而

导致的多器官功能衰竭
,

已成为诸多严重病理过程伴

发感染时走向恶化并最后导致死亡的共同途径
。

故对

内毒素性脏器损伤机理的研究也成为了外科基本问题

研究的热点
。

目前认为 P M N 粘附于 V E C 是炎性损伤的第一

步
,

形态学的研究也证实内毒素性损伤脏器中总是有

大量 P M N 滞留于脏器毛细血管
,

一方面机械堵塞使

脏器微循环发生障碍
,

另一方面释放大量氧 自由基及

其它损伤性介质引起及加重组织损伤川
。

进一步的研

究也提出这种 P M N 滞留的细胞学基础主要为 P M N
-

V E C 粘附性增高
,

由于国内以往尚不具备对细胞粘附

性的单细胞定量检测条件
,

报告多采用 吹打后计数的

方法
,

这种方法粗糙而难以精确客观地控制条件
,

故此

方面的研究受到很大限制 [’]
。

本研究在 国内首次应用

细胞微管吸吮实验系统实现了对细胞粘附性单细胞精

确定量研究
,

较系统地反映了两种细胞在内毒素刺激

条件下粘附性的改变规律
、

两者间的差异及其分子基

础
。

实验结果显示两种细胞的粘附力在内毒素刺激下

较 正常 均有 明显 增加
,

两者 的增 加都是迅 速的
,

但

P M N 在 30 m in 后这种增加便停止并基本稳定于该水

平
,

而 V E C 则仍持续增加直至 12 h 乃至以后
。

国外学

者将细胞粘附性在刺激因素作用下的迅速增加称为快

相反应
,

将细胞经较长时间刺激而增加的粘附称为慢

相反应
。

对于 P M N
一

V E C 粘附增加的分子基础
,

本研究显

示 C D 18 M c A b 可以削弱 P M N 经内毒素刺激所增加

粘附力的大部分
,

说 明了 C D 18 作为 P M N 表 面所 表

达的与 V E C 粘附相关性最大的粘 附分子
,

起着关键

作用
。

而一般认为 C D 18 的表达为颗粒释放并转移于

膜表面的过程
,

不涉及诱导合成环节
,

故表达迅速
,

且

其表达规律也应合了 P M N 粘附性 的增加规律 5j[
。

对

于 V E C
,

本研究显示 E L A M
一

1 和 I C A M
一

1 M c A b 均

有 所 侧 重地 压 低 了 V E C 粘 附 力 的增 加
,

E L A M
一

1

M o A b 削弱了 4 h 所测值的大部分
,

而 IC A M
一

1 M c A b

削弱了 12 h 所测值的大部分
,

实验结果证实了 V E C

粘附力增高的慢相反应主要源于其表面 E L A M
一

1 和

IC A M
一

1相继表达的结果
。

前者表达高峰出现较后者

早
,

但衰减较后者快
。

这种表达由内毒素
、

T N F 及 I L
-

l 等启动转录
、

翻译
、

合成过程
,

一般无法在短时间内

出现效应
,

故在 v E c 的慢相反应 中起重要作用川
。

至

于 V E C 粘 附力增加快相反应 的分子基础
,

国外研究

者认为系 由于其膜表面颗粒膜蛋白 14 0 ( G M P
一

1 40 )表

达的结果
,

此过程为 V E C 内 W
e i b e l

一

P a la d e
小体中贮

存的 G M P
一

1 40 释放并转移至膜表面的结果
,

该过 程

非常迅速
,

只需数分钟 6j[
。

故这种表达在内毒素刺激的

早期
,

对于 V E C 的粘附性增高起关键作用
。
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西沙必利致频繁遗精一例报告

A e a s e r e P o r t o f f r e q u e n t i n v o l u n t a r y e l】l l S S 1 0 n i n d u c e d b y c i s a P r i d e

钱银山 王益春 (第三军医大学附属新桥医院消化内科 ) 重庆
,

6 3 00 3 7

患者陈 x 火
,

男
,

56 岁
.

因反复上腹饱胀隐痛
、

纳差伴暖气 2

年
,

胃镜检查为慢性中~ 重度浅表性 胃窦炎
,

曾服用吗丁琳等

治疗
,

开始效果较好
,

近半年来症状加重
,

复查 胃镜诊断同前
,

给予西沙必利 (西安杨森制药有限公司生产
,

批文号 x 9 4 0 0 7 1 )

5 m g 3 d/
,

庆大霉素片8 m g 3/ d
、

猴头菇片3片 3/ d 治疗
,

用至第
5天

,

自觉症状减轻
,

胃纳增加
,

但出现频繁遗精
,

1 ~ 3次d/
,

不

分白天还是夜间
,

伴全身乏力
,

腰膝酸软
。

停用西沙必利
,

其他

药物继续服用
,

4 d 后遗精次数减少
,

约 4 ~ 5 次d/
。

追间病史
,

2

年前在我院泌尿科确诊为慢性前列腺炎
,

亦经常有遗精史
,

但

多在 1周左右 1次
.

讨论

西沙必利是新的促动力型制剂
,

通过选择性地作用于胆碱

能系统
,

影响整个胃肠道的运动活性 lj[
.

它与胃复安
、

吗丁咐略

有不同 z[]
,

是一种全 胃肠道运动促进剂
.

近年广泛应用于临床
,

治疗各种原因所致的 胃肠运动障碍性疾病
。

其副作用轻微
,

主

要有肠 道痉挛
,

可致腹泻
、

腹鸣
,

偶有惊厥
、

锥体外系反应和尿

频
,

未见致遗精报道
。

本例诊断为非溃疡性消化不良
,

服用西沙

必利后症状明显减轻
,

但出现频繁遗精
.

因猴头菇及庆大霉素

从未见有此副作用
,

故考虑与西沙必利有关而停服
,

数天后遗

精次数明显减少
,

说 明遗精确与西沙必利有关
.

其致遗精的机

理尚不清楚
,

有待进一步探讨
.

关键词 西沙必利 ;遗精
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