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c D l l C/ D 18 介导 P M N
一
E c 粘附在烧伤早期 P M N 损伤血管内皮细胞中

的作用
`

李志清 杨宗城 罗向东 罗 勤 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆
,
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提 要 将烧伤早期病人中性粒细胞 ( PM N )与体外培养的人脐静脉内皮细胞 (H I J V E c )孵育
,

观察内皮

细胞的病理形态变化和检测培养液中 L D H
、

A C E
、
6
一

ket 。 ~

GP F I .

含量
,

以反映细胞损伤程度
.

并计数 PM N 与

H U v E C 粘附百分率
。

发现烧伤早期 PM N 可使 H U v E C 变形
、

细胞收缩
、

细胞间裂隙形成
、

胞浆出现小空泡
、

核 固缩
、

部分内皮细胞从培养皿上脱落
。

培养液中 L D H
、

A C E
、
6
一

ket 。 一

GP IF
.

含量升高
.

预先用 C D l l 。 /C D 18 单

抗 (m A b )和 C D l l b /C D l s m A b 处理 PM N 后
,

降低 T P M N 与 HU V E C 粘附百分率
,

H I J V E C 损伤也明显减

轻
,

尤其是二者联合应用时
。

结果提示
:

烧伤早期 PM N 可引起 E C 损伤
,

报伤与 C D l l/ C D 18 介导的 PM N
一
E C

粘附相关
,

应用 C D l l a / C D l s m A b 和 C D z i b / CD 1 8 m bA 可部分阻断 PM N 对 E C 的粘附和损伤
.

关键词 中性粒细胞
;
内皮细胞

;
C D n

a

C/ D 1 8 , C D n b C/ D 18
.
细胞粘附

中图法分类号 R 6 4 4
.

0 2

c D l l /c D 18 复合物在调节白细胞与内皮细胞粘

附中起必需作用
,

属于粘附因子整合素家族
,

包括三种

糖 蛋 白即 C D l l a / C D 1 8
、

C D l l b / C D 18 和 C D l l e /

C D 1 8
。

C D l l a / C D 18 和 C D l l b / C D 18 通过与内皮细胞

( e n d o t h e l i a l 。 e l l
,

E C ) 上 IC A M
一

1 结合而介导 中性粒

细胞 ( p o l y m o r p h o n u e l e a r ,

P M N )与 E C 的粘附
[ ’ 〕 。

白

细胞可以产生多种介质
、

酶
、

自由基等损伤 E C
。

而对白

细胞介导的血管 内皮损伤
,

白细胞与内皮细胞粘附是

必需的
。

只有当白细胞粘附到 E C 上后
,

其释放的产物

才能引起 E C 严重损伤与脱落 2j[
。

我们利用体外实验

观察了烧伤早期病人 P M N 对人脐静脉内皮细胞 ( h u -

m a n u
m b i l i。 a l

v e in e n d o t h e l i a l c e l l
,

H U V E C ) 的影响
,

并 应 用 e D l z a / e D l s 单 抗 ( m o n o e l o n a l a n t i b o d i e s

m A b )及 C D l l b / C D 1 8 m A b 观察阻断 PM N 与 H U
-

v E C 粘附后 PM N 对 H U V E c 损伤作用的改变
,

试图

证明 C D l l / C D 18 在烧伤早期 PM N 与 E C 粘附及此

粘附在烧伤早期 PM N 对 E C 损伤 中的作用
,

为临床内

皮细胞保护治疗提供依据
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞培养与分离

1
.

1
.

1 人脐静脉内皮细胞培养 采用我所安静建立的方法

略加改进川
。

用 。
.

25 %胰蛋白酶灌注消化胎儿脐静脉
,

收集消

化的细胞悬液
,

用 M 19 9 培养液调整细胞密度
,

以 (l ~ 1
.

5) 火

一。`
/m l将细胞放入直径 3 5 m m 培养皿内

,

在 5% CO
Z 、

9 5 % 0
2 、

37 ℃条件下培养
。

待细胞融合后使用
。

1
.

1
.

2 PM N 分离 应用淋 巴细胞分离液和红细胞裂解液

从健康人和烧伤后 48 h 内病人 (4 o% ~ 60 % T BS )静脉血中分

离 PM N
.

经台盼蓝染色计数
,
P M N 存活率> 95 %

。

1
.

2 分组

将分离的 P M N 按 PM N 与 H U v E C I
:

1 比例
.

第一组
:

将烧伤后早期 P M N 直接加入生长 良好的 H U V E C 内
.

第二

组
:

将烧伤早期 P M N 调整至 1 x 1 0
`

/ml 细胞悬液
,

取其中 l ml

加人 10 0 拜一e D i i a
/ e D l s m A b ( 医科院产品 )混合后置 4 ,C 作

用 3 0 m in 再加入 E C培养皿内
。

第三组
:

类似第二组将烧伤早

期 PM N 用 C D l i b /C D i s m A b (宝丽曼产品 ) 10` P M N 1 0 0 拌 l处

理后放入 E C 培养皿内
。

第四组
:

类似第二组用 C D l l a
/C D 18

m A b 和 C D一 b /C D 1 8 m A b 联合同时处理 P M N 后加入 E C培

养皿内
。

经 PM N 加人后续孵育 2 4 h
.

1
.

3 检浏指标

1
.

3
.

1 培养液中的 L D H 常规生化检测
。

单位
:
IU

·

m l
一 ’ 。

1
.

3
.

2 培养液中血管紧张素转化酶原 ( A C E ) 采用紫外法

测定
,

按海军总医院药盒说明书操作
。

单位
:

m m ol
·

g
一 ’ ·

m i n
一 1 。

1
.

3
.

3 培养液中 6
一

ke t。 一

P G F
, .

采用放免法测定
,

按 3 01 医

院药盒说明书操作
.

单位
:
p g

·

m l
一 ` 。

1
.

3
.

4 PM N 与 H U v E C 粘附百分率 先计数加入培养皿

中 PM N 数
,

再计数 P M N 与 H U V E C 共孵育 l h 后培养液中未

与 H U v E C 粘附的 P M N
,

最后求粘附百分率
。

1
.

4 数据 处理

结果以平均值士 标准差 (厉 士 :
) 表示

,

组间数据比较采用

两样本均数 t 检验
。

2 结果

生长 良好融合的正常内皮细胞在倒置相 差显微镜下观察

国家自然科学基金资助项 目
,
N o

.

3 9 2 9 0 70 。一 。
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,

观察内皮

细胞的病理形态变化和检测培养液中 L D H
、

A C E
、
6
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含量
,

以反映细胞损伤程度
.

并计数 PM N 与

H U v E C 粘附百分率
。

发现烧伤早期 PM N 可使 H U v E C 变形
、

细胞收缩
、

细胞间裂隙形成
、

胞浆出现小空泡
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部分内皮细胞从培养皿上脱落
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、

A C E
、
6
一
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GP IF
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含量升高
.

预先用 C D l l 。 /C D 18 单

抗 (m A b )和 C D l l b /C D l s m A b 处理 PM N 后
,

降低 T P M N 与 HU V E C 粘附百分率
,

H I J V E C 损伤也明显减

轻
,

尤其是二者联合应用时
。

结果提示
:

烧伤早期 PM N 可引起 E C 损伤
,

报伤与 C D l l/ C D 18 介导的 PM N
一
E C
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附表 培养液中 D H L
、

^ E e
、

` k et o
一

P e r
l.

T a b l e LD H
,

A C E
,

吞 k e ot
一
P G F : 。 in Mde i a (了士 s , 月

= 1 0 )

L D H 6一 k e t o 一 PG F
, a

G
r o u P

13e f o 肥 i n c u b a t i o n A f t e r

i n e u b a t i o 幻
eB fo er B e f o er

N o

mr
a l P M N

B u rn P M N

C D l l b / C D 1 8 m A b

C D l l a
/ C D 1 8 m A b

C D l l a / C D 18 m A b

+ C D l l b / C D 1 8 m A b

w i t h PM N

2
.

9 0士 0
.

8 7

2 9 0士 0
.

8 7

2
.

9 0士 0
.

8 7

2
.

9 0士 0
.

8 7

3
.

1 0士 1
.

2 1

1 3
.

2 0士 2
.

94

5
.

8 0士 1
.

29
.

7
.

1 0士 1
.

83
. 翻

i n c u b a t i o n

2
.

1 8士 0
.

4 6

2
.

1 8士 0
.

4 6

2
.

1 8士 0
.

4 6

2
.

1 8士 0
.

4 6

A f t e r

i n e u b a t i o n

3
.

2 4士 0
.

8 5

2 7
.

74士 4
.

3 9

1 6
,

1 3士 3
.

5 4 .

15
.

0 3士 3
.

3 2
.

i n e u b
a t io n

A f t e r

i n e u b
a t i o n

59 9
.

2 6士 2 7
.

9 1

59 9
.

2 6士 2 7
.

9 1

59 9
.

2 6士 2 7
.

9 1

59 9
.

2 6士 2 7
.

9 1

6 2 1
.

35 士 3 2
.

1 9

2 3 2 1
.

80 士 3 1 1
.

7 4

8 8 0
.

9 3士 1 5 6
.

7 9
’

1 0 1 5
.

6 4士 2 1 1
.

17
’

2
.

9 0士 0
.

8 7 4
.

5 0士 1
.

3 5
.

△ 2
.

1 8士 0
.

4 6 8
.

6 2士 4
.

3 9
.

△ 拐 那 59 9
.

2 6士 2 7
.

9 1 7 1 0
.

3 7士 10 1
.

34
. △ 盆

△
.
P < 0

.

0 1 。 : C D l l a / C D 18 m A b ; # :
P < 0

.

0 5 0 5 C D l l b / C D 1 8 m A b . # # :
P < 0

.

0 1 。 : C D l l b / C D 1 8 m A b , , :
P < 0

.

0 1 二 s

n o

mr
a l P M N a n d b u r n p a t ie n t s `

P M N r e s p ec
t i v e ly

C D l l a
/C D 1 8 m A b

、

C D i l b /C D 1 8 m A b 和二者联合应用分

别降低烧伤早期 PM N 与 E C 共育 l h 时 PM N
一

HU v E C 粘附百

分率 6 2%
、
7 5 %和 8 1纬 ( , = 7 )

.

3 讨论

血管内皮细胞损伤是烧伤早期血管通透性增加继

而引发低血容量休克的病理基础
,

是烧伤后脏器损害

的共同通路闭
。

在内皮细胞损伤中 PM N 起了重要作

用
,

O k er nt 研究表 明
:
PM N 颗粒中主要成分 (髓过氧

化酶
、

L a e t o f e r r i n
、

组织蛋白酶 G
、

弹性蛋 白酶
、

溶菌酶

和 d ef e n is n ) 对人脐 静脉 内皮细胞均 有 明显损伤作

用 5j[
。

与 E C 粘附后 PM N 释放的介质诱导内皮细胞功

能漳碍导致通透性水肿
、

血栓
、

出血
,

在 A R D S 和异体

移植排斥反应中均起重要作用闭
。

本实验应用培养的 H U V E C
,

通过倒置显微镜观

察及伊红卡马斯亮蓝染色光镜下摄像
。

发现烧伤早期

PM N 与 H U V E C 一同孵育 2 4 h 后
,

部分 H U V E C 发

生变性
、

坏死
,

成片从培养皿上脱落
,

存 留的细胞失去

原有的形状
,

细胞间裂隙增大
,

核固缩等
。

而加入健康

人 PM N 者
,

未见 H U v E C 有明显损伤
。

可见烧伤早期

PM N 可损伤内皮细胞
,

这是由于烧伤后 P M N 立即激

活
,

释放介质等所致
。

L D H 是糖酵解酶
,

广泛存在于人体组织细胞 内
,

当细胞受到损伤时可释放 出来
,

损伤越重释放的量越

多
。

培养液中 L D H 包括内皮细胞 自发性释放的 L D
-

H e ,

P M N 自发 性 释放的 L D H p 和 E C 受 损释 放的

L D H
; ,

只有 L D H
;

才反 映 E C 损 伤程 度
,

本 文所 列

L D H 值即为 L D H
, 。

A C E 是一种肤酞二肤水解酶
,

血

清中 A C E 主要来自于 V E C
,

E C 受损后 A C E 便从 E C

表面脱落
,

使 A C E 增多
。

6
一

k e t o
一

P G F卜是 P G I
:

的稳定

代谢产物
,

P G I
:

主要由 E C 合成
,

其释放量与 E C 损伤

程度有关
。

本实验显示
:

烧伤早期病人 PM N 与 H U
-

V C E 共育 2 4 h 时培养液中 A C E
、

L D H
、

6
一

k e t o 一 P G F
l o

较健康人 P M N 组和加入 PM N 前培养液 中含量明显

升高
,

也提示烧伤早期 P M N 可损伤 E C
。

在 PM N 对 E C 损伤中
,

PM N 与 E C 粘附起了关

键作用
,

有文献报道激活的白细胞如果不与内皮细胞

粘附
,

其释放产物对内皮的损伤只是短暂可逆的
,

只有

在白细胞粘附到 E C 上
,

其释放产物才能引起 E C 严重

损伤和脱落
〔 2〕

。

这也说明白细胞粘附与激活是两个相

互分离的过程
。

目前所知
,

PM N 与 E C 粘附主要有两种机理
:

即

PM N 启动机理和 E C 启动机理田
.

在 PM N 启动机理

中
,

PM N 在 T N F
、

I L
一

1
、

内毒素等作用下激活
,

而 E C

未 受 到 直 接 刺 激
。

PM N 膜 上 表 达 C D l l a / C D 1 8
、

C D l l b / C D 1 8分别均与 E C 上结构表达的 IC A M
一

l 结

合
,

介导 PM N 与 E C 粘附
。

应用 C D 1 8 单抗
、

C D l l a
单

抗和 C D l l b 单抗可分别阻断用 FM L P
、

C
s d 、

T N F 等激

活后的 P M N 与 E C 粘附的 8 0 %一 9 0%
、

4 0 %一 6 0%
、

5 0%一 7 0%
、

C D l l 。 单抗无效 [ , 〕 。

说明 C D l l a / C D 1 8
、

CD l l b / C D 1 8 均参与 T 此情况下的 PM N 与 E C 粘附

而 CD l l 。 / C D 18 未参与
。

另有报道在激活的 P M N 与

E C 粘附中 I C A M
一

1 单抗与 C D 18 单抗阻断粘附无相

互加强作用川
,

说明 PM N
一

E C 粘附在 PM N 启动机理

中主要通过 C D l l / C D 18 与 IC AM
一

1结合而介导
。

而

在 E C 启 动 机 理 中 涉及 I C A M
一

1
、

E L A M
一

l
、

C D l l /

C D l s 等
〔` 〕 。

烧伤早期病人 P M N 在体内已被激活
〔, 〕 ,

因此它与 H U V E C 的粘附可能主要由 C D l l / C D 18 与

I C A M
一

1 介 导
。

本 实 验 应 用 C D l l a / C D 1 8 m A b
、

C D l l b / C D 18 m A b 及二者联合应用分别降低烧伤早

期 PM N 与 H U V E C 粘 附 6 2%
、

7 3%
、

8 7%
,

证 明

C D l l a / C D 18
、

C D l l b / C D 1 8 均参与 T 烧伤早期 P M N

与 H U V E C 粘 附
,

且 C D l l / C D 18 在此粘附中起了关

键作用
。
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等
.

C D l l /C D 18 介导 PM N
一

E C 粘附在烧伤早期 PM N 损伤血管内皮细胞中的作用 2 0 1

在实验中还观察到 C D l l a / C D 1 8
、

C D l l b / C D 1 8

及两者联合应用显著减轻了烧伤早期 P M N 对 E C 的

损伤
,

提示 C D l l / C D 18 介导的 PM N
一

E C 粘附在烧伤

早期 P M N 对 E C 损伤中起了重要作用
。

其机理在于白

细 胞与内皮细胞粘附后紧密连接在一起
,

允许一些

PM N 释放的短活性介质如氧化物等发生作用
,

同时

形成了一个保护损伤作用的微环境以阻止血浆抑制因

子的进入
〔 , 〕

。

另外 PM N 与 E C 粘附后 E C 内 C a ’ +

升高

导致 E C 收缩等改变
,

也可能有助于 PM N 对 E C 的损

伤
。

有学者报道在出血性休克的再灌注损伤中应用

c D l lb 和 c D 18 m A b 由于抑制 了白细胞的粘附从而

阻断血管和组织损伤闭
。

目前抗粘附治疗研究中一个

重要方面就是阻断白细胞介导的血管内皮损伤
.
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