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缺氧复合失血性休克动物血浆对血管内皮细胞形态及活力的影响
`

王培 勇 许蜀 lx1 孙来庸 (第三军医大学基础部病理生理学教研室 高原医学研究室 ) 重庆
,
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提 要 为了探讨缺氧情况失血性休克的发生发展的机理
,

我们观察了在模拟海拔 4 0 0 0 m 高原失血性

休克 山羊的血浆 ( s
h

o e
k p l

a s m a ,

S p )对培养的肺动脉内皮细胞 ( p u
l m o n a r y a r t e r i a

l
e

dn o t h e
li

a l c e
ll

,

P A E e )的

作用
。

P A E C 在含不同 S P 培养液中培养 24 h 后进行观察
,

在高浓度 S P 条件下细胞收缩变圆
、

脱落
,

大部分细

胞死亡
,

细胞活力明显降低
,

以上变化具有明显的浓度依赖关系 (r ~ 0
.

98 5
,
尸 < 。

.

。。 1 )
。

加热灭活的 S P 或经

鱼精蛋白沉淀的 S P 毒性作用明显减弱
。

P A E C 在含 50 % S P 培养液中培养 1~ 3 h 后
,

细胞活力明显升高
,
3 h

达高峰
,
3~ 6 h 后明显降低

,
6 h 末降至最低值

,

12 ~ 24 h 末逐渐回升
。

上述结果表明
,

缺氧复合血性休克动物

血浆中含有对 P A E C 激活和损伤作用的成份
,

其作用具有浓度依赖和时间依赖关系
。

该成份对热敏感
,

可被

鱼精蛋白沉淀
。

本实验提示血管内皮细胞的
“

激活 一损伤
”

可能参与缺氧复合失血性休克的发展过程
。
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血管内皮细胞不仅构成血管的屏障和衬里
,

而且

是重要的内分泌细胞
,

在生理和病理过程 中起着非常

重要的作用
。

内皮细胞与功能受损见于创伤
、

烧伤
、

休

克和感染等多种病理生理过程
。

血管内皮细胞在缺氧

复 合失血性休克发展过程中的作用尚不清楚
。

我们推

测缺氧复合失血性休克功物血桨可能对内皮细胞有毒

性作用
,

为此我们观察了缺氧复合夭兜性休克山羊血

浆对培养 的肺动脉内皮细胞形态及细胞活力的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 主要材料与试荆

肝素
、

鱼精蛋白 (上海生化试剂厂 )
、

二甲基 甲酸胺 ( D M F
,

上海化学试剂 厂 )
、

R P M I 一 1 6 4 0 和 T r y p s in ( D if ie o )
、

唾哩蓝

( T h ia z o
l

e
b l u e ,

M T T
,

S ig m a )
、

SD S ( S ig m a )
,

其它试剂均为国

产 A R 级
,

96 孔培养板为丹麦产品
。

1
.

2 缺氧复合失血性休克血 桨的制备及处理

成年山羊 8 只
,

雄雌各半
,

体重 10 ~ 15 k g
,

预先在低压舱

内模拟海拔 4 0 0 0 m 高原缺氧 24 h 后复制失血性休克动物模

型
。

动物麻醉固定全身肝素化后
,

经股动脉放血使血压维持在

6
.

0 kaP l h
,

然后回输放出的血液
,

继续观察直至动物死亡
。

采

集休克后 1 6 h 血液
,

离心 ( 2 2 0 0 0 9 又 3 0 m in
,
4℃ )分离血浆

,

即

为缺氧复合失血性休克血浆 ( s
hco k p l as m

a ,
S P )

。

另备缺氧前

山羊血浆 ( p la s m a ,

P )及缺氧 2 4 h 末山羊血浆 ( h y p o x
i
。 p la s

m
a ,

H p )作为对照
。

血浆经 。
.

22
u

微孔滤膜过滤除菌分装
,

低温冰

箱保存备用
。

S P 于必要时进行下述处理
:

①热灭活 S P ( h e a t d e -

n a t u r e
d SP

,

H D SP )
:

S P 于 5 6 ℃加热 3 0 m i n ;

②鱼精蛋白沉淀

Sp ( p r o t a m in e p r e e i p i t a t e
d S p

,
p p s p )

:

加入适量鱼蛋 白
,
3 7℃

温 育 30 m in 后离心收集上清
; ③热灭活鱼精蛋 白沉淀 S P ( H D

十 P P )将 P P S P 于 5 6℃ 加热 3 0 m in
。

1
.

3 休克血浆对肺动脉 内皮细 胞作用的观察

1
.

3
.

1 浓度依赖效应 新生小牛肺 动脉 内皮细胞 ( p ul
-

m
o n a r y 。 r t e r i a

l
e n d o t h

e一i a
l

。 e
ll

,

P A E e )长满汇合成单层后传

代
,

按 1 0’ /孔浓度接种于 96 孔培养板
,

所用的培养基为含 20 %

小牛血清的 R P M I 一 1 6 40
,

培养 2一 3 d 细胞汇合呈单层后
,

更

换不含小牛血清的培养基
。

向培养基中加入 1 : 20 ~ 1 , s2 不同

稀释度的血浆
,

培养 24 h 后在相差显微镜下观察并照像然后

每孔加入 2 0 拜 1 M T T 溶液 ( 5 m g /m l )
,

3 7℃ 温育 4 h 后 加入

5 0 % D M F + 2 0环 S D S 溶液显色 1 8~ Zo h
,

在 酶标仪上 以 6 5 0

二为参考波长测定 5 95 n m的 A ( O D )值
,
A ( O D )值代表细胞活力

.

1
.

3
.

2 时间依赖效应 细 胞接种同上
,

培养 24 乳后每孔加

入 50 %浓度的上述血浆
,

于 1
、

3
、

6
、

12 及 24 h 5个时点进行观

察
,

M T T 细胞 活力计数同上
.

1
.

4 统 计学处理

所得数据采用多因素方差分析
,

结果以 王 士 :

表示 (但因图

中曲线太多
,

故未标明
` )

,

并进行方差保护下的显著性检验
。

对 P A E c 的 A ( O D )值与 S P 浓度做了相关分析
。

2 结果

2
.

1 S P 对 P A E C 形 态的影响

相差显微镜下观察
,

P 和 H P 对 P A E C 形态无明显影响
,

细胞呈单层排列紧密
、

无脱落
,

部分细胞为梭形
。

向 P A E C 培养

基中加入 S P 培养 24 h 后观察
,

发现 S P 浓度越高
,

细胞损伤越

重
。

在 1 0 0 % S P 作用下
,

大部分细胞死亡脱落
,

少部分残存细胞

收缩变圆
。

在 25 % S P 作用下
,

出现大片脱落区
,

其余部分细胞

贴壁
,

呈长梭形
,

胞浆内颗粒增多
,

部分细胞的胞浆有空泡 (图

1 )
。

随着 S P 浓度降低
,

贴壁细胞逐渐增多 (图 2
、

3 )
。

热灭活 S P

及鱼精蛋白沉淀 S P 对 P A E C 损伤作用明显减弱
,

在同一浓度

下
,

比 S P 组贴壁细胞多
,

但胞浆内仍可见颗粒和空泡
。

鱼精蛋

白处理后再加热灭活能进一步减弱 S P 对 P A E C 的损伤作用
。
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,
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,
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。

P A E C 在含不同 S P 培养液中培养 24 h 后进行观察
,

在高浓度 S P 条件下细胞收缩变圆
、
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,

大部分细
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细胞活力明显降低
,
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加热灭活的 S P 或经

鱼精蛋白沉淀的 S P 毒性作用明显减弱
。

P A E C 在含 50 % S P 培养液中培养 1~ 3 h 后
,

细胞活力明显升高
,
3 h

达高峰
,
3~ 6 h 后明显降低

,
6 h 末降至最低值

,

12 ~ 24 h 末逐渐回升
。

上述结果表明
,

缺氧复合血性休克动物

血浆中含有对 P A E C 激活和损伤作用的成份
,

其作用具有浓度依赖和时间依赖关系
。

该成份对热敏感
,

可被

鱼精蛋白沉淀
。
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相差显微镜下观察
,

P 和 H P 对 P A E C 形态无明显影响
,

细胞呈单层排列紧密
、

无脱落
,

部分细胞为梭形
。

向 P A E C 培养

基中加入 S P 培养 24 h 后观察
,

发现 S P 浓度越高
,

细胞损伤越

重
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,
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,
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,
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,

呈长梭形
,
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,

部分细胞的胞浆有空泡 (图

1 )
。

随着 S P 浓度降低
,

贴壁细胞逐渐增多 (图 2
、

3 )
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热灭活 S P

及鱼精蛋白沉淀 S P 对 P A E C 损伤作用明显减弱
,

在同一浓度

下
,

比 S P 组贴壁细胞多
,
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白处理后再加热灭活能进一步减弱 S P 对 P A E C 的损伤作用
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肺血管内皮细胞活力和形态改变及其机理的研究尚未

见报道
,

我们采用细胞培养的方法
,

从细胞形态及活力

两个 方面观察了缺氧 复合 失血性休 克血浆 对 P A E C

的作用
。

M T T 法细胞活力测定能快速
、

准确地反映细胞

活力的高低
。

M T T 被 细胞摄取后经线粒体内的脱氢

酶类作用转化为甲睽 ( F o r m a z a n )
,

后者在 5 9 5 n m 有

吸收峰
。

甲膝产量与细胞数量及细胞功能状态成正比
。

因通过 测定 5 95 n m 的 A ( O D )值即可 反映 细胞 活

力仁, 」。

本实验观察到 S P 对 P A E C 具有明显的毒性作

用
,

其作用具有浓度依赖关系
。

加热灭活及鱼精蛋白处

理 均 能减 弱 S P 的毒性
。

上述 结果 提 示 S P 含有 对

P A E C 发生毒性作用的物质
。

该物质不耐热
,

因而并不

是内毒素或血小板激活因子
;
该物质可被鱼精蛋白沉

淀 (鱼精蛋 白是一种阳离子蛋白
,

它可沉淀负离子成

份 )
,

提示它可能属于对热敏感的带负电荷的蛋白质或

肤类
。

P 和 H P 在低浓度时对 P A E C 活力有一定的抑

制作用
,

而高浓度时则可增强 P A E C 的活力
,

其机理

有待于进一步探讨
。

S P 对 P A E C 活力的影响的时间效应呈双相
。

早

期 l( 一 3 h )细胞活力明显升高
。

因细胞数量在短期内

不会明显增多
,

细胞活力的增高表明 P A E C 被激活产

生更 多的 甲腮
。

后期 细胞活力降低
,

至 6 h 达最低水

平
。

从形态上看
,

仅有少部分细胞收缩变 圆
,

贴壁细胞

内颗粒增多
,

细胞活力的降低表 明 P A E C 受抑制和 /

或损伤
,

产生 甲瞪能力降低
。

12 一 24 h 细胞活力趋于

正常
。

上述 P A E C 活力的时间依赖性变化可能反映了

内皮细胞在 S P 作用下从激活到抑制和 /或损伤的一

个连续发展的过程
。

因为 P A E C 在含 20 % 山羊血清培

养基中生长 良好 (资料未列出 )
,

所以 P 组 P A E C 活力

随时间延长逐渐增加可能是由于细胞总数逐渐增加所

致
。

H P 组 P A E C 活力的时间依赖变化也呈双相趋势
,

但变化幅度较小
。

以上结果表明
,

缺氧 24 h 山羊血浆

中存在少量对 P A E C 有激活和抑制作用的成份
,

该类

物 质在 失 血性 休克 16 h 后大 幅 度增 加
,

从 而 激 活

P A E C
,

进而导致 P A E C 损伤
,

甚至造成 P A E C 死亡脱

落
。

许多细胞因子如干扰素
、

肿瘤坏死因子
、

白介素一 1

等可激 活血管内皮细胞
〔创 。

内皮细胞激活后发生形态
、

功能和代谢的改变
,

如胞体变长
、

高尔基体和 内质网增

多
,

细胞表面粘附分子表达增加
。

S P 中是否含有上述

细胞因子 尚不清楚
。

在体外 P A E C 能被 S P 激活和损

伤
,

由此推测在失血性休克动物内
,

血管内皮细胞也可

能发生从激活到抑制和损伤的变化
。

这些 改变可能在

休克发生发展过程中起重要作用
。

通过本实验的结果可得 出以下结论
:

缺氧复合失

血性休克动物血浆中存在对培养的血管内皮细胞有激

活和损伤作用的成份
。

这些物质产生于休克过程
,

单纯

缺氧所起的作用较弱
,

其性质有待于进一步研究
。

血管

内皮细胞
“

激活一损伤
”

可能参与与缺氧复合失血性休

克的发展过程
。
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呼吸道感染性疾病病原体的基因诊断研究

U s e o f P o l y m e r a s e c h a i n r e a e t i o n i n t h e d e t e e t i o n o f r e s P i r a t o r y i n f e e -

t i o n s P a t h o g e n s

黄文杰 郭先健 (第三军医大学附属新桥医院呼吸内科研究所 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 7

在本文第一部分
,

我们建立了三种细菌的 P C R 检测方法
.

疑可大大节省样品
。

操作熟练者
,
2 ~ 3 m in 便可获得样品中

其反应体积为 20 闪
,

其中引物量为 10 p m ol / L
,

模板量为 ng 水 D N A 的含量
,

是一种简单
、

快速
、

灵敏准确和重复性好的检测

平
,
4种 d N T P s

各 2 0 0 拼m o
l / L

,
1 0 x P C R 缓冲液 (含 M g ” ) 2 拌 1

,

方法
,

易于在临床实验室推广使用
。

T a q 酶 0
.

S U
。

反应条件
:

9 4 ℃ 3 0 5 ,
5 0 ℃ 3 0 5 ,

7 2 ℃ 3 0 5 ,

最后 由于竞争 P C R 才是可靠的 P C R 定量方法
,

本文通过 P C R

72 ℃延伸 10 m in
,

35 个循环
.

扩增产物进行 Sou t h er
n
转印杂交 重组 D N A 技术构建 内参模板后

,

将之与检 测模板 一 同行

和直接测序
。

结果示三种细菌 P C R 检测的特异性良好
,

彼此间 P C R
,

二模板产物采用荧光测定
,

以其比值为纵坐标
,

标准模琢

无文叉反应
.

检测下限均为 f g 水平
,

相当于几个细菌基因组 浓度为横坐标作图
。

标准曲线建立之后
,

可据此推算待测模板

D N A
.

10 例模拟阳性痰标本结果亦均为阳性
,

扩增产物的特异 的量
,

达到定量的目的
。

性还通过 oS ut he nr 杂文和测序得到 了证实
。

最后
,

我们应用 R A P D 技术对几种呼吸道常见菌和军团菌

接着又建立了复合 P C R 方法并对 30 例临床痰标本进行了 的几个血清型进行了 D N A 扩增
。

反应体系为 10 川
,

引物加量为

检测
.

在实验中我们采用 了摇摆扩增和加入不等量引物的方 5 n m ol
。

反应条件
:

94 ℃ 60
5 ,

34 ℃ 60
5 ,

72 ℃ 1 20
5 ,

45 个循环
。

法
,

解决了大片段扩增产物量少的问题
。

结果示复合 P C R 对三 单引物扩增五种细菌基因组 D N A 的结果示每个样品均可见多

种细菌的检测方法成功
。

在对 30 例痰标本的检测中
,

检出绿脓 条扩增片段
,

军团菌 6种血清型的扩增结果也同样示扩增片段

杆菌 13 例
,

流感嗜血杆菌 10 例
,

肺炎链球菌 7例
,

其中三种细菌 的数量大小不等
。

PC R 检测均为阳性者 3例
,

二种阳性者 5例与绿脓杆菌培养阳性 在本实验中
,

我们将文献报道的方法做了改进
,

将反应体

结果相符合者 7例
,

另有 2例虽反复多次经 P C R 检测仍为阴性
。

系变小到仅为 10 川
,

引物量减少到 5 n m ol
,

这样节约了试剂
,

缩

复合 P C R 方法的建立使得一次性从呼吸道标本中检测出常见 短了反应时间
,

亦可得到满意的结果
。

R A P D 技术简便易行
,

省

可疑病原体成为可能
,

既经济又快速简便
。

力省时
,

所需样品也少
,

仅需 gn 级 D N A
,

尤其适用于那些生长

然后又建立了用微量荧光计测定 P C R 产物的方法
。

将三 缓慢
、

大量培养造价高或有危险的微生物的检测
.

种细菌 D N A 模板进行倍比稀释
,

各自单独行 P C R 扩增
。

反应 关键词 多聚酶链反应
;

肺炎链球菌
;

流感嗜血杆菌 ;绿脓

体系及反应条件同第一部分
,

取 10 川扩增后 样品进行测 定
,

每 杆菌
;
基因诊断

一样品测二次
,

取其平均值为纵坐标
,

模板浓度为横坐标作图
。

中图法分类号 R 5 1 7
.

6

此法所需样品少 (可少至 2 川 )
,

对于产量微少的 P C R 产物
,

无 (收稿
:

19 9 5
一。 7

一
0 1 ;

修回
:
1 9 9 5

一
。 7

一
2 7)


