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V o
l

A P r

,
N O

.

1 9 9 6

可能性极小
。

, 5 ,
S m

一

E D T M P 治疗较之其它化疗药物及放疗毒

副作用较小
,

仅表现出部分病人消化道症状
,

暂时性骨

痛加剧
,

白细胞轻微降低
,

而在停止治疗后 3周内多数

自行上升4
.

0 x l护 / L
。

该疗法临床应用安全可靠
,

用药

剂量可依病情灵活掌握
。

根据本 回顾性研究结果
,

我们

认为在病人 可以耐受的剂量范 围内适 当加大用药剂

量
。 ’ 5,

S m
一

E D T M P 不失为一种应用前景 良好的治疗肿

瘤骨转移灶的内照射药物
。

关键词
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绞股蓝皂试与 A w s 减轻庆大霉素对培养肾小管上皮细胞损伤的探讨

P r e l i m i n a r y s t u d y o f t h e e f f e e t o f g y P e n o s i d e a n d A W S o n t h e g e n t a m i
-

e i n 一
i n d u c e d d a m a g e s i n c u l t u r e d r e n a l t u b u l a r e P i t h e l i a l c e l l s

喻 陆 廖立生 (第三军医大学附属新桥医院肾脏内科 ) 重庆
,

6 3。。 3 7

随着 肾小管上皮细胞培养技术的发展
,

庆大霉素

( G M )肾毒性的研究从原有的整体
、

器官
、

细胞水平已

进展到亚细胞与分子水平
。

本文采用兔近端 肾小管上

皮细胞原代培养技术制作体外 G M 损伤模型
,

观察了

细胞分裂增殖指数 (P I )
、

S 期细胞数
、

G
Z

M 期细胞数的

变化及膜 N a 十 一

K 十 一

A T P a s e 活力变化
,

并首次使用 中

药绞股蓝皂贰及 A W S 对 G M 肾毒性进行体外防治研

究
。

现报告如下
:

材料与方法

1
.

1 材料与试剂

纹股蓝皂贰 (粉剂
,

纯度 80 %
,

重庆中药研究所提供 )
,

A W S

(一种能改变肾功能的中药
,

四川职业病防治所提供 )
,

R N A 酶

( S ig m
a U S A )

,

碘化丙淀 ( S ig m
a U S A )

,

哇马因 (瑞士 F l a n k 公

司 )
,

A T P (上海生化研究所
,

批号
:

93 0 1 8 7 )
,

G M ( 四川长征制药

厂
,

批号
:

9 3 1 2 0 6 )
.

1
.

2 实验动物

新西兰大白兔
,

体重 0
.

5 ~ 1
.

1 k g
,

由本校动物所提供
.

1
.

3 肾小 管土皮 细胞 少吝养

按文献【l] 进行
,

将兔处死后无菌取肾
,

去包膜
,

分离肾皮

质
,

剪碎后移入 80 目钢网筛
,

研磨并用生理盐水冲洗
,

于 1。。目

钢网筛上收集肾小管节段 (过筛后相差显微镜检查肾小管纯度

可达 90 % )
,

将其置于离心管内
,

用无血清 R P M I 1 6 4 0培养液冲

洗
,

3。。 0 0 x g 离心 5 m in
,

上述小管节段离心后弃洗液
,

经 .0

2荡胰蛋白酶 37 ℃ 消化 10 m in
,

中止消化后加入含 10 %小牛血

清的 R P M I 1 6 4。培养液 (无青
、

链霉素 )
,

置 37 ℃
,

5 % C O
:

孵箱中

培养
,

细胞贴壁后约 l d 其外周开始长出细胞
,

3 d 后细胞增多
,

此时降低小牛血清浓度至 5沁
,

6 d 左右细胞铺满培养瓶
.

1
.

4 肾小 管上皮 细胞鉴定

采用扫描电镜
,

透射电镜及硷性磷酸酶染色
。

1
.

5 实验分组

取原代培养第3天的细胞
,

倒去原培养液
.

实验分 4组
:

①正

常组即含 5 %小牛血清的 R P M I 1 6 4。培养液中培养的细胞
.

②

致伤组 即暴露在含 l m m ol / L G M 和 5 %小牛血清的 R P M I

1 6 4。培养液的培养细胞
。

③纹股 蓝皂贰组 ( G P S )即在加入含 1

m m o l / L G M 和 5 %小牛血清的 R P M I 1 6 4 0培养液 1 2 h 后再加

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1996. 02. 037
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等
.

纹股蓝皂贰与 A w S 减轻庆大霉素对培养肾小管上皮细胞损伤的探讨 1 6 3

入 G P S 40 m g / L (终浓度 )的培养细胞
.

④ A w S 组即加入含 1

m m o
l / L G M 和 5 %小牛血清的 R P M I 1 6 4 0培养液一Z h 后再加

入 A W S 40 m g / L (终浓度 )的培养细胞
。

四组培养 72 h 分别观

察指标的改变
.

1
.

6 指标检浏方法

细胞分裂增殖指数
、

细胞周期分布测定采用流式细胞仪

法 [ , 〕 。

培养细胞膜 N +a
一

K
十 一

A T P as
e
活性测定采用哇 巴因抑制

法 [ 3 ] .

2 结果

2
.

1 肾小 管上皮细胞的鉴定

透射电镜见细胞内有丰富的线粒体和粗面内质网
,

扫描电

镜见细胞表面有微绒毛
、

硷性磷酸酶染色为阳性
,

以上结果表

明细胞来源于肾的近端小管
.

2
.

2 少吝养 7 2 h 细 胞分 裂增殖指数
、

S 期细 胞数
、

G
:

M

期细 胞数及细胞膜 N +a
一

K 十 一

A T P 活力变化 ( 见

附表 )

附表 培养细胞 IP
、

S 期细胞数
、

G
:

M 期细胞数 ( % )及膜 N +a
一

K
十 一

A T P as e 变化

印m o l p i / m g p r o / 1 0 m i n ) (了士 s )

G M 组 正常组 G P S 组 A W S 组

P I

S 期

G
:

M 期

N
a + 一

K 十
一

A T P a s e 活力

1 1
.

0 4士 1
.

9 3 2 2
.

7 2士 1
.

5 7
.

1 9
.

4 8士 0
.

5 2
心 琳

6 6
.

9 5士 0
.

7 9 l l

l l

00士 1
.

8 2
.

9
.

7 3士 2
.

3 4 .

4
.

1 3士 1
.

4 8 72士 1
.

9 2
. 9

.

7 8士 2
.

6 7
. 称

1 4
.

4 1士 0
.

9 1 3 7
.

0 6士 1
.

1 2
今 3 5

.

0 4士 1
.

1 8
.

16
.

32士 1
.

9 1
`

二

8
.

4 8士 2
.

5 8
. 井仓

7
.

8 7士 3
.

7 6
. # .

32
.

2 0士 1
.

0 9 今 # △

. :

与 G M 组相 比
,
尸 < 。

.

01
, #

:

与正常组相比
,
尸 < 。

.

01 ; @
:

与 G P S 组相 比
,
尸 < 。

.

05
; △

:

与 G P S 组相比
,
尸 < 。

.

01
.

附表示 G M 组 IP 值
、

S 期细胞数
、

G
:

M 期细胞数
、

膜 N a 十 -

K气 A T P as
e
活力非常显著低 于正常组

,

尸 值均 < 。
.

01 , G P S

组
、

A w S 组 IP 值
、

S 期细胞数
、

G :

M 期细胞数
、

N a 十 一

K
十 一

A T
-

aP se 活力非常显著高于 G M 期
,
尸 值均 < 。

.

01
;
G P s 组 PI 值

、

S 期细胞数
、

G Z

M 期细胞数显著高于 A w S 组
,

P < 0
.

05 , G P S

组膜 N +a
一

K
十 一

A T P as
e
活性非常显著高于 A W S 组

,

尸 < 0
.

01
。

3 讨论

国外于 80 年代开始进行近端 肾小管上皮细胞培

养
,

并使其技术逐步完善
。

国内于 80 年代中晚期在沿海

部分城市开展 了此项研究
。

本实验采用筛网分离法成

功地培养出兔原代近端肾小管上皮细胞
,

并在此基础

上建立了体外庆大霉素损伤模型
。

现 已知所有细胞或处于分裂期或处于间期
,

G
,

期

主要发生 D N A 合成
,

G
Z

期 D N A 含量加倍
,

因此当 S

期细胞数
、

G
Z

M 期细胞数及细胞分裂增殖指数下 降
,

表明细胞 D N A 合成
,

含量亦下降
。

本实验观察到 G M

组 IP
,

S 期细胞数
、

G
Z

M 期细胞数较正常组下降非常

显著
。

( 尸 < 0
.

0 1 )
,

提示 G M 肾毒性致培养 肾小管上

皮细胞 D N A 含量下降
。

这与 C h a n[ 们报道的 G M 致肾

小管上皮细胞 D N A 合成下降的结果一致
。

N a + 一

K 十 -

A T P as
e
位于 肾近 曲小管侧膜

,

在维持细胞膜 内电离

子平衡起重要作用
,

若此酶活性和功能受损
,

则可导致

细胞死亡
。

本实验观察到 G M 组 N a 十 一

K + 一

A T P as e 活

性非常显著低于正常组 尸 < 0
.

01
。

提示 G M 肾毒性致

培养细胞膜 N a + 一

K
+ 一

A T aP
s e 活性下降

。

绞股 蓝为葫芦科绞股蓝属攀缘草本植物
,

其所含

的皂贰 中有 4种与人参皂贰 R b
, 、

R b
。 、

F : ,

R d 结构完全

相 同
,

尚有多种皂贰经酶或酸水解后可转化为人参皂

贰
,

该药具有抗脂质过氧化
、

降脂
、

抗衰老
、

耐疲劳
、

耐

缺氧
、

镇静
、

催眠
、

促进学 习记忆力
,

保护缺血心肌 损

伤
,

保护心肌缺血再灌注损伤
,

抑制血小板聚集等多方

面的功效
〔 5〕 。

但其对 G M 肾毒性 防治目前未见报道
,

本

实验观察到
:

绞股蓝皂贰能非常显著减轻 G M 引起的

P l 值
、

S 期细胞数
、

G
Z

M 期细胞数及 N a + 一

K + 一

A T P a s e

活性下降
。

我科 以往体 内实验证明
,

A W S 能明显减轻

G M 对线粒体膜
,

溶酶体膜 的损伤 6j[
。

本实验观 察到

A W S 能非常显著地减轻 G M 引起的培养细胞 IP 值
、

S 期细胞数
、

G
Z

M 期细胞数及膜 N a + 一

K气 A T P a s e 活

性下降
。

实验结果提示
:

两种中药能减轻 G M 导致的

肾小管上皮细胞的损伤
,

对于防治 G M 肾毒性均具有

良好的应用前景
。

关键词 纹股蓝皂贰
,

肾小管上皮细胞培养
;

庆大霉素
.

细胞分裂增殖指数 ; N a 十 一

K
十 一

A T P as
e
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c B
一

H R P 电镜示踪技术在大鼠胚胎脊髓移植实验研究中的应用

A P P l i e a t i o n o f n e u r o a n a t o m i c a l t r a e i n g t e c h n i q u e o f e l e e t r o n m i e r o s e o P i e

C B
一

H R P h i s t o e h e m i s t r y i n e x P e r i m e n t a l s t u d i e s o n t r a n s P l a n t a t i o n o f

e m b r y o n i e s P i n a l c o r d t i s s u e i n r a t s

赵 刚
.

序维宏 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第三研究室 ) 重庆
,

6 3 0 0 42

近年来
,

J a k e m a n 和 R e i e r [ `〕经采用麦芽凝集素结

合辣根过氧化酶 ( W G A
一

H R P )
、

胶体金等神经示踪技

术
,

在光镜下
,

观察到胚胎脊髓移植物与宿主脊髓之间

可以建立 良好的神经纤维联系
,

并推测移植物在重建

宿主损伤脊髓的节间神经环路联系方面起重要作用
。

然而移植物与宿主之间其超微结构如何
,

能否建立神

经突触联系
,

有关研究甚少
。

本研究将梁凤仪
、

万选才

等学者 2j[ 介绍的霍乱原 B 亚单位结合辣根过氧化物酶

( C h o l e r a g e n s u b u n i t B e o n ju g a t e d h o r s e r a d i s h p e r o x -

id a
se

,

C B
一

H R P )神经组织化学 电镜技术用于大 鼠胚胎

脊髓移植实验研究
,

取得了满意的结果
,

报告如下
:

1 材料与方法

1
.

1 脊髓损伤模型与移植程 序

健康 w is at r

大鼠
,

体重 18 0 ~ 25 0 9
,

作为脊髓移植受体鼠
。

无菌条件下
,

咬除 T
13一

L
,

椎板
,

暴露脊髓腰膨大部位 a[J
,

在腰膨

大中段 (L
.

脊髓节段 )横断左侧半脊髓
,

用显微手术刀 损毁部分

切断的脊筋组织
,

然后将其吸出
,

制成直径 2 ~ 3 m m 的半切洞

腔后备用
。

剖腹取出妊娠 14 d 孕 鼠完整的胚胎
,

在手术显微镜

下
,

将胚胎脊髓与周围组织分离开来
,

用注射器将胚胎脊髓吸

入尖端口径 1 m m 玻璃管内
,

留少许吸至管 口
,

再轻轻注入受体

鼠脊健洞腔内
,

显微镜下用 8个零的无创缝合线
,

缝合切开的硬

脊膜
.

1
.

2 C B
一

H R P 的组织化学光
、

电镜检查

移植术后 30 ~ 85 d
,

随机选取巧只受体鼠
,

用梁凤仪
、

万选

才所介绍的四甲基联苯胺 ( T M B )
一

钥酸钱 ( A H M )程序2[]
,

分别

进行 C压 H R P 组织化学光
、

电镜检查
.

其中 5只受体鼠进行电镜

检查
,

C B
一

H R P 由中国医学科学院基础所提供
。

于宿主脊髓残端或坐骨神经干内注射。
.

3 % C B
~

H R P
,

8 ~

10 川
,

将其引入受体鼠脊髓及移植物内
。

存活 48 h
,

2
.

5 %戊二

醛及 2 %多聚甲醛混合固定液经左心插管滋注 固定
,

移植部位

取材
,

连续冰冻切片
,

厚 40
拜m

,

入新配制的含 0
.

0 05 环 T M B 及

0
.

2 5写A H人1 的0
.

1 M P B ( p H 6
.

2 )溶液中
,

预浸 2 0 m in ,
0

.

3 %双

氧水呈色
,

至 H R P 呈 墨绿色
,

反应达最佳效果
,

然后用 p H 6
.

2

P B 换洗 2次
。

光镜检查切片
,

贴片于铬明矾处理过的载玻片上
,

阴干后
,

系列酒精脱水
,

二甲苯透明后 D P X 封片
。

电镜检查切片入 l %饿酸 P B 液 ( p H 6
.

2) 45 ℃锹化 l h
,

系列

丙酮脱水
,

环氧树脂 61 8包埋
,

包埋后切片挑于硅化载玻片上
,

以另一片压平
,

入烤箱聚合
、

硬化
。

光镜下选取移植物部位
,

修

成 1 m m x l m m x l m m 小块
,

用 5 02 粘于制备好的包埋块尖

端
.

超薄切片后
,

铜
、

轴双染
,

J E M
一

10 o 0S X 透射电镜观察
。

2 结果

移植 30 d
,

光镜下见胚胎脊髓移植物部分存活
.

移植 45 d
,

光镜下可见移植物轮廓
,

但 电镜下未发现 C B
-

H R P 标记结构
。

移植 50 d
,

光镜下见移植物充满脊髓洞腔
,

虽为俄化后切片
,

移

植物与宿主仍清晰可辩 (图 1 )
.

电镜下观察到 C B
~

H R P 标记树

突
,

此树突与多个非标轴突终末形成多对轴
一

树终末结构
,

此结

构可能是突触发育或宿触重建中的前体结构
,

上述结构中非标

轴突终末均含球形及椭圆形小泡
,

分布于与树突相接触的膜附

研究生
,

现在济南军区总 医院骨创伤科 济南市
,
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