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研究也发现肝癌病人 N K 细胞活性显著低于正常
,

术

后 3周 N K 细胞活性有不同程度上升
,

与文献报道结果

一致
。

I L
一

2通过淋 巴细胞表面 I L
一

Z R 结合
,

诱导 T 淋

巴细胞 增殖
,

促进 N K 细胞细胞 活性
,

诱生 L A K 细

胞
,

促进 B 细胞分泌抗体
,

而肝癌病人其 m I L
一

Z R 表达

显著低于正常对照组 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

使肿瘤细胞逃避机

体 的免疫监视
; m I L

一

Z R 表达 的不足在肝癌病人细胞

免疫抑制机理中起着重要作用
。

同时肝癌病人 N K 细

胞活性 明显低于正常对照组
,

表明机体细胞免疫功能

低下
,

不能对恶性肿瘤进行有效杀伤
。

术后 N K 细胞
、

m I L
一

Z R 有不 同程度升高
,

表 明术后机体细胞免疫功

能有所恢复
,

升高程度同病情及预后的关系有待随访

后进一步研究
。

T N F 主要由激活的单核 巨噬细胞产生
,

脂多糖
、

肿瘤细胞等均是合成 T N F 的激活剂
。

其生物活性主

要为杀伤某些肿瘤细胞
,

抗感染和免疫调节等
。

文献

[ 5j 报道
,

恶性肿瘤病人外周血单核细胞产生 T N F 的

能力增强
,

血浆 T N F 水平升高
。

本文的结果显示
,

肝

癌病人 T N F 水平 明显高于对照组
,

并且同 s 1L
一

Z R 水

平呈显著正相关
,

其机理可能与免疫功能失调有关
。

由

于局部 的抗原递呈能力增强
,

导致局部的免疫耐受消

失
,

造成对 自身抗原的识别
,

同时释放大 量的细胞因

子
,

细胞因子又可以增强局部的抗原递呈能力
,

这种恶

性循环可能促进了肿瘤的发生
。

关键词 N K 细胞 ,膜 白细胞介素
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老化及内毒素对枯否细胞的膜变形性和反应性影响的初步实验研究

P r e l i m i n a r y e x P e r i m e n t a l s t u d y o n t h e e f f e e t o f a g e i n g a n d L P S o n t h e

a l t e r n a t i o n s o f m o r P h o l o g y o f c e l l m e m b r a n e o f K u P f f e r ’ 5 c e l l

彭志明 孙文兵 韩本 立 段恒春 李 昆 (第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

老年 急性胆 道感 染肝衰发病率高
仁l 〕 ,

枯 否细胞

( K C )老化在其中的机理尚待进一步探讨
。

本研究旨在

探 讨老化对离体 K C 的膜变形性及其对内毒素 ( L P S )

刺激的反应性的影 响
,

为揭示老年急性胆道感染的病

理生理特征提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 动物喂养与分组

w is at r

大鼠
,

四川省中药研究所动物室提供
,

专人饲养
,

雌

雄不拘
。

采用每 6个月繁殖的方式
,

一次获得 四组不 同月龄的大

鼠
,

即 6
、

1 2
、

1 8和 2 4月龄 四组
。

每组 5只
,

共 2 0 只
。

1
.

2 K C 的分离与培养

参考 p
r a a n in g 一 V

a n D a f e n

等 [ , 」的方法进行
.

1 %戊巴比妥

钠腹腔内注射麻醉 ( 5 0 m g / k g )
。

经门静脉插管以 1 5 m l / m in
的

速度 向肝脏 灌注预 温 至 37 ℃ 的 D 一 H an k s
液 (含 E D T A I

m m
o l / L

、
N a C I 0

.

8 3 %
、

K C I 0
.

0 5写
、

H E P E 1 0 m m o l / L
,

不含

aC
’ 十 、

M g , 十 、
p H 7

.

4 )
,

同时行下腔静脉插管供灌注液流出和胶

原酶循环
.

灌注 5 m in 肝脏颜色变白
,

再以 。
.

05 %胶原酶 ( T y eP

VI
,

iS g m
a )继续灌注至肝脏弹力下降

、

表面出现 细小液泡时剥

去包膜
,

取下肝脏
,

剪成 2 ~ 3 m m
,

的组织块
,

37 ℃ 水浴中振摇 10

m in 使细胞脱落
,

60 拜m 不锈钢网过滤后成为细胞悬液
,
4 ℃

、

50

X g 离心 s m in
,

3次
,

去除肝细胞
,

低渗法 去除红细胞
。

37 ℃
、

9 5 % O
: 、

s % C O
Z

条件下用 R P M I 一6 4 0 ( G I B C O )培养 3 0 m i n ,

培

养液 中含 1 0 %小牛血清
、

H E P E S 一5 m m
o

l / L
、

胰 岛素 0
.

o s u
/

m l
、

L 一谷酞氨 1 5 m m o
l / L

、

青霉素 z o o u
/m l

、

链霉素 1 0 0 拜g /m l
,

培养 6 h 后去未贴壁细胞
,

得贴壁 K C
.

聚苯 乙烯乳珠吞 噬功能

检查
,

K C 纯度> 95 %
,
台盼蓝染色

,

细胞活性 > 90 %
。

1
.

3 细胞面积
、

最大径与圆形 因子 .Wl 定

将 6孔培养板 (纽 约 )培养的贴壁 K C 置于 20 倍物镜下

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1996. 02. 048
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,

A H B 一 L B )
,

在每只动物的培养细胞中迅

速 采集 5 帧 图像
,

图 像用 日本 C L 3 20 摄 像机 摄 取后 存 于

c M认50 07 型图像分析仪的计算机中
,

采用真彩色图像分析系

统 (空军总医院生物医学工程研究所研制 )
,

每帧图像随机选择

4个 K C
,

每只动物为 20 个
,

每组动物共 1 00 个
,

行阂值分割与编

辑处理后
,

得到单个细胞的形态参数
,

包括细胞面积
、

最大径和

圆形因子
。

细胞面积是指单个细胞镜下透射范围的大小
,

最大

径即细胞的长度
,

圆形因子反映细胞接近圆的程度
,

几何圆形

者为 1
.

0 0
·

1
.

4 K C 对 L P S 衬受性的观察

在 6孔培养板内固定 K C 视野
,

然后加入 4种浓度的 L P S

( 0
, , ,

B
.

型大肠杆菌中提取
,

s i g m a )
,

0 n g /m l
、

1 0 n g / m l
、

1 0 0 n g /

ml 和 10 滩 / m l
,

1 0 5
后观察各细胞形态参数

,

图像采集
、

分析测

量方法同上
。

1
.

5 统计学分析

所得数据按医用统计程序集进行 t 检验及方差分析
.

2 结果

2
.

1 K C 形 态学观察

镜下见 6
、

12 月龄 K C 体积较大
,

胞浆内颗粒多
,

胞膜不光

滑
,

并有凹凸或多个板状
、

索状突起
.

1 8
、

24 月龄 K C 体积较小
,

圆形呈车轮状
,

细胞膜较光滑
、

突起少
。

加入低浓度 L P S 后
,

各

组 K C 膜变得不光滑
,

形状不规则
,

伪足增多
,

以 6月龄和 12 月

龄 K C 最为明显
.

加人高浓度的 L P S 后
,

细胞变大
、

变圆
,

可见

细胞溶解碎片
,

以 18 月龄和 24 月龄最为明显
。

2
.

2 K C 对不 同浓度 L P S 的衬受性

各组 K C 受低浓度 L P S 刺激后即表现 为一种激活状态
,

K C 长径变大
,

形状因子变小
,

并以 6
、

12 月龄为最明显
。

随着月

龄的增加
,

这种改变的幅度越来越小
,

刺激前后的长径和形状

因子的差值逐渐降低
。

随着 L P S 浓度的增大
,

各组 K C 都表现

为一种轻度的抑制状态
,

细胞面积增大
,

长径变短
,

形状因子变

大
,

以 18 月龄和 24 月龄最明显 (见表 1
、

2
、

3 )
.

表 1 各组 K C 面积与 L P S 刺激的关系仕士 s)

组别 (月龄 ) 0 n g / m l 1 0 n g / m l 1 0 0 n g / m l 1 0 拌g / m l

6

1 2

l 8

2 4

5 6 8
.

9士 3 7
.

3

6 0 7
.

4士 3 2
.

1

4 0 9
.

1士 2 0
.

8
.

3 7 8
.

5士 4 7
.

1
.

5 0 4
.

4士 38
.

1

5 1 8
.

5士 33
.

1

3 8 1
.

0士 18
.

2
’

3 9 3
.

6士 20
.

1
.

5 1 6
.

7士 2 6
.

2

50 9
.

3士 2 0
.

8

4 1 6
.

8士 1 9
.

1
’

4 2 0
.

3士 1 4
.

5
’

6 5 8
.

0士 4 6
.

2

6 4 9
.

7士 5 1
.

0

4 2 7
.

6士 6 1
.

2
’

4 1 4
.

5士 4 3
.

2
’

, :

与 6月龄 相比
,

尸 < 0
.

01

表 2 各组 K C 长径与 L P S 刺激的关系任士
: )

组别 (月龄 ) 0 n g / m l

3 3
.

8士 1
.

1

3 8
.

7士 1
.

4

2 3
.

9士 0
.

9
.

2 0
.

4士 1
.

0
.

1 0 n g / m l

6

l 2

1 8

2 4

3 9
.

4士 1
.

4△△

4 3
.

6士 2
.

8△公

2 4
.

8士 1
.

5
’

2 2
.

4士 3
.

6
.

1 0 0 n g / m l

3 7
.

2士 2
.

6△

4 2
.

8士 2
.

1△

2 6
.

8士 2
.

0
.

2 7
.

2士 3
.

1
.

10 产 g /m l

3 6
.

3士 6
.

0

4 0
.

1士 6
.

4

2 6
.

4士 3
.

9
’

2 8 2
.

2士 1
.

9
’

, :

与 6 月龄相比
,

p < 0
.

0 1 ; △
:

与 0 n g / m l 相比
,

p < 0
.

0 5 ; △△
:

与 0 n g /。
:
1相 比

,
p < 0

.

0 1

表 3 各组 K C 形状因子与 L P S 刺激的关系信士
, )

组别 (月龄 ) 0 n g / m l 1 0 n g / m l 10 拜 g / m l

6

l 2

1 8

2 4

0
.

6 1士 0
.

0 2

0
.

5 8士 0
.

04

0
.

8 0士 0
.

0 2
.

0
.

7 9士 0
.

0 3
“

0
.

5 1士 0
.

10△

0
.

4 9士 0
.

0 9△

0
.

7 7士 0
.

0 2
’

0
.

7 6士 0
.

0 3
.

1 0 0 n g / m l

0
.

5 2士 0
.

1 5

0
.

5 0 士 0
.

1 0

0
.

7 8士 0
.

0 3
’

0
.

8 2士 0
.

0 4
.

0
.

7 4士 0
.

0 7△

0
.

6 9士 0
.

0 6△

0
.

7 9士 0
.

0 4

0
.

8 5士 0
.

0 7

, :

与 6月龄 比
,

P < 0
.

0 1 ; △
:

与0 n g /m l 相比
,

P < 0
.

0 5

3 讨论

K C 膜变形性的大小与其活性密切相关
。

吞噬功

能活跃的 K C 体积大
,

形状不规则
,

具有多个突起
,

表

面有许多丝状
,

板状伪足
,

这些伪足 中有丰富的微丝
,

它们与细胞的信息传递代谢和功能有密切的关系
〔3」。

研究结果表明
,

老龄鼠 K C 体积变小而圆
、

胞膜较

光滑
、

伪足和突起少
,

1 8
、

24 月龄的 K C 面积明显下降
,

最长径变短
,

形状因子增大
,

对 L P S 刺激的反应性 明

显降低
。

说明老龄鼠 K C 代谢功能低下
,

缺乏活跃的吞

噬能力
。

提示老年胆道屏障功能呈明显的老化状态
,

在

老年 急性 胆道感染等应激状态 下
,

要充分考虑老化
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K C 的上 述生理特点
,

及 时地解除毒素等 因素对 K C

的损害
,

防止 K C 过度受损而发生功能衰竭
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流体冲击致大鼠脑损伤后组织血管密度的变化

T h e c h a n g e s o f a n g i o a r c h i t e e t u r e a r e a d e n s i t y f o l l o w i n g f l u i d P e r c u s s i v e

b r a i n i n j
u r y i n t h e r a t s

王 禾 普晓滨 廖维宏 吴宝明 刘 彦 肖 剑 杨诗球
.

李向东 (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 4 2

创伤后脑损伤在平
、

战时均较为常见
,

脑外伤时局

部血脑屏障 ( B B B )破坏
,

毛细血管通透性增加
,

导致血

管源性脑水肿
,

研究其发生发展机理具有十分重要 的

意义
。

流体冲击致脑损伤模型具有定量准确
,

可精确测

量
,

作用力单纯
,

重复性好等特点
,

近年来在国内外 已

广泛应用于实验性脑创伤机理方面的研 究
〔`习。

二胺基

联苯胺 ( 3
’

3
一

D i a m i n o b e n z i d i n e ,

D A B ) 酶组化染色法可

清晰地呈现中枢神经系统内的微血管
,

具有灵敏度高
,

反应稳定
,

结果可靠
,

简便易行等优点 2j[
。

本实验利用本室 自行研制的流体冲击装置致大鼠

脑 中等度损伤
,

通过二胺基联苯胺 ( D A B )酶组化染色

法
,

结合计算机图像分析技术
,

测量实验动物脑组织损

伤后不同时相血管密度的变化
,

探讨颅脑创伤性损伤

后微血管系统的变化特点
。

1 材料与方法

1
.

1 模型制备

W i s t a r
大鼠

,

雄性
,

体重 1 5 0 ~ 2 5 0 9
,

戊 巴 比妥钠 ( 4 0 m g /

k g
,
i p )麻醉

,

常规消毒
,

暴露颅骨
,

双氧水处理颅骨表面后
,

于

前自至人字缝联线中点左旁开 3 m m 处钻一直径为 2
.

7 m m 的

圆孔至软脑膜
,

大鼠置江湾 . 型 立体固定仪上固定头部
,

用牙

托粉将流体冲击接头固定于圆孔上
,

注生理盐水于流体冲击装

置中并排出气泡
,

于 恒定角度使摆锤下落
,

经活塞中生理盐水

将压力传导至冲击接头处脑组织致机械性颅脑损伤
.

通过压力

传感一计算机检测系统同时检测压力波形
,

并计算波幅
、

波宽
。

1
.

2 D A B 染色
4 2只大鼠随机分为伤前

、

伤后即刻
、

l
、

2
、

4
、

8
、

24 h 组
,

每组

6只
.

于各时相点断头放血
,

迅速取出脑组织
,

固定于 10 %福尔

马林液 (以 0
.

1 m ol / L P BS 调整 p H 值至 7
.

6) 中2 ~ 4 d
.

冰冻切

片机于 创伤部位冠状面切片
,

片厚 30 产m
,

切片收集于孵育槽

内
,

用 P BS 液洗 2次
,

每次 s m in
.

置切片于新鲜配制的 D A B 液

( 0
.

1 m
o

l / L T BS 5 0 0 m l
,

p H 7
.

6
,

D A B 1 5 0 m g )中
,

在恒温 3 7℃

下预浸 3 0 m in ,

然后在 D A B 液里再加入 1
.

5 % H : O : 1 2 0 m l
,

充

分混合
,

切片入此液孵育 20 m in
.

P BS 洗 3次
,

捞片贴于洁净的

载玻片上
。

用 0
.

5沁的中性红复染 2 m in
,

常规脱水
、

透明
、

封片
。

1
.

3 图像分析

O ly m p us B H 生物显微镜观察 D A B 片脑组织微血管构象

( 10 倍 )
,

每片分别于左
、

右脑对称皮层 区
、

海马区和丘脑区固定

选择 6个视野
,

摄取图像
,

输入 M A S
一

1 自动图像分析仪
,

定量测

量视野单位面积内被测血管所占面积 ( a n g io a r e
h i t e e t u r e a r e a

de ns it y
,

A A D
,

以%表示 )
。

取 6个视野平均值为每片结果
。

1
.

4 统计分析

数据以平均值 士标准差表示
。

均值间差异行 t 检验统计分

析
,

以 尸 < 。
.

05
,
尸 < 。

.

01 为显著水平
。

检测流体冲击压力波形发现
,

压力波基本为一单峰波
,

波

形单纯
,

未见明显振荡
,

波峰值为 1
.

48 士 0
.

05
a t m

,

波宽 21
.

37

士 1
.

0 0 m
s ,

致损伤作用较为单纯
,

具有较好的重复性 (附图 )
.


