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　　提　要　用培养的人脐静脉内皮细胞 ( HUVEC)为模型 ,加入体表烧伤面积 30% ～ 50%和 70% ～ 90%两

组病人的血清 ,观察培养液中乳酸脱氢酶 ( LDH)、前列环素 ( PGI2 )和一氧化氮 ( NO )的变化 ,并测定 HUV EC

中 纤维状聚合体 ( F-ac tin)含量和内皮素 -1 ( ET-1)斑点杂交半定量。 结果表明 ,加入烧伤血清后 1 h,

ET-1 m RNA量增加 3倍 ,并持续到 12 h , NO产量在 3 h开始显著升高 ( P < 0. 05) ,持续到 12 h。 12 h后

HUVEC损伤显著 , LDH升高 ( P < 0. 01) , PGI2产量增加 ( P < 0. 05) , F-actin显著下降 ( P < 0. 01) , HUV EC

形态变圆收缩 ,连接分离和部分脱落。证明烧伤血清加入后首先刺激 HUVEC的 ET-1表达 ,随后 NO合成开

始增多 ,以维持血管舒缩功能的平衡。 12 h后 HUVEC开始出现明显的损伤表现。提示烧伤血清对静脉内皮

细胞 V EC的作用是一由激活逐渐到损伤的过程。

　　关键词　脐静脉 ;内皮 ;乳酸脱氢酶 ;前列环素 ;肌动蛋白类 ; m RN A;一氧化氮
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　　严重烧伤后 ,全身性血管通透性增加 ,证明了构成

血管通透屏障的内皮细胞对血管内外物质交换的控制

功能丧失或部分丧失。

　　作者在家兔烧伤模型研究中已证明烧伤早期白细

胞在各脏器的滞留对内皮细胞损伤有重要作用 [1, 2 ]。因

此 ,本研究试图证明 Z烧伤病人血清中的体液因素对

内皮细胞血管调节功能的影响和在内皮细胞损伤中的

作用及意义。

1　材料与方法

1. 1　实验分组
1. 1. 1　分离培养人脐静脉内皮细胞 ( Human umbilical vein en-

do thelial cell, HUV EC)　　按文献 [ 3 ]方法 ,并经Ⅷ 因子染色

鉴定。用 35 mm塑料培养皿 ,每皿加入 ( 1～ 1. 5)× 103个细胞 ,

待 HUV EC融合成片后 5 d～ 10 d使用。

1. 1. 2　将已培养融合的 HUV EC分成 3组　　对照组 ( n =

15) ,加 30% ～ 50% TBSA血清组 ( n = 15) ,加 70% ～ 90% TB-

S A血清组 ( n = 15)。烧伤面积分别为 30% ～ 50% , 70% ～ 90%

两组病人 ,各 3例 ,于伤后 48 h内抽股静脉血 10 m l,无菌分离

血清 , 56℃ 30 min灭活补体。 组内混合 ,按 15%比例与 M199

培养液混合后分别加入已融合的 HUVEC中 (每组 n = 15) ,并

观察 3、 6、 12 h时相点。 对照组 ,加入正常人血清。

1. 2　观察指标
1. 2. 1　培养液中乳酸脱氢酶 ( LDH)活性测定　　用常规生化

方法测定。

1. 2. 2　前列环素 ( PGI2 )代谢产物 6-酮 -PGF1α定量　　用放免

法测定。 药盒为解放军总医院生产。

1. 2. 3　 HUV EC内微丝蛋白定量　　根据 Pha lloidin与

F-actin具有很强亲合力的特点 ,采用 TRITC荧光标记 phal-

loidin,与 F-actin结合 ,测定 F-actin含量 ,同时测定细胞的总蛋

白量。 结果用 F-actin /细胞蛋白的比值表示。

1. 2. 4　培养液中 NO代谢产物 NO-
2 的测定 [4]　　由于

EDRF-NO半衰期短 ,测定较困难。 本实验利用 2-乙氧-6, 9-二

氧基吖啶与亚硝酸根在盐酸作用下生成樱桃红色的原理测定。

1. 2. 5　 HUVEC中内皮素 ( Endo thelin, ET ) m RN A斑点杂交

半定量

1. 2. 5. 1　用异硫氰酸胍一步法 ,提取 HUV EC中的总 RNA。

1. 2. 5. 2　在 DNA合成仪上合成内皮素 cDNA探针 ,探针序列

以人 ET-1 7～ 15氨基酸残基的 cDNA编码为准。 用末端转移

酶将生物素标记在 3′-O H末端。

1. 2. 5. 3　 mRNA点膜与探针杂交 ,显色。

1. 2. 5. 4　在薄层扫描仪上分析各组内皮素 -1( Endo thelin-1,

ET-1) mRN A半定量。每个时相点用占该组总表达量的百分率

表示。

1. 2. 6　 HUV EC的形态学观察　　将各时相点培养细胞分两

份 ,一份用 2%甲醛和 1%戊二醛 ( 0. 02 mo l /L PB p H 7. 3)固

定 ,再用 0. 02 mol /L PB洗两次 ,加入 60∶ 40的 0. 5%乙醇酸

伊红和 0. 25%卡马斯蓝染 20 min,再用 0. 25%卡马斯蓝复染

5 min,光镜观察。另一份 HUV EC,用 3%戊二醛固定 ,漂洗、脱

水、干燥后 ,镀膜 ,用扫描电镜观察。

1. 3　统计学处理
　　所得数据用 58c /59专用统计微机 (美国德克斯仪器公司 )

处理 ,数值用 x-± s表示 ,组间进行显著性 t检验。

2　结果

2. 1　 HUV EC培养液中 LDH活性和 6-酮 -PGF1α含量

变化

　　加入烧伤血清后 12 h, HUV EC培养液中 LDH活性和

6-酮 -PGF1α含量明显升高 ,见表 1、 2。

469

第 18卷第 6期

1996年 12月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol, 18, No. 6

Dec. 1996

 国家自然科学基金资助项目 , N o. 39290700- 03

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1996. 06. 001



表 1　加入烧伤血清后 HUVEC培养液中 LDH

的变化 ( x-± s, u /ml)

Tab 1　 Changes of LDH activity in HUVECmedium

af ter adding burn patient sera (x-± s, u /ml)

Pos tburn
(h )

Cont rol sera
30% ～ 50%

TB SA bu rn sera

70% ～ 90%

TBSA burn sera

3 195. 41± 78. 69 225. 45± 107. 60　　 283. 12± 97. 90　　

6 231. 76± 112. 70 278. 66± 132. 60 327. 54± 143. 65

12 257. 54± 118. 52 846. 33± 194. 41** 995. 82± 288. 46**

** : P < 0. 01 vs contro l

表 2　加入烧伤血清后 HUVEC培养液中 6-酮-PGF1α

的变化 (x-± s,ρB /pg· ml- 1 )

Tab 2　 Changes of 6-keto-PGF1α in HUVEC medium after

adding burn patient sera ( x-± s , ρB /pg· ml- 1 )

Pos tburn

( h)
Cont rol s era

30% ～ 50%

TB SA bu rn sera

70% ～ 90%

TBSA bu rn sera

3 481. 43± 69. 54 483. 26± 96. 02　 564. 12± 167. 19　

6 811. 54± 124. 57 876. 66± 176. 40 933. 46± 213. 71

12 983. 11± 326. 04 1474. 24± 188. 02* 1511. 63± 342. 11*

* : P < 0. 05 v s contro l

2. 2　加入烧伤血清后 12 h, HUV EC中 F-actin含量

见表 3

表 3　加入烧伤血清后 HUVEC中 F-act in的变化

( x-± s ,CB /pg· μg- 1 )

Tab 3　 Changes of F-act in in HUVEC after adding

burn patient sera (x-± s , CB /pg· μg
- 1)

Pos tburn

( h)
Cont rol s era

30% ～ 50%

TB SA bu rn sera

70% ～ 90%

TBSA bu rn sera

3 10. 20± 1. 68 11. 23± 1. 67　　 9. 53± 2. 15　　

6 11. 82± 2. 73 9. 71± 2. 07 9. 36± 2. 57

12 10. 53± 2. 13 6. 97± 0. 74** 6. 41± 1. 55**

** : P < 0. 01 vs contro l

2. 3　烧伤血清对 HUV EC培养液中 NO
-
2的影响见图 1

图 1　加烧伤血清后培养液中 NO-
2 含量的变化

Fig 1　 Changes of NO-
2 in medium af ter adding

burn pat ient sera

2. 4　烧伤血清对 HUV EC ET -1 mRNA的影响见图 2

图 2　加入烧伤血清后培养 HUVEC中 ET-1 mRNA的变化

Fig 2　 Changes of ET-1 mRNA in HUVEC af ter adding

burn pat ient sera

2. 5　形态学改变
　　烧伤血清对 HUVEC的损伤非常明显 ,两组血清加入后 ,

均在 12 h左右出现光镜下的形态学改变 ,见图 3、 4。 主要变化

为细胞体收缩 ,细胞间连接分离 ,随时间的延长甚至出现细胞

脱落。扫描电镜亦可见细胞收缩 ,细胞间连接分离和细胞脱落。

图 3　加入正常人血清培养的 HUVEC　 (卡马斯蓝染色× 200)

Fig 3　 The HUVEC cultured in medium containing normal

human sera　 ( Coomassie brilliant blue× 200)

图 4　加入烧伤血清后 12 h,HUVEC的形态变化 ,细胞间

连接分离　 (卡马斯蓝染色× 400)

Fig 4　Morphologic changes of HUVEC cultured in medium

containing burn patient sera, the cell junctions

seperated　 ( Coomassie brillia nt blue× 400)
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3　讨论

3. 1　烧伤血清对 HUV EC的损伤作用显著

　　烧伤后引起 V EC损伤的机理十分复杂。 以往研

究发现 ,烧伤后许多体液因子 ,如细胞因子 ( TN F、

IL-1)、炎性介质 ( LT、 5-HT,缓激肽 )、水解酶类 (组织

蛋白酶、弹性蛋白酶等 )、降解产物 ( FPA、 B)、氧自由

基、补体和血细胞成份 ,如中性粒细胞 ( PMN )、血小

板、单核巨噬细胞等均有明显升高或激活 [ 5, 6] ,这些对

V EC可能都有一定的损伤作用。

　　在体内 ,由于多因素的相互干扰 ,难于区分血细胞

与体液因素的作用。 因此 ,本实验采用体外培养

HUV EC模型 ,拟观察烧伤后多种体液因子的综合

影响。

　　烧伤血清中存在着大量的炎性介质和细胞因子等

可损伤 V EC。 从表 1、 2可看到 ,加入烧伤血清的两组

HUV EC培养液中 LDH和 PGF1α与对照组比均有显

著增高 ( P < 0. 01和 0. 05)。

　　 LDH是一种糖酵解酶 ,广泛存在于组织细胞浆

中 ,只有在细胞膜受到损伤 ,胞浆中的 LDH才大量释

放到细胞外。培养液中 6-酮 -PGF1α是 PGI2的代谢产

物 ,通常认为内皮细胞在受到机械刺激、化学因素刺激

以及一些内源性介质作用下 ,磷脂酶 A2作用于细胞

膜上的磷脂而生成 PGI2。

　　表 3显示烧伤血清对 HUV EC中的 F-actin含量

亦有明显的影响。 Actin是细胞内含量最丰富的蛋白

成份 ,在细胞内它以游离的球状单体 ( G-actin)或纤维

状聚合体 ( F-actin)两种互换形式存在 , F-actin的下降

标志着微丝降解。由于微丝的主要功能是维持 V EC

特殊的扁圆形态 ,并与细胞间的紧密连接及细胞外基

质附着有关 [7 ]。因此 ,微丝的降解是 V EC受到刺激时

产生收缩反应、细胞间连接分离、细胞脱落的原因。

　　本实验结果证明了烧伤血清中的某些成份对

HUV EC具有损伤作用。两组烧伤血清 ( 30%～ 50%

TBSA和 70%～ 90% TBSA)对 HUV EC的损伤作用

均在加入后 12 h左右表现。 从形态上观察发现此时

HUV EC细胞体回缩 ,细胞间形成许多裂隙 ,部份

V EC脱落。 细胞大部分仍呈圆形 ,少数呈梭形 ,见图

3、 4。 F-actin含量降低是 HUV EC产生这些变化的物

质基础。

3. 2　烧伤血清对 HUV EC产生 EDCF和 EDRF的影响

　　V EC产生的 EDRF和 EDCF对组织灌流和组织

缺血、缺氧具有重大影响。本实验首先观察了正常血清

可以诱导 HUV EC产生一定量的 NO,随着培养时间

的延长 ,培养液中 NO
-
2 逐渐增加。 但在 9 h以后的

NO
-
2 的含量不再明显增加 ,见图 1。 表明 V EC的 NO

分泌有一基础水平 ,并具自身反馈调节机理。因为更换

新培养液后 , NO
-
2 又会逐渐增加重复以前的变化。

　　加入烧伤血清后 , NO
-
2 的增加幅度在 3 h以后即

明显地超过正常血清 ,并在 9 h左右停止增长 ,而维持

在一较高水平。这一结果揭示烧伤血清中有较强的

NO合成刺激物质存在。这种刺激作用在 9 h左右使

NO在一较高水平达成新的平衡。

　　本实验结果表明 ,未加刺激的 HUV EC有少量的

ET mRNA表达。 烧伤血清加入后 , HUV EC ET-1

m RNA在 1 h以后即开始增加明显 ( 3倍于对照 )。 以

后的时相点均波动在高于对照 2～ 3倍的水平。 但在

12 h ,下降明显 ,见图 2。这一结果说明烧伤血清中所

含物质能显著地诱导 ET基因表达。

　　根据本实验结果 ,烧伤血清刺激 HUV EC ET表

达在 1 h升高 3倍 ,而 NO
-
2 的增加在 3 h才开始出现

显著性。说明 ET表达增多先于 NO增多。烧伤血清引

起 ET表达增强和随后的 NO合成增多可能是 V EC

受到刺激时的一种调节反应。

　　从实验结果可以看出 ,随着 HUV EC明显损伤

( LDH升高 ,细胞微丝降解 ) E T表达和 NO合成均出

现减弱趋势。 提示烧伤血清作用一定时间后对 ET表

达和 NO合成有抑制作用。
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Effects of burn patient sera on cultured endothelial cells of human

umbilical vein
 

Luo Xiangdong , Yang Zongcheng , Li Ao ( Resea rch Institute o f Burn Injury , Southw est Hospital, Third Milita ry Medical

Univ ersity, Chongqing , 630038)

　　 Abstract　 The sy stemic pathophysio lo gica l changes in the ear ly sta ge postburn are closely related to the

activ ation and damages of v ascular endo thelial cells ( VECs ). In o rder to study the effects of humo ral sub-

stances on VECs, the sera of 2 g roups o f burn patients ( w ith burn a rea of 30% ～ 50% and 70% ～ 90% TBSA

respectiv ely ) w er e added to the cultur ed VECs o f human um bilical v ein. The content of lac tic dehydro genase

( LDH) , pro stacyclin ( PGI2 ) and nitric oxide ( NO ) in the cultur e fluid was de termined. In addition, the con-

tent of F-actin in V ECs w as measured and tha t o f endo thelin-1 ( ET-1) w as semiquantitativ ely mea sur ed with

spo t hybridization. It w as found that ET-1 m RN A was increased 3-fold in the 1st h afte r the addition o f burn

sera and this increase w as maintained to the 12th h. In th e 12th h , the damages o f VECs were quite promi-

nent show ing elev ation o f LDH ( P < 0. 01) , incr ea sed production of PG I2 ( P < 0. 05) and significant de-

crease of F-actin ( P < 0. 01) . The VECs became round in shape and shrunken. These finding s indica te that

burn sera stimulated E T-1 expression o f V ECs fir st, fo llow ed by increased synthesis of NO to maintain vas-

cular tone and th en damages o f V ECs occurr ed in the 12th h , which suggests tha t the effects of burn se ra on

VECs proceed th rough a course fr om activ ation to damage.

　　 Key words　 vascular endo thelial cell; burn serum; nitric ox ide

　 　 This pro ject w as suppor ted by the Na tiona l Natura l Science Funda tion o f China , No. 39290700- 03

科研简报

重庆市庚型肝炎病毒 (HGV)感染的初步观察

Preliminary observation on hepatitis G virus ( HGV ) infection in

Chongqing

张绪清　 陈国致　 顾长海　 (第三军医大学附属西南医院传染病中心 ) 重庆 , 630038

　　采用酶联免疫法 ( ELISA)检测 58例病毒性肝炎患者血清

中甲、乙、丙、丁、戊、庚 6种肝炎病毒的感染标志 ,并用聚合酶

链反应 ( PCR)技术检测其血清中的 HBV DN A和 HCV RN A。

58例肝炎患者血清抗 -HGV阳性率为 12. 1% ,其中急性非甲 -

戊型肝炎患者血清抗 -HGV阳性率为 25% ,慢性重型肝炎患者

血清抗 -HGV阳性率为 26. 3% 、明显高于慢性肝炎 ( 2. 9% , P

< 0. 05);在 7例抗 -HGV阳性者中 ,有 4例 ( 57. 1% )是与 HBV

重叠感染 ;非甲 -戊型肝炎患者血清抗 -HGV阳性率为 30. 0% ,

HBs Ag阳性肝炎患者血清抗 -HGV阳性率为 8. 3% ; HBs Ag阳

性的慢性重型肝炎和慢性肝炎患者血清抗-HGV阳性率分别为

17. 6%和 3. 1% ;抗 -HGV 阳性重型肝炎患者的病死率为

100. 0% ( 5 /5) ,单纯 HBV感染者的病死率仅为 36. 4% ( 4 /11)。

结果表明: 重庆市存在 HGV感染 ; HGV感染是非甲 -戊型肝炎

患者的重要病因 ,并在重型肝炎中起重要作用 ; HGV可与 HBV

重叠感染 ,重叠感染者可能更易发生重型肝炎 ,重叠感染所致

重型肝炎患者的预后可能更差。

　　关键词　病毒性肝炎 ;庚型肝炎病毒

　　中图法分类号　 R512. 6
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