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家兔烧伤早期内脏血管内皮细胞损伤的变化
.
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提 要 血管是烧伤早期受损最明显的器官之一
,

研究血管内皮细胞损伤对了解多器官功能衰竭

( M O F )形成的机理
,

提高大面积烧伤的救治率都将具有指导意义
。

选本地雄性家兔 26 只
,

分正常
、

6 h
、

12 h
、

24 h
、

48 h 五组
,

制成 30 %总体表面积 ( T B S A ) l 度烧伤模型
.

观察了血浆胶体渗透压
、

循环内皮细胞 ( C E C )
、

血清血管紧张素转换酶 ( A C E )活性
、

血浆髓过氧化物酶 ( M P O )活性
,

以及心
、 ’

肾
、

肠
、

肝
、

肺中 A C E 和 M P O 活

性
,

常规病理
、

扫描电镜和翎示踪透射电镜观察了上述脏器中血管 内皮细胞 ( v E C )的形态学改变
。

结果显示

血浆胶体渗透压在伤后 6 h 就有显著下降
,

并持续到 48 h
。

C E C 含量在 6 h 明显升高
,

以后逐渐递增
。

血清

A C E 活性先升高后降低
。

血浆 M P O 活性也在 h6 先有一高峰
,

以后虽稍下降但仍明显高于伤前
。

脏器中

M P O 活性与 V E C 损伤有一定关系
.

这些充分说明 V E C 是烧伤早期损害的靶细胞
。

烧伤对 V E C 的损伤发生

早
、

持续时间长
、

损伤范围广
。

并且中性粒细胞 (P M N )在烧伤早期的器官损害中有着重要作用
.
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血管是严重烧伤早期受累最明显的器官之一
。

无

论是烧伤后广泛的血管通透性增加
,

还是凝血
、

抗凝血

功能紊乱和血管张力失调
,

目前均认为与血管损伤
,

特

别是血管内皮细胞损伤有密切关系
〔, 〕 。

烧伤后血管内

皮细胞 ( V E C )损伤是导致微循环功能障碍
,

最终产生

多器官功能衰竭 ( M O F )的基础
。

我们认为研究烧伤后

血管内皮细胞损伤机制
,

是降低严重烧伤并发症
,

提高

大面积烧伤救治率的关键之一
。

已有学者注意到烧伤对 V E C 的损伤作用
,

但 对

烧伤后 V E C 损伤的规律
,

以及各脏器 V E C 损伤的特

点
,

缺乏认识
。

为此
,

本研究期于对此进行探讨
,

为防治

烧伤后 V E C 损伤提供实验依据
。

根据体液激活物刺激细胞活化
,

产生连锁效应诱

导组 织 损伤
,

最 后形 成 M O F 的理 论
,

中性粒 细 胞

(P M N )与 v E C 在介导组织损伤中起重要作用
。

因此
,

笔者也对烧伤后 P M N 的激活和在脏器 中的分布进行

了研究
。

1 材料与方法

1
.

1 家兔烧伤模型制作

选用本地雄性大白兔 25 只
,

体重 2
.

5士 。
.

s k g
。

随机分两

组
,

正常对照组 ( n 一 5) 和烧伤组 ( n ~ 2 0)
,

设 4 个时相点 (6
,

12
,

24
,

48 h )每时相点 5 只
. 。

烧伤组脱背毛
,

用 1 %凝固汽油烧

伤 2 5 5 ,

制成 30 % , 度烧伤模型
。

伤后不限动物饮水和进食
.

伤

后 4 8 h
,

动物死亡率 7
.

4 %
。

观察指标

血浆胶体渗透压

0
.
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,

在 W
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m
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,
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P a 。
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.

2 循环内皮细胞 ( C i r e u
l

a t in g E n d o t h
e
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a

l eC l l
,

C E C )抽血
4

.

s ml
,

用 3
.

8 %构椽酸钠 0
.

5 m l抗凝
。

由于 C E C 比重轻于其

它血细胞
,

利用不同离心速度分离出 C E C
。

详见参考文献「幻
,
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:

C E C / 0
.

9 拌l
。
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.

3 血清血管 紧张素转换酶 ( A n g io t e n s i n
C

o v e r t i n g E n -

yz m e ,

A C E )活性测定 干燥管抽血 Z ml
,

取血清 一 20 ℃保

存
.

利用 A C E 使马尿酸酸甘氨酸甘氨酸水解成马尿酸和甘氨

酞酸的原理测定 A C E 活性
,

(详见 A C E 试剂盒说明书
,

海军总

院提供 )单位
: n m o

l
·

m l
一 ’ ·

m in 一 , 。

1
.

2
.

4 组织 A C E 测定 活杀动物后取心
、

肾
、

肠
、

肝
、

肺各

0
.

1 9
,

加盐水 2 m l 匀浆
,

超声破碎 细胞
,

4 。。。。 x g 离心 巧

m in
,

取上清备用
。

测定方法同上
,
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:
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·
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·

m in 一 ’ 。

2
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5 血浆髓过氧化酶 ( M y e
l
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M P O )测定 抽

血 Z ml
,

肝素抗凝
,

离心取血浆 0
.
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,

加反应液 (磷酸邻联回

香胺 1 6
.
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,

5 0 m m
o

l / L P B p H 6
.

0 1 0 m l
,

加水至 1 0 0 m l ) 2
.

9

m l
,

在 4 60 n m 波长记录第 30 秒和第 90 秒光密度差值
,

按

M P O = △A 4 6 o / 0
.

1 1 3 / 0
.

2 9计算 M P O 活性 [ , 」。

单位
:

i o U / L
。

1
.

2
.

6 组织 M P O 测定 活杀动物立即取心
、 ’

肾
、

肠
、

肝
、

肺

各 。
.

1 9
,

加 0
.

5 % 澳化十六烷基三 甲胺 ( H T A B )2 ml
,

制成匀

浆
,

超声粉碎细胞
,

4 。。 0 0 x g 离心
,

取上清备用
。

以上步骤在 。

一 4℃完成
。

测定方法同上
。

1
.

2
.

7 光镜观察 在 12 h
、

24 h 两时相点取动物心
、 ’

肾
、

肠
、

肝
、

肺各一块
,

常规固定
、

包埋
、

切片
、

H E 染色后观察
。

1
.

2
.

8 扫描电镜观察 在 12 h
、

24 h 两时相点取大血管 (主

动脉 )和心
、

肾
、

肠
、

肝
、

肺各一块
,

3写戊二醛 固定
,

液氮冷冻
,

断

裂组织
,

镀膜观察断裂面
。

1
.

2
.

9 透射电镜观察 标本用含 1 % 硝酸斓的 5 % 戊二醛

固定
,

经锹酸后固定
,

常规包埋
,

超薄切片
.

铅复染后用 P ihl isP
1

.

2
.

1 抽血 2 m l
,

肝素抗凝
,

离心取血浆
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2 结果

2
.

1 烧伤 家兔血 浆胶休渗透压的变化

血浆胶体渗透压在伤后 6 h 下降最 明显
,

以后稍有恢复

但仍明显低于伤前 (见表 1 )
。

2
.

2 烧伤后 C E C 的变化 ( 见图粉

每

介
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命
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.
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“
卜荔花i

表 1 烧伤后的血浆胶体渗透压的变化

T a b 1 C h a n g e s o f b l o o d e o ll o i d o s m o t i e P r e s s u r e a f t e r

b u r
ns (了士 s )

t

长

图 l

F i g

烧伤后循环内皮细胞增多
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C o n t r o l

—
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.
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图中显示烧伤后 C E C 数量在 6 h 就有非常显著的增加
,

并

随时相点延长不断增多
。

, P < 0
.

0 1 v s e o n t r o l 2
.

3 烧伤后血清中 A C E 活性的变化 (见表 2)

表 2

T a b

烧伤后血浆和脏器中 A C E 活性的变化

2 C b a n g e s o f A C E a e t i v i t y i n p一as m a
色

o r g a n s a f t e r b u r n s
仕士

s )
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.
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.
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.
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.
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6
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7
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4
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.
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4
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.
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从表中可以看到血清中 A C E 活性在伤后 6 h 先有明显升

高
,

然后在 48 h 又有明显的降低
。

2
.

4 烧伤 后各脏器 中 A C E 活性的变化 ( 见表 2)

从表中可以看出在伤后 6 h
,

除肺脏外其余器官的 A C E 活

性均有显著的降低
。

而在 48 h
,

肾
、

肺中 A C E 活性 明显高于正

常
,

肠
、

肝中则明显低于正常
。

2
.

5 血浆中 M P O 活性的变化 (见表 3 )

表 3 烧伤后血浆和脏器中 M P O 活性的变化
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从表中可以看 出
,

肠道 v E C 损伤的总评分在 1
.

00 以下
,

而

肺
、

心
、 ’

肾的 V E C 损伤明显很接近 2或达到 2以上
。

3 讨论

近年来
,

v E C 生物学研究取得了较多新进展
,

其

中最 引人注 目的就是 V E C 所具有的免疫功能
、

代谢

功能
、

血管张力调节功能等
〔 5〕 。

由于 V E C 在体 内分 布

广泛
,

并直接与血液有大面积接触
,

因此在许多全身性

疾病 (动脉粥样硬化
、

糖尿病
、

风湿
、

癌转移
、

创伤后与

M O F 等 )的发生发展中起了一定作用
〔`

·
’ 〕 。

引起了医学

界的关注
。

目前对严重烧伤后 V E C 损伤研究的报道不 多
,

本文研究了烧伤后体 内多个脏器的 V E C 损伤及中性

粒细胞在伤后各器官中的潞留情况
。

3
.

1 V E C 是烧伤早期 易受损害的组织 细胞之一

从本实验结果中可以看出
,

严重大面积烧伤后
,

体

内 V E C 改变发生早
,

如伤后 6 h
,

血浆胶体渗透压下降

非常明显
,

反映了血管通透性在伤后的广泛增加
,

大量

血浆蛋白丢失
。

大多数器 官的 V E C 超微结构均在 6 h

有了明显的变化
,

其中最有代表性的是 V E C 表 面仲

出长短不一的胞质突 (见图 2
,

3 )
。

这种现象与粒细胞被

激活后的改变相似
。

伤后 6 h
,

血中 A C E 活性明显增加 ( P < 0
.

05 )
,

而

大多数器官 中 (除肺 以外 ) A C E 活性 明显 下降 ( P <

0
.

0 1 )
,

提示有 V E C 细胞膜 的早期损伤和 A C E 脱落

迹象
。

G
r

os S匡也观察到烧伤后肺
、 ’

肾 V E C 表面珊 因子

相关抗原大量落进入血循环的类似现象
。

3
.

2 烧伤后 V E C 才员伤的特点

大面积烧伤对 V E C 损伤的最大特点是它损伤涉

及范围广和损伤呈进行性 发展
。

如本 实验 结果所 见
,

C E C 持续递增
、

各脏器 A C E 变化和 V E C 电镜观察
,

均说明 V E C 损伤的广泛 (多器官 ) 和进行性 (逐渐加

重 )
。

这一特点本身
,

提示了 V E C 损伤在烧伤早期的

病理和病理生理改变 中应具有的重要意义
,

以及 v E C

损伤机理的错综复杂
。

烧伤对 V E C 损伤 的另一特 点是 V E C 有激 活和

损伤并存的现象
。

而早期多表现为伪足增生
.

胞浆细胞

器增多 (图 2
,

3 )
,

细胞体增厚等激 活和增生性改变
。

3
.

3 烧伤后中性拉细胞 ( P M N ) 与 V E C 损伤

M P O 是 P M N 嗜天青颗粒中含量较高的酶
,

它在

血中的浓度标志着 P M N 颗粒释放情况
。

又 由于每一

个 P M N 中所含 M P O 的相对恒定
,

所以组织 中 M P O

活性基本上反映了组织中 P M N 的数量 :a[
。

烧伤后血浆 M P O 活性在 6 h 最高
,

以后虽有下降

但仍明显高于伤前水平
,

提示伤后 6 h 以内 P M N 开始

大量激 活释放颗粒
,

烧伤后的某些因素对 P M N 有持

续刺激作用
。

P M N 在脏器中的分布特点首先是其非均衡性
。

正常情 况下 P M N 在各脏器中分布就不平衡
,

肺明显

多于其它脏器
。

烧伤后分布的不平衡现象更加明显
。

P M N 在烧伤后脏器分布的另一特 点是 时相性
。

从 表 3中可 以 看 出
,

伤后 6 h 首 先 在 肺 升 高 ( P <

0
.

0 1 )
,

而 后 在 24 h
,

肾
、

肠 中 M P O 也 升 高 ( 尸 <

。
.

05 )
,

表 明烧伤后 P M N 在脏器聚集有明显的时间差

异
。

提示烧伤 后各脏器 的特殊性对 P M N 的聚集有 明

显影响
。

如
:

各脏器内皮细胞激活并表达粘附分子配体

的时间
,

血流速度
、

血管结构特点等多因素影响
,

要弄

清楚 P M N 聚集的机制还需进一步研究
。
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m d r l基因表达与肺癌多重抗药性关系的研究

E X
P r e S S 1 0 ll o f m d r 1 g e n e a n d m u l t i d r u g r e s i s t a n e e o f l u n g c a n e e r

李 羲 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

多重抗药性 ( M D R )是肺癌化疗失败的主要原因之一
。

通

过逐渐增加药物浓度的方法
,

以顺铂 ( C D D P )选择培养人肺腺

癌细胞系 L C
一

3 8个月
,

建立了 M D R 细胞系 L C
一

3/ C D D P
。

该细

胞系对 C D D P 抗药性为亲代细胞的 7
.

96 倍
,

对 A D M
、

V C R
、

5
-

F U
、

v P
一

16 具有交叉抗药性
。

L C
一

3/ C D D P 细胞一般形态
、

倍增

时间与亲代细胞无显著差异
,

但超微结构显 示细胞具有异质

性
。

对细胞内药物浓度测定发现
,

L C
一

3/ C D D P 细胞内 A D M 聚

集量较亲代细胞明显减少
。

细胞周期测定发现 S 期
、

G Z + M 比

例升高
,

D N A 指数增加
,

D N A 合成速率明显上升
,

提示细胞对

D N A 损伤的修复功能增强
。

L C
一

3/ C D D P 细胞的另一特征是染

色体延长
、

双微体增多
。

二性霉素 B
、

芳香维 甲酸乙酷使 L C
一

3/

C D D P 细胞内 A D M 聚集量显著增加
,

相对抗药度 ( R R )下降
,

两者协同应用基本上可使 L C
一

3/ C D D P 细胞的抗药性逆转
。

斑点杂交结果显示
,

L C
一

3 / C D D P 细胞 m d
r l m R N A 含量

明显高于 L C
一

3细胞
。

原位杂交结果表明
,

L C
一

3细胞内未出现阳

性杂交信号
,

而 L C
一

3 / C D D P 细胞内显示 紫蓝色颗粒状阳性杂

交信号
,

主要分布于细胞浆内
,

部分阳性颗粒位于胞核内
。

抗 P
-

gP M
c A b 免疫细胞化学染色结果表明

,
L C

一
3细胞染色阴性

,

而

经 C D D P 选择培养后 P
一

g p 表达由阴性转为阳性
,

致完全抗药

表型产 生时表达最强
。

这些结果表明
,

m d
r l 基因表达与 L C

一

3/

C D D P 细胞抗药性产生密切相关
。

对正常组织进行免疫细胞化学染色显示
,

正常肾高度表达

P
一

gP
,

脑
、

肺
、

肝
、

结肠
、

脾中度表达
,

胰腺弱表达
,

P
一

gP 在正常组

织中可能具有分泌与防御功能
。

斑点杂交结果表明
,

肺腺癌组

m dr l m R N A 含量明显高于磷癌组
,

腺癌组 P
一

gP 表达 阳性率亦

明显高于磷癌组
。

这些结果表明
,

m d
r l基因表达可能为肺癌产

生内在抗药性的重要原因
。
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;
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