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锌对大鼠胸腺
、

脾脏淋巴细胞增殖功能影响的研究

徐迪雄 吴嘉惠 (第三军医大学附属西南医院儿科 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

魏 文 (军事医学科学院基础研究所 ) 北京
,

1 0 0 0 0 。

张乐之 (第三军医大学基础部药理学教研室 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

提 要 从哺乳期开始建立大鼠缺锌 ( Z D )和 高锌 (Z E )模型
,

应用流式细胞术 (F A C )S 研究微量元素锌

对胸腺
、

脾脏淋 巴细胞增殖功能的影响
。

结果表明
:

( 1 )Z D 组和 Z E 组胸腺
、

脾脏静止期 ( G
。 、

G
,

期 )细胞明显

增高
,

而增殖期 (S + G
Z+ M 期 )细胞及增殖指数明显降低

,

与 自由喂养组 ( A L )及配对组 ( P F )相 比差别非常显

著
。

( 2 ) Z D 组及 Z E 组胸腺
、

脾脏细胞内 R N A 及蛋白质含量降低
;
细胞内

c
A M P 含量及

c A M P c/ G M P 比值明

显增高
,

脾脏细胞内
c

G M P 含量明显降低
,

与 A L 组及 P F 组 比较差别非常显著
。

结果提示
:

不适量锌可通过

影响胸腺
、

脾脏淋巴细胞内环核昔酸水平
,

影响正常的细胞合成
,

使细胞周期正常进行受阻
,

胸腺
、

脾脏淋巴细

胞增殖受抑
,

机体免疫功能降低
。

关键词 锌 ,胸腺
;

脾脏
;
淋巴细胞增殖

中图法分类号 R 59 1
.

1

近年来
,

对锌与免疫功能关系的研究已 日趋深入
。

研究表明
,

锌对维持机体正常免疫功能具有重要作用
,

锌缺乏可导致机体 免疫功能降低
,

但过量锌摄入亦可

抑制机体免疫功能
〔 ,二。

胸腺是中枢免疫器官
,

是 T 淋

巴细胞分化成熟的场所
,

脾脏是外周免疫器官
,

是 T
、

B 淋 巴细胞进行免疫应答 的场所
。

研究锌对胸腺
、

脾脏

淋 巴细胞增殖功能的影响
,

对于阐明锌与免疫功能的

关系及其作用机制有重要意义
。

本文通过建立大鼠缺

锌 ( Z i n 。 d e f ie i e n e y
,

Z D )及高锌 ( z i n e e x e e s s
i v e ,

Z E )模

型
,

旨在研究锌对胸腺
、

脾脏淋 巴 细胞增殖功能的影

响
,

并对其作用机理进行了探讨
,

为临床合理补锌提供

理论依据
。

控制环境中锌污染
,

于 50 日龄行股动脉放血处死大鼠进行各

项指标测定
。

1
.

2
.

检浏指标及方法

微量元素锌
、

铜
、

铁测定 美国 IL 一 A A 95 1 型原子

1 材料与方法

1
.

1 实验动物模型建立

由本校实验动物中心提供的纯系 同批 W i st a r
健康临产孕

鼠 8 只
,

随机分为 3 组
,

第 1
、

2 组各为 2 只
,

第 3 组为 4 只
,

待产

仔后分别饲以缺锌饲料 (参考 lF an ag an =[] 配方
,

锌含量低于 2

m g 压 g )
、

高锌饲料 (在缺锌饲料中加入硫酸锌
,

锌含量为 1 0 0。

m g k/ g )
、

正常锌饲料 (在缺锌饲料中加入硫酸锌
,

锌含量为 1 00

m g k/ g )
.

仔鼠由母鼠授乳至 28 d 后断奶分笼
,

留用雄鼠
。

Z D 组

仔鼠 10 只
,

进食缺锌饲料 ; Z E 组仔 鼠
,

进食高锌饲料
,

正常饲

料 组仔鼠 2 0 只
,

分为 自由喂养组 ( A d e q u a t e li b i t u m
,

从 ) 1 0

只
,

自由进食正常锌饲料
,

缺锌配对组 ( p a i r
f

e e
d i n g

,
P F ) 1 0 只

,

进食正常锌饲料
,

进食量控制为 Z D 组大鼠前一天进食量
。

严格

吸收分光光度计火焰法测饲料锌
,

血清锌
、

铜
、

铁
。

1
.

2
.

2 胸腺
、

脾脏淋 巴细 胞周期及细胞内相对 R N A
、

蛋白质

含量测定 胸腺
、

脾淋巴细胞悬液制备方法参见文献【3〕
。

将

C
o n A 刺激培养后的脾淋巴细胞用淋巴细胞分离液分出单个核

细胞
。

用完全 R P M I 一 1 6 4 0 液 ( U S A G I B C O )调细胞浓度为 I X

1 0 ,
/ nr l

,
7 0 %冷 乙醇固定

,

R N A 酶消化
,

碘化丙吮 ( P l S ig m
a )

染色
,

流式细胞仪 ( F A C S 一 4 40 型
,

U S A )上测细胞周期
。

再加入

异硫氰酸荧光素 ( F I T C )染色测细 胞内相对蛋白质含量
。

R N A

测定用甲基绿 ( M G 北京化学试剂厂 ) 一 呱若宁 ( P Y lF uk
a

进

口 分装产品 )荧光染色法测定〔`〕
。

每个样品收集 1万个细胞
,

测

定结果以频道分布组方图表示
,

计算机处理后得细胞周期 G
。

/

G
, 、

S
、

G
:

/ M 期百分比及细胞内相对 R N A
、

蛋白质含量
。

1
.

2
.

3 胸腺
、

脾脏淋巴细胞内
C

A M P 及
c

G M P 测定
’ H 标

记的
。

A M P
、 。

G M P 药盒为北京原子 能研究所 1 9 9 4年产品
。

样

品处理参照李柏青川等报道方法
。 。

A M P 测定用活性碳法
,

c G M P 测定用微孔滤膜法
。

含量以每 1。 ,

个细胞中所含
。 A M P

或
。

A G M P p rn
o

l 表示
。

2 结果

2
.

1 饲料锌对血清锌
、

铜
、

铁含量影响

血清锌 Z D 组最低
,

Z E 组最高
;
铜

、

铁含量 ZD 及 Z E 组均

降低
,

与 A L 组及 P F 组比较有非常显著差异 (表 1 )
。
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表 1

T n b l

饲料锌对血清锌
、

铜
、

铁含量影响忱士
, )

E f f e e t o f d i e t a r y 对 n e o n e o n e e n t r a t io n o f s e r u
m

石 n e , e o P讲
r a n d f e r r u m 仕士

s )

G
r o u P 往

Z i n e

( 1 0一 , g / m l )

C o P Pe r

( 10 一 , g / m l )

F e r r u tn

( 10 一 , g / m l )

5 9 4
.

5士 5 2`

9 0 9
.

2士 8 4

8 3 3士 4 6
.

0 ` 12 4 8士 9 9▲

9 4 3
.

7士 1 1 7 16 7 4士 1 3 7

2
.

2 锌对胸腺
、

脾脏重量
、

胸睬
、

脾脏增长指数 的影响

Z D
、

Z E 组胸腺
、

脾脏重量
、

胸腺
、

脾脏增长指数均非常显著

地低于 A L 组及 P F 组 (表 2 )
。

2
.

3 锌对胸睬
、

脾脏琳 巴 细胞周期的影响

Z D
、

Z E 组胸腺细胞
、

脾淋巴细胞静止期 ( G
。

/ G
、

期 )细胞明

显增高
,

而增殖期 (S + G
Z

+ M 期 )细胞及增殖指数明显降低
,

与

A L 组及 P F 组比较有非常显著性差异 (表 3
、

4 )
。

2
.

4 锌对胸腺
、

脾脏淋 巴细胞 内 R N A 及蛋 白质含量

的影响

Z D
、

Z E 组胸腺
、

脾脏淋巴细胞内相对 R N A 及蛋白质含量

非常显著地低于 A L 组及 P F 组 (表 5 )
。

00
1111

ZDPF

1 0 6 1
.

4士 7 1

2 17 4士 8 1▲

10 3 9士 7 9 20 8 5士 2 0 4

7 4 3
.

7士 4 9` 34 1士 4 0
.

0`

nù0
,.上甩1

LAZE

▲
:

P < 0
.

0 1 v s
P F

a n d A L g r o u P s

表2

T a b Z

G r o u P

饲料锌对胸腺
、

脾脏重量的影响份士
: )

E f f e e t o f d ie t a r y 对n e o n w e i g h ts o f t h y m u s a n d s P l e e n (了士 s )

T h y m u s
w

e i g h t ( g ) T h y m u s
i n d e x

1
.

4 0 8士 0
.

3 34 ▲

S p l
e e n

w
e

ig h t ( g ) S P l
e e n i n

d
e x

0
.

3 4 1士 0
.

0 7 3 ▲ 0
.

8 5 6士 0
.

1 4 7 鑫 3
.

0 4 3士 0
.

5 4 6鑫

4 3 2士 0
.

0 7 6

5 7 4士 0
.

0 4 9

.

9 7 6士 0
.

4 3 1

.

0 4 6士 0
.

5 1 4

8 97士 0
.

1 3 6

9 7 3士 0
.

1 4 8

.

7 6 1士 0
.

3 8 7

.

8 4 1士 0
.

5 3 7

ù.上11

0
.

3 6 4士 0
.

0 6 1 ▲ 1
.

4 0 4士 0
.

3 7 1` 0
.

7 6 4士 0
.

1 3 7▲ 3
.

0 3 6士 0
.

4 7 1 `

0C0011ù .11人,立

ZDFPLAzE

▲
: s a m e a s

T
a b l ; t h y m u s ( s p l

e e n )
t h y m

u s
(

s p le e n )
、 ,

八 ,

I n a e X
=

一一下尸一 下 一
夕

一 ~丁 ~ 1
.

甲 -
尹
气 I U

D o o y w e l g n t

表3 锌对胸腺细胞周期的影响 (牙士 , )

T a b 3 E f f e e t o f d i e ta r y 对 n e o n e e l l e y e l e o f t b y m o e y t e s 厅士 s )

G
r o u P G

。 /G
,

( % ) S ( % )

8 0
.

4 1士 3
.

8 6今

6 5
.

1 0士 4
.

7 4

6 6
.

4 1士 3
.

7 5

7 8
.

4 3士 5
.

1 0 `

8
.

5 7士 2
.

2 1▲

9 1士 2
.

7 9

1 9士 1
.

7 6

9
.

3 1士 1
.

7 4 ▲

G : / M ( % )

1 1
.

0 2士 1
.

8 0

1 0
.

2 2士 2
.

1 0

1 1
.

4 2士 2
.

4 7

1 2
.

2 6士 2
.

7 1

P
r o l

l
f

e r a t i v e i n
d e x

0
.

19 6士 0
.

0 3 8 6▲

0
.

3 5 1士 0
.

0 4 8 2

0
.

3 3 6士 0
.

0 3尹5

0
.

2 1 7士 0
.

0 4 1 7 `

2422

00八曰0
,11.11.111

zDFPLAzE

▲
: s a m e a s T a

b l ; p r o
l if

e r a t iv e i n d e x
=

S + G Z十M

G
。

+ G
,

+ S十 G
Z

+ M

表 4

T s b 4

锌对脾淋巴细胞细胞周期的影响汀士
: )

E f f e e t o f d ie t a r y z in e o n e e l l e y e le o f s P l e n o e y t e s (了士 s )

G r o u P G 。
/ G

I
( % ) S ( % ) P

r o l i f
e r a t i v e I n d

e x

7 9
.

5 6士 3
.

4 8 2`

5 9
.

8 1士 3
.

1 9 0

5 8
.

7 3士 4
.

3 8 1

7 9
.

3 7士 2
.

7 9 4 `

1 3
.

0士 2
.

1▲

2 2
.

0士 3
.

7

2 5
.

0士 4
.

6

1 2
.

7 士 4
.

1盛

G :
/ M (写 )

7
.

4 4士 1
.

2 ▲

1 8
.

2 0 士 1
.

1

1 6
.

1 9士 1
.

3

8
.

3 1士 1
.

4 ▲

0
.

2 0 4士 0
.

0 4 `

0
.

4 0 2士 0
.

0 5

0
.

3 8 9士 0
.

0 4

0
.

2 0 6士 0
.

0 3▲

n000
,.̀,11.上11

ZDFPLAZE

▲
: s a

m
e a s

T
a

b l ; p r o ] if e r a t iv e i n
d

e x
=

S + G
:

+ M
G 。 + G

, + S十 G : + M

表 5 锌对胸腺
、

脾脏细胞内 R N A 及蛋白质含量的影响任士
: )

T a b 5 E f f e e t o f d ie t a r y z i n e o n R N A a n d p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n s o f c e l l s i n t h y m u s a n d s p le e n 仕士
s )

T h y rn u s S P l e e n

G
r o u P

R N A P
r o r e i n R N A P

r o t e 一n

5 0
.

5 7士 1
.

8 6`

6 5
.

4 1 士 1
.

9 5

6 6
.

2 0士 2
.

9 2

5 1
.

4 3士 2
.

0 7`

5 2
.

9 1士 5
.

8 1̀

73
.

29士 4
.

9 5

79
.

79士 5
.

5 9

54
.

7 6士 4
.

3 7 .

7 8
.

4 6士 2
.

0 9▲

1 0 4
.

0 6士 4
.

2 3

1 0 1
.

9 3士 4
.

2 0

8 4
.

3 6士 4
.

7 1幽

1 0 3
.

6 7士 5
.

7 8 `

1 3 1
.

6 4士 7
.

7 0

1 2 9
.

6 9士 8
.

5 8

9 7
.

7 4士 6
.

4 7`

门é00CU1111等111

DZPFALZE

▲ S a n l e
a s T a

b l
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2
.

5锌对胸腺
、

脾脏 淋 巴 细胞 内 c AM P及 c GM P含

量的影响

Z D
、

E Z组 胸腺
、

脾 脏淋 巴细 胞 内
c

AM P含量
、 c

AM P /

c
GM P比值明显 升高

,

脾淋巴细胞内
c

G M P 含量降低
,

与 A L

组及 P F 组相 比差别非常显著 (表 6
、

7 )
。

表 6 锌对胸腺细胞内
c A M P

、 。 c M P 含量的影响仕士
: )

T a b 6 E f f e e t o f d i e切 r y z i n c o n e A M P a n d c G M P e o n -

c e n t r a t i o n s o f t h y m o e y t e s
(了士 s )

G r o u P n

e A 入I P

( p m o l / 1 0 7 )

e
G 入I P

( p nr o l / 1 0 1 )

e A M P /e G M P

1 0 1
.

3 8 1 5士 0
.

3 3 7 4`

10 0
.

4 0 3 5士 0
.

0 6 9 4

0
.

1 4 2 2士 0
.

0 23 2 9
.

7 6 1 4 士 1
.

8 4 6 1山

0
.

14 7 2士 0
.

0 20 7 2
.

9 8 2 7士 0
.

5 5 0 4

zDPF

A L 10

Z E 1 0

0
.

3 8 7 9士 0
.

0 7 6 1 0
.

1 48 8士 0
.

0 2 3 1 2
.

2 8 8 7士 0
.

6 6 7 3

1
.

4 0 6 7士 0
.

0 8 6 4么 0
.

1 4 7 4士 0
.

0 2 4 8 0
.

5 4 3 4 士 0
.

7 7 6 8▲

s a nr e a s T a
b

表7

T a b

锌对脾淋巴细胞内
c A M P

、 。 G M P 含量的影响仕士
, )

E f f e e t o f d i e
at

r y z in e o n e A M P a n d c G M P e o n -

e e n t r a t i o n s o f s P l e n o c y t e s
(了士 s )

G
r o u P

c
A入 I P

( p rn o l / 1 0 7
)

e G 入 I P

( p rn o l / 1 0 7 )

e A M P /
e

G M P

1 0 1
.

4 3 2 9士 0
.

2 7 7 9么 0
.

1 8 9 3士 0
.

0 4 9 8么 7
.

6 7 1 4士 0
.

9 7 4 0 .

1 0 0
.

9 3 1 7 士 0
.

1 1 2 2 0
.

3 4 9 4 士 0
.

0 4 9 0 2
.

7 1 5 9士 0
.

5 1 5 9

zDPF

A L 1 0

Z E I ()

0
.

8 2 6 4士 0
.

0 7 6 5 0
.

3 5 7 3士 0
.

0 4 2 1 2
.

3 4 6 3士 0
.

4 2 8 1

1
.

3 7 6 1士 0
.

2 4 0 1盛 0
.

1 4 6 1士 0
.

0 3 9 7盛 9
.

4 1 8 9士 0
.

5 7 6 1`

▲
: s a

rn
e a s T a b

3 讨论

从大 鼠哺乳期开始建立缺锌和高锌模型
,

结果发

现
: Z D 组及 Z E 组大 鼠摄食总量

、

食物效价及体重增

长值均非常显著地低于 A L 组及 P F 组
,

血清锌 Z D 组

最低
,

Z E 组最高 ;铜
、

铁含量 Z D 组 及 Z E 组均降低
,

说

明饲料锌缺乏可导致血清锌
、

铜及铁降低
,

而过量锌摄

入可导致低铜
、

低铁
。

发现 Z D 组及 Z E 组大 鼠胸腺
、

脾脏重量
,

胸腺
、

脾

脏增长指数均非常显著地低 于 A L 组及 P F 组
,

提示

不适量锌特异性 抑制 了胸腺
、

脾脏发育
,

导致胸腺
、

脾

脏萎缩
。

胸腺萎缩 明显降低了胸腺激素活性及 T 淋 巴

细胞活性
,

脾脏的缩少削弱了体液免疫和免疫应答反应
。

细胞增殖动力学研 究发现
,

细胞 周期分为 G 。

/ G
;

期
、

s 期及 G :

/ M 期
,

s + G Z
+ M 期在细胞周期中所 占

比例反映了细胞的增生及分化状态
,

细胞周期的正常

进行是细胞增殖及分化 的前提
。

本研究应用流式细胞

仪研究锌对胸腺
、

脾淋巴细胞细胞周期的影响
,

较
。

H
-

T d R 掺入法更 客观
、

准确反映细胞增殖动力学变化
。

结果表明
,

缺锌或高锌使绝大部分胸腺
、

脾脏淋巴细胞

停滞积聚在 G
。

/ G
,

期
,

说 明不适量锌抑制了胸腺
、

脾脏

淋 巴细胞细胞周期正常进行
,

导致细胞增殖及分化受

阻
。

细胞内核酸及蛋白质正常合成是细胞增殖的物质

基础
,

而正常的细胞合成对细胞周期顺利进行是必不

可少的
「6〕 。

细胞 内 R N A 及蛋 白质与特殊荧光素结合

后可发出荧光
,

应用流式细胞仪测定荧光强度可反映

出细胞内 R N A 及蛋 白质相对含量
。

本研究显示 Z D 组

及 Z E 组胸腺
、

脾脏淋 巴细胞中 R N A 及蛋白质含量非

常显著地低于 A L 组及 P F 组
,

说明不适量锌抑 制了

胸腺
、

脾脏淋巴细胞 内核酸及蛋 白质正常合成
,

导致细

胞周期正常进行受阻
。

锌影响正常细胞合成机理是
:

缺

锌降低了与核酸合成有关酶的活性图
; 抑制了细胞的

激活
、

信号转导
、

核酸转录及基 因表达
。

高锌影响正常

的细胞合成与高锌导致低铜
、

低铁有关
〔8〕 。

。 A M P 及
。 G M P 是被公认的胞 内信使分子

,

对淋

巴细胞增殖及细胞 周期具有调控作用
〔’ 〕 。

对免疫细胞

而言
,

细胞内
。 A M P 含量及

。 A M P c/ G M P 比值升高
,

则 D N A 合成减少
,

细胞增殖及分化受抑
; 。 G M P 则具

有促有丝分裂活性
,

它能促进淋巴细胞 D N A 合成
,

促

进淋巴细胞增殖
。

本研究发现缺锌或高锌时
,

胸腺细胞

内
c G M P 含量组 间虽无显著性差异

,

但 。 A M P 含量
、

c A M P c/ G M P 比值 Z D 组及 Z E 组均非常显著地高于

A L 组及 P F 组
,

Z D 组及 Z E 组脾淋 巴细胞 内
。 A M P

含量
、 c A M P /

c G M P 比值升高
, 。 G M P 含量降低

,

与

A L 组及 P F 组 比较有非常显著性差异
。

说 明不适量锌

可通过影响胸腺
、

脾脏淋 巴细胞内
。 A M P 及 。 G M P 水

平
,

使细胞内 D N A 合成减少
.

从而抑制了细胞周期正

常进行及细胞增殖
。
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2 讨论

oJ ns so n 等 l[J 首先于 1 9 5 2年描述主动脉
“

漏斗征
” ,

李益群

等2[] 认为
,

漏斗征的形成与未闭导管分流处的血液动力学有

关
,

由于导管分流处管腔横截面骤然增大
,

血流速度减慢
,

血流

对邻近管壁的压强增大
,

从而 造成血管分叉处主动脉局部扩

张
,

形如漏斗状
,

投影于正位片上即为主动脉弓与肺动脉段间

的凹陷缩小或消失
,

并见主动脉 弓与降主动脉的移行区下移
,

亦称漏斗征
。

少数病例因未闭导管较粗
,

分流量较大
,

左 心室增

大
,

可造成心脏稍向右旋转
,

正位片上可 见主动脉 弓与肺动脉

段间出现 另一弧状突起3[]
,

为漏斗征的另一少见 X 线表现
,

本

组仅 3例有此种表现
。

李益群氏分析动脉导管未闭的主动脉造影片提出
,

不论年

龄大小
、

未闭导管类型如何
,

导管附着之主动脉局部管腔均可

见有不同程度的漏斗状扩张
,

本组 6例造影片亦有同样表现
。

经

心脏大血管模型的模拟病理改变观察也提示 了未闭导管附着

之主动脉局部的扩张
,

是形成正位平片上漏斗征的关键病理基

础改变
。

并非为以往教科书川所提及的
,

漏斗
一

征是由于漏斗形

未闭恃管投影所致
。

本组 1 05 例平片上可见漏斗征者
,

有 67 例术

中见未闭导管为圆柱型
。

而 28 例术中见导管为漏斗型者
,

平片

上又未能显示漏斗征
,

这也进一步说明了漏斗征并非为漏斗型

导管投影所致
。

手术及造影所见主动脉局部漏斗样扩张为何远

远高于 X 线平片所见呢 ?我们经过多方位的模型观察认为
,

心

脏投照体位影响较大
。

当有动脉导管未闭而还未产生肺动脉高

压时
,

以左心室增大为主的心脏呈稍微左前斜样旋转
,

因此影

响了漏斗征的显示
,

如投照时给予体位上的人工纠正 (即右前

斜 5o )可能阳性显示率能明显提高
。

平 片主动脉漏斗征的阳性

率亦受未闭导管粗细
、

走向及平片摄影条件等影响
,

如导管粗
、

前后走向及高仟伏摄片则阳性率增加
,

反之则低
。

部分术后复查的动脉导管未闭症患者
,

虽然肺血及心脏大

小已恢复正常
,

但主动脉漏斗征依然可见
,

这也提示 已形成的

主动脉漏斗样扩张改变较恒定
,

并进一步说 明
,

绝大多数的主

动脉漏斗征并非为漏斗状未闭导管投影而致
,

因手术后未闭导

管 已结扎
。

关键词 动脉导管未闭
;
主动脉漏斗征
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