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创伤小鼠淋巴细胞内环磷酸腺普
、

环磷酸鸟普的变化
`

梁华平 田 丰群 王正 国 耿 波 陈荣德 (第三军医大学野战外科研究所 ) 6 3 。 。4 2

提 要 用小鼠闭合伤
、

截肢伤及烧伤模型
,

观察创伤后 4 d 小鼠脾细胞
、

胸腺细胞
、

肠系膜淋 巴结细胞

内环磷酸腺昔 c( A M P )
、

环磷酸鸟昔 c( G M )P 的变化
.

结果显示
:

创伤后三种类型的淋巴细胞在静息状态或经

C on A 刺激时的
CA M P 水平增高

, c G M P 水平下降
, c AM P c/ G M P 比值增加

.

创伤后血清
、

巨噬细胞
、

T :

细胞

在体外可明显提高正常小鼠脾细胞内
。 A入I P 水平

,

降低其 c G M P 水平
.

去除创伤小鼠脾细胞中的巨噬细胞
、

T s

细胞可使其
c
A M P

、
c
G M P 含量恢复至接近正常水平

.

提示
:

创伤可导致淋 巴细胞内
c
A M P

、 c G M P 含量发

生改变
,

这一变化同创伤后血清
、

巨噬细胞
、

T
s
细胞的作用有关

。

关键词 创伤和 损伤
,
淋 巴细胞

;
腺昔环

一

磷酸
;
鸟昔环

一

磷酸
;
小鼠

中图法分类号 Q 5 2 4 ;
R 6 4 1

严重创伤可致机体免疫功能受抑的观点已被广泛

接受
,

但对其发生机理 尚不清楚
L’

· ’ 二。

环核昔酸环磷酸

腺昔 ( c A M P )
、

环磷酸鸟昔 ( C G M P )是细胞内重要信使

分子
,

可参与调节机体多种重要功能和活动
。

除参与感

染
、

发热
、

炎症以及临床上许多疾病过程的调节和发病

机制外
,

在免疫反应的调节方面也起重要作用
。

鉴于创

伤后淋巴细胞内环核昔酸的变化情况 尚未见报道
,

本

研究利用小鼠闭合伤
、

截肢伤
、

烧伤模型
,

观察脾细胞
、

胸腺细胞
、

肠 系膜淋 巴结 细胞 内 c A M P
、 。 G M P 的变

化
,

为深入研究创伤免疫抑反应的发生机理提供线索
。

材料和方法

1
.

1 实验动物及分组

采用 B
a lb /

。
小鼠 (本校动物所提供 )

,

体重 18 ~ 22 9
,

雌雄

各半
,

随机分为正常对照
、

闭合伤
、

截肢伤及烧伤共 4 组
,

每组

1。 只动物
。

1
.

2 致伤模型

参照文献3j[ 制备小鼠闭合伤模型
,

即利用 35 9 重的硅码冲

撞清醒状 态小鼠的双侧股骨部
,

使 之 累积接受 能量为 3
.

。 焦

耳
。

采用双后肢膝关节 以下离断术制备截肢伤模型
.

于小鼠背

部制备 10 %体表面积 I 度烧伤模型 4LJ
。

各致伤动物于伤后第 4

天活杀
,

制备血清
、

腹腔 巨噬细胞
、

脾细胞
、

胸腺细胞
、

肠 系膜淋

巴结细胞悬液待测
。

1
.

3 淋 巴细胞内 c A M P 和 。 G M P 含量浏定

1
.

3
.

1 样品制备
:

常规万法 用 4 ℃预冷之 H an k’ 5
液制备小鼠

脾
、

胸腺
、

肠 系膜淋巴结细胞悬液
,

洗涤 工次后调细胞浓度为 1

火 1 0
,

/m l
,

取 2 m l 移入试管
,

加入 C
o n

A ( S ig m a
公司 )使其终浓

度为 1 0 “ g / m l
,

3 7
`

C温育 Z h
,

并设空 白对照
。

各试管于 1 0 0 ℃

水浴上煮沸 5 m in
,
2 o o o r

/ 1 0 m in 离心取上清
,

冷冻干燥后待

测
。

1
.

3
.

2 样品测 定
:

使 用北京 4 01 所提供的
3

H 标记
。 A M P 和

c
G M P 放免测定药盒进行检测

。

1
.

4 脾细 胞中 T
s

细胞的获取

于脾细胞悬液中加入大鼠抗小鼠 L y论 单抗 (北京医科大

学免疫教研室提供 )
,

冰浴 30 m in
,

洗涤二次
,

加入预先包被有

免抗大鼠 坛的无菌塑料平皿中
,

室温 70 m in
,

轻轻冲出非粘附

细胞
,

再用滴管用力冲下粘附的 L y tZ 阳性细胞 (即 T
s

细胞 )洗

涤三次
,

以间接免疫荧光法鉴定细胞纯度> 95 %备用
。

1
.

5 创 伤 后 血清
、

巨噬细 胞
、

T s
细 胞对正常 脾细 胞

。 A M P
、 。 G M P 含量的影响

在正常脾细胞
c A M P

、 。 G M P 样品制备之前
,

分别加入创

伤后血清 (终浓度为 10 % )
、

巨噬细胞 (占细胞总数 10 % )
、

T
s

细

胞 (占细胞总数 10 % )
,

并设正常血清
、

巨噬细胞
、

T
,

细胞为对

照
。

于 37 C 温育 Z h
,

制备
。 AM P

、
c
G M P 样品测定其含量

。

1
.

6 脾细胞中 巨噬细胞的去除

将脾细胞悬液置 于塑料平皿中
,

于培养箱中孵育 Z h 使巨

噬细胞贴壁
,

收集非粘附细胞并调至原 浓度
,

比较脾细 胞在 巨

噬细胞去除前后
c
A M F

、 c
G M P 含量的变化

。

1
.

7 脾细胞中 T s

细 胞的 去除

参照文献 [ 3 ]进行
.

比较 T
,

细胞去除前后各指标的变化
。

1
.

8 数据 处 理

结果 以平均值士标准差 ( 牙 士 万
)表示

,

用成组或配对
￡
检

验进行显著性分析
。

2 结果

2
.

1 仓
,

】伤 后淋 巴细胞 内 e A M P
、 e G M P 含量的 变化

和正常对照相 比
,

闭合伤
、

截肢伤及烧伤小 鼠脾脏
、

胸腺
、

肠 系膜淋 巴结细胞在静息状态 和经 C
o n

A 活化时的
。 A M P 含
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量增加
, C
G M P 含量下降

, c AM P c/ G M P 比值增高
.

正常小鼠淋

巴细 胞经 C on A 刺激 后
,

其
。 A M P

、 。
G M P 含量均增加

,

但以

c
G M P 增加为主

,

而各创伤小 鼠淋 巴细胞则以
c A M P 增加更为

明显 (见表 1 )
。

表 1 创伤后淋巴细胞内
e A M P

、
e G M P 含工的变化 ( p m

o 一/ 1 米 2 0
,

细胞 )

T a b 1 c h a n g e s o f e A M p
, c G M r e o n t e n st i n 一y m p h co y t e s ar t e r t r a u

m
a ( p m o 一/ 1 x 2 0

, e e l l s )

E x p e r im
e n t a l g r o u p s

( e e l l u l
a r o r ig i n )

U n s t im u l
a t e d S t im u l

a r e d w i t h C o n
A

c
A M P e G M P e A M P / e GM P e A M P

c
G入I P c A M P /

c
G M P

N o r
rn

a
l e o n t r o l s

s P l
e e n

t b y rn
u s

ly m p h n o d e s

C l o
s e d t r a u

rn a

s P l
e e n

t h y rn
u s

ly rn p h
n o d e s

A rn P u t a t l o n

S P l
e e n

t h y m
u s

ly m p h
n o d

e s

B u r n

s p l
e e n

t h 丫 rn
t l s

Iy rn p h
们 o d

e s

1 2
.

4士 2
.

1

1 1
.

5士 3
.

3

13
.

2士 2
.

8

4
.

2士 1
.

6

6
.

7士 1
.

4

4
.

1士 1
.

9

3
.

0士 0
.

4

1
.

8士 0
.

3

3
,

3士 0
.

7

3 2
.

8士 4
.

0

2 5
.

7士 3
.

7

3 6
.

3士 4
.

4

3 0
.

7 士 5
.

0

2 0
.

1士 3
.

9

28
.

6 士 4
.

2

1
.

1士 0
.

3

1
.

3士 0
.

4

1
.

2士 0
.

3

1 8
.

2士 3
.

9 减

1 8
.

3 士 4
.

6 洲

1 9
.

6士 3
.

5 试

3
.

2 士 1
.

0 谈

4
.

1士 1
.

6 减

2
.

8士 1
.

1 减

5
.

5士 1
.

2 减

4
.

7士 1
.

3 减

6
.

6士 1
.

5 袄

3 9
.

7士 4
.

7 x

3 6
.

2士 3
.

8 狱

3 9
.

5士 2
.

0

16
.

1 士 3
.

5 展 x

17
.

2 士 2
.

9

14
.

5士 3
.

3 试 狱

2
.

4 士 0
.

5 拭

2
.

1士 0
.

9 减

2
.

8士 0
.

8 谈

7士 4
.

2 土 3
.

18
.

6 士 3
.

9 燕

3
.

5士 0
.

8 谈

3
.

2士 1
.

4 洲

2
.

1士 0
.

7 减

5
.

6士 1
.

1 袄

5
.

2士 0
.

9 联

8
.

7士 1
.

9 燕

3 6
.

5士 2
.

9

3 9
.

7士 3
.

7 谈

4 3
.

6 士 2
.

8 减

1 1
.

4士 2
.

8 菠 试

10
.

6 士 1
.

9 汉 溉

15
.

3士 2
.

0 减袄

3
.

2士 0
.

7 燕

3
,

7士 !
.

o x

2
.

8士 0
.

7 燕

斌减匕d6l917

减减
O口一吕12l84447

减炭月乃了̀2 1
.

4 士 5
.

1 兴 汉

2 2
.

2 士 4
.

7 狱 狱

2 4
.

6 士 3
.

8 洲 减

1士 1
.

4 士 1
.

l 贬

3士 1
.

l 士 1
.

5士 4
.

6士 5
.

7 减

1 嵌 丫

6 士 1

2士 .2

4 减 x

3

5 士 。
.

6士 .0

4
.

2士 ()
.

9 5
.

7士 1
.

0 洲 4 0
.

4士 3
.

7 1 3
.

7士 1
.

9 减狱 2
.

9士 0
.

5 狱

C
o m p a r e

d w i t h n o r
m

a l e o n t r o l
s
洲 P < 0

.

0 5
,

狱洲 P < 0
.

0 1

2
.

2 创 伤 后 血清
、

巨 噬细 胞
、

T S

细 胞对正常脾细 胞

e A M P
、 e G M P 含量 的影响

和正常对照相 比
,

闭合伤小鼠血清
、

巨 噬细 胞
、

T
、

细胞在

体外均可 明显提高正常小 鼠脾细胞 在静息状态和 经 C o n
A 活

化时
c A M P 水平

,

但对
。
G M P 的作用则相反 (见表 2 )

。

截肢伤

及烧伤小鼠血清
、

巨噬细胞
、

T s

细胞的作用与此相类似
。

表 2 创伤后血清
、

巨噬细胞
、

T
,

细胞对正常脾细胞 。 A M P
、 。 G M P 含量的影响 ( pm ol 1/ 火 10

,

细胞 )

T a b 2 T h e e f f e e t s o f s e r u
m

,

m
a e r o P h a g e s ,

T s e e l ls f r o m t r a u m a t iz e d m ic e o n e A M P
, e G M P e o n t e n st i n n o r m a l s P le n

oc y t e s

( p m o l / 一丫 1 0 , c e l ls J

E x P e r l
rn e n t a l

g r o u P s

N o r
m

a
l e o n t r o l s

U n s r一tn
u
】a t e d S t lm u l a r e d w i rh C o n A

e
A入I P

c
G 人 IP e A M P /

e
G M P c

A M P e GM P
e A M P /

e
G M P

决狱渔

O口ōJ11OJū̀门S e T U l l l

n z云le r o p h
是一g e s

T
s e e

l l
s

1 2
.

7士 2
.

3

1 3
.

1士 2
.

( )

1 1
.

8士 1
.

9

4
.

4士 ()

4
.

3 士 1
.

4
.

0士 1
.

2
.

9士 0
.

3

3
.

0 士 0
.

9

3
.

0 士 0
.

8

3 3
.

1士 4
.

1

3 4
.

6士 4
.

4

3 1
.

7士 3
.

9

3 2
.

1士 5
.

1

2 9
.

7士 4
.

9

2 9
.

9士 4
.

7

1
.

0士 。
.

1 2士 。
.

1 士 0
.

3

384l

C l o
s e d t r a 一m a

S e r U l l飞

rn
a e r o p h

: l g e s

T
s e e l l s

1 6
.

4士 3
.

7拼

1 9
.

3士 4
.

()拼

18
.

7士 3
.

3狱

2
.

8士 。
.

l 士 O

〔) = l

5
.

8士 1
.

3 袄

6
.

2士 1
.

2 狱 狱

6
.

1士 1
.

4 梦 溉

4 士 .3

2士 5
.

0 灰

39
.

6士 4
.

3 燕

2 2
.

0 士 2
.

9 只

2 0
.

3 士 3
.

6 洲

1 8
.

6士 4
.

3 燕

1
.

7士 0
.

4 减

2
.

1士 0
.

5 洲

2
.

1士 0
.

7 溉

C
o rn p a r e

d w i t h n o r
m

。 1 c o n t r o ]s 减 P < 0
.

0 5
,

汉汉 P < 0
.

0 1

2
.

3 去 除 脾 细 胞 中 巨噬 细 胞
、

T S
细 胞 后 c A M P

、

c G M P 含量的 变化

去除正常小鼠脾细胞的巨噬细胞和 丁
,

细胞
,

对其
C
A M P

、

c
G M P 含量 无 明显 影响

。

去 除 闭合伤小鼠脾细胞 中的 巨噬细

胞
、

T s

细胞均可明显降低其
。
A M F 水平

,

增加
。G M P 水平

,

使

c A M P c/ G M P 比值接近正常 ( 见表 3 )
。

截肢伤
、

烧伤小 鼠脾细

胞经去除巨噬细胞
、

T
s

细胞后
,

其
。
A M P

、 。 G M P 变化情况与此

相类似
。
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,

等
.

创伤小鼠淋 巴细胞内环磷酸腺昔
、

环磷酸鸟昔的变化

表 3 去除脾细胞中巨吸细胞
、
T。

细胞后
。 A M P

、 。 G M P 含 t 的变化 ( p m ol 1/ X l 护细胞 )

T . b 3 T h e e h a n g e o o f e A M P
.

cG M P e o n t e n st a f t e r er m o v a l o f m a e r o p h a g e s ,

T。 e e l一5 f r o m s p l e n o e y t es ( p m
o l / l x 一。 , e e l ls )

E x p e r im
e 幻 r a l

g r o u p s

U n s t im u l a t e d S t im u l a t e d w i t h C o n A

e
A 入I P

e G M P e
A M P /

e G M P e A M P e
G M P e

A M P /
e G M P

N o r
m a !

e o n t r o l s

t o t a l
s p l e

n

oc y t e s

r e m o v a l o f m
a e r o p h

a g e 吕

r e m o v a l o f T s e e l l
s

C l os e d t r a u m a

t o t a l 叩 l e n oc y r e s

r e m o v a l o f m
a e
or p h

a g e s

r e m o v a ! o f T s e e l l s

1 2
.

4士 2
.

1

1 1
.

2士 2
.

0

1 1
.

9士 2
.

6

4
.

2士 1
.

6

4
.

2士 1
.

3

4
.

4士 0
.

9

3
.

0士 0
.

4

2
.

8士 0
.

9

2
.

8士 0
.

6

3 2
.

8士 4
.

0

3 0
.

4士 4
.

2

3 3
.

9士 3
.

7

3 0
.

7士 5
.

0

3 2
.

4 士 4
.

4

34
.

6士 4
.

9

l
,

1士 0
.

3

0
.

9士 0
.

2

1
.

0士 0
.

3

18
.

2 士 3
.

9 炭

1 1
.

0 士 3
.

3 △

10
.

2 士 4
.

1 △

3
.

2士 1
.

0 狱

4
.

0士 1
.

3△

4
.

4士 1
.

1△

5
.

5士 1
.

2 减

2
.

9士 1
.

1 △

2
.

4士 0
.

8 △△

3 9
.

7士 4
.

7 谈

3 0
.

8士 3
.

2△

3 3
.

0士 4
.

5

1 6
.

1士 3
.

5 减减

2 8
.

9士 3
.

0△

2 9
.

6士 2
.

8。

2
.

4 士 0
.

5 减

1
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.
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3 讨论

有关创伤与免疫的研究正成为人们研究的热点
。

以往研 究表 明
〔3

·

`
· ` 二 ,

严重 创伤 可致淋 巴 细胞功 能受

抑
,

但对其发生机理尚不清楚
。

这同以往研究多停留在

免疫指标的检测
,

未能从细胞内分子水平进行研 究有

关
。 c A M P

、 c G M P 是发现较早的细胞内信使分子
。

对

于免疫细胞而言
, c A M P 常介导免疫抑制效应

。

表现

为
:

抑制 T 细胞的活化与增殖
; 抑制 I L

一

2 的生成
、

I L
-

ZR 的表达以及活化 T 细胞对 I L
一

2 的反应
。

此外对 B

细胞增殖和抗体的生成也具有明显的抑制作用
。

一切

升高 。 A M P 水平的因素如前列腺素 E
:

(P G E
:
)

、

霍乱

毒素等均能通过增加细胞 内
。 A M P 含量抑制 T

、

B 细

胞的功能
。

与
。 A M P 相反

, 。 G M P 和其激活剂 (如咪

哇
、

左旋咪哇等 )则可增强 T
、

B 细胞的功能
〔 6

·

7
·

E 。

可见

淋巴细胞内 。 A M P
、 。 G M P 含量及其 比值 的变化均可

直接影响淋巴细胞的功能
。

我们在以往的研究中曾观

察到创伤后 T
、

B 淋巴细胞增殖反应减弱
,

IL
一

2 产生减

少
,

I L
一

ZR 表达受抑
。

且这一变 化在伤后 4 d 最为明

显 .s[ `
川

。

推测这 可 能同 创伤 后淋 巴细 胞 内 CA M P
、

c G M P 的变化有关
。

为了证实这一设想
,

我们选取创伤

后 4 d 这一时相点 (此时淋 巴细胞功能受抑最明显 )
,

对闭合伤
、

截肢伤及烧伤小 鼠不 同来源淋 巴细胞 (脾

脏
、

胸腺
、

肠 系膜淋 巴结 ) 内 。 A M P
、 。 G M P 进行 了检

测
。

发现在三种创伤情况下
,

处在静息状态和经 C on A

刺激 的淋 巴 细胞 内
。 A M P 含量增 加

, c G M P 含量下

降
, 。 A M P c/ G M P 比值增高

。

此外还观察到正赏淋 巴

细胞经 C o n A 刺激后
,

其
c A M P

、 c G M P 含量均增加
,

但以增加 。 G M P 为主
,

而创伤小 鼠则以增加 c A M P 为

主
。

表明创伤后淋巴细胞内
c A M P

、 c G M P 的调节机制

发生了改变
,

最终导致
。 A M P c/ G M P 比值增高

。

我们

在 另一实验 中曾观察到
,

创伤后淋 巴 细胞 内 C A M P
、

c G M P 含量的变化同 T 淋 巴细胞增殖反应
、

I L
一

2 的产

生
、

I L
一

ZR 表达的变化密切相关 (另文报道 )
。

结合本实

验可以认为
,

创伤后淋 巴细胞内
。 A M P

、 。 G M P 的改变

可能是导致创伤后淋巴细胞功能受抑的重要因素之一
。

有关创伤后淋 巴细胞内
C A M P

、 c G M P 变化的发

生 机理 尚不清楚
。

已知 P G E :

明显增加淋 巴 细胞 内
e A M P 含量进而提高 c A M P /

e G M P 比值 LS
一 。

我们曾观

察到
,

创伤后血清 中 P G E :

含量明显增高
,

巨噬细胞以

及 T
S

细胞产生 P G E
Z

明显增强 t s
·

’ 。

本研究发现
,

创伤

后血清
、

巨噬细胞
、

T 、

细胞在体外可明显提高正常脾

细胞 CA M P 水平
,

降低
CG M P 水平

。

去除创伤小鼠脾

细胞 中的 巨 噬细胞
、

T S

细胞则 可使其
c A M P

、 c G M P

水平不同程度地恢复
。

表 明创伤后血清
、

巨噬细胞及

T
S

细胞参与 了淋 巴细胞 内 c A M P
、 c G M P 的调节 过

程
。

其调节机制可能同 P G E Z

的作用有关
。

我们曾发现

创伤后血清
、

巨噬细胞
、

T
、

细胞对 T 淋 巴细胞功能的

抑制活性增加
’̀

·

5
·

’ 。 。

结合本实验推测其抑制效应的发

挥可能是通过增加淋巴细胞内 C A M P
、

降低
C G M P 含

量而实现的
。

有关创伤后淋巴细胞内
c A M P

、 c G M P 变

化的详细机理及其他信使分子的变化情况尚待研究
。
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吗丁琳致泌乳作用一例 个案与短篇

A c a s e o f e f f e e t o f l a e t a t i o n i n d u c e d b y
.

M o t i l i u m

钱银 山 王 益春 (第三军医大学新桥医院消化科 ) 6 3 。。 3 7

患者朱 火 火
,

女性
.

30 岁
。

因上腹胞胀
、

隐痛 半年
.

加重伴暖

气半年来院门诊
,

钡餐检查诊断为胃窦炎
,

给予得 乐冲剂及吗

丁琳治疗
。

因治病心切
,

自服吗 丁琳 20 m g 3 次d/
,

治疗后症

状 明显减轻
。

但第 5 天出现双乳房胀痛
,

并有少量乳汁溢出
,

第

6 天用手按压乳房时
,

乳液射出 l m 远
,

并有大量乳液 不断 流

出
,

即来院妇科检查
,

无妇产 科疾病发现
。

又来消化科门诊
,

考

虑与服用吗 丁琳有关
,

停用吗丁琳
.

6 天后 泌乳现象消失
。

半月

后病人再次试服吗丁咐 10 m g 3 次 d/
,

1周后再次发生 泌乳作

用
.

患者 23 岁结婚
,

24 岁生一男婴
,

母奶喂养半月
,

无任何诱因

突然停止泌乳
。

讨论

泌乳素的分泌受下丘脑的多巴胺系统调节
,

直接通过泌乳

素抑制因子 (P IF )和 泌乳素释放因子 (P R F )控制其分泌量
。

多

巴胺受体兴奋时
,

PI F 就增 多
,

泌乳素分泌量减少
,

泌乳作用就

停止
,

因此就不发生 泌乳
。

当多 巴胺受体被抑制
,

PI F 减少
,

而

P R F 就增多
,

泌乳素分泌量也增多
,

从而导致泌乳
。

吗丁琳属 多

巴 胺受体拮抗 剂
,

大量服用
,

可使下丘脑 PI F 减少
,

P R F 增多
,

泌乳素分泌量也增多
,

从 而导致未绝经期的非哺乳女性的泌乳

现象
。

此病人在哺乳期无诱因突然中止 泌乳
,

可能与多巴胺受

( 下转 5 1 页 )


