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肿瘤坏死因子对培养内皮细胞影响的实验研究
`

杨映波 王正国 “ 朱佩芳 “ (第三军医大学大坪医院创伤急救科 ) 63。。 4 2

提 要 本文 以 原代培养的脐静脉内皮 细胞 (HU vE C )为材料
,

研究 了肿瘤坏死 因子

( T N )F 对其产生组织型纤溶酶原激活物抑制物 ( P A )I 活性的影响
,

并观察了细胞的形态变化
。

结果表明
,
1 0 0

、
2 5 0 和 5 0 0U /m l 的 T N F 可以刺激 H U V E C 产生较高的 P A I 活性

,

但 2 5 0 0 U /

ml T N F 则能明显抑制 P A I 活性
,

并可造成 H U v E C 的损伤和形成与循环 内皮细胞 ( C E C )极为

相似的细胞形态
。

提示 T N F 可以刺激 H U V E C 产生 P A I 活性
,

并且
,

高浓度 T N F 可造成 H U
-

v E C 功能和结构的损害
。
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肿瘤坏死因子 ( T N F )是 一种主要 由单

核
一

巨噬细胞产生的细胞因子
,

具有十分广泛

的生物学作用
` ” 。

血管内皮细胞 ( V E C )表面

存在 T N F 受体
,

为其作用的主要靶细胞 之

一
` 2 , 。

临床调查表明
,

创伤后败血症患者血中

可检 出循环 T N F
,

而且 T N F 阳性组的死亡

率是 T N F 阴性 组的 2倍
` 3 ) ,

提示 T N F 可能

在 创伤感染过 尾中起 重要作用
。

因而
,

研 究

T N F 对 V E C 的影响十分必要
。

据文献报道
,

T N F 在诱发 V E C 的促凝活性
` 2 ’

和抑制其纤

溶活性
(` )

方面的生物学效应 比较 突出 ; 但对

T N F 造成的细胞形态学改变尚少有报道
。

因

此
,

研究 T N F 对培养 内皮细胞组织型纤溶

酶原激活剂抑制物 ( P A )I 活性及细胞形态的

影响对探讨 T N F 的作用机理有着重要的意

义
。

本文采用原代培养的人脐静脉内皮细胞

( H U V E C ) 研究了 T N F 对其 P A I 活性 及形

态的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 H U V E C 的原代培养

按 aJ f fe ` ”
的方法施行

,

主要步骤如下
:

1
.

1
.

1 收集健康胎儿脐带 3 0 ~ s o e
m

,

排尽残血
,

剪

去钳夹部分
,

投入灭菌保存液 (0
.

1 4m ol / L N a
CI

、

4m m
o l / L K C I

、

1 5m m o
l / L H

e p e S
、

z l m m
o
l / L 葡萄

糖
、

p H 7
.

3) 中
,
4 ℃保存

,

24 h 内使用
。

国家自然科学 基金资助课题

野战外科研究所四室

1
.

1
.

2 反复灌洗脐静脉
,

排尽淤血
。

注入。
.

25 % 胰

蛋白酶液 sm l
。

夹闭脐带两端
。

将整根脐带置入无菌

容器内
,

3 7
.

0 ℃温育 z o m i n 。

1
.

1
.

3 收集消化液
,

然后 以 s m l 完全培养液「R P
-

M l
一
1 6 4 。培养基 ( G BI c O

,

美 国 )
,

临用前加青霉素
i o o U /m l

、

链霉素 l o o U / m l
、

L
一

谷氨酞胺 Zm m
o
l /L 和

20 %灭活 小牛血清 ]灌洗脐静脉
,

并将其收集到同一

刻度离心管中
,

室温下离心 l o m in ( 1 o o o r p m )
。

1
.

1
.

4 制备细胞悬液后
L

,

吸该液少许
,

用 0
.

4 % 台盼

蓝染色并计数活细胞
,

然后加入适量培养液
,

将细胞

浓度调至 4一 5 丫 2 0 5

/ m l
。

1
.

1
.

5 把细胞悬液均 匀分装于 35 m m 细胞培养皿

(面积约 l o e
m

,

)内
。

使细 胞培养密度为 4一 5 只 1 0
`
/

。 m
,

培养面积
。

部分皿内盛有约 0
.

c3 m x o
.

sc m 盖玻

片一块
。

1
.

1
.

6 将培养皿置入 37 ℃
、

5 % C O
Z

细胞培养箱

( 1 8 7 5 T C
,

S H E L
一
L A B

,

美国 ) 中
,

每天定时观察培养

液的颜色和透明度
。

倒置显微镜 ( X S J
一
D

,

重庆 )下观

察细胞形态改变
。

第1个 24 h 后更换原培养液的 1 2/
,

此后每隔48 h 换液 1次
。

一般 72 h 后汇合
,

即可开始

实验
。

1
.

2 制备待测步杏养液

待 H U V E C 生长呈典型的单层铺石样镶嵌融汇

状后
,

吸除培养液
,

用 D
一

H an ks 液轻轻洗 2遍
,

分别

加入 2
.

o m l 新鲜培养 液或含 l o o U /m l
、

2 5 o U /m l
、

s o o U / nr l和 2 5 0 0 U / m l人重组肿瘤坏死因子 ( r
h T N F

,

上海复旦大学遗传所提供
。

临用前
,

以美国 S i g m a
公

司的
r h T N F 标准品进行测 定

,

其 比活 为 1
.

54 火

l o s
U / m l ) 的新鲜培 养液 (均含 10 % 小牛血清 )

,

继续

孵育 s h 后收集培养液
。

低速离心 ( Z 0 0 0 r p m
,

sm in )
,

去除残存的细胞碎屑
,

贮存于 一 2 2 C备用
。
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1
.

3 m]. 定培养液中 P A I 活性

按上海医科大学分子遗传室 的说明进行
。

各观

测点重复 3次
。

主要步骤为
:

( 1) 准备待测样 品和配制

系列 浓度的 PA I 标准溶液后
,

分别加入 4 。孔酶标板

中
。

2 0 0拜1 /孔并以 1 0 0严1 T B 缓冲液作空 白对照
,

均

作 双复孔
;
( 2) 将纤溶酶原 和 发色底物分别溶 于

2
.

o m ! T B 缓冲液中
,

混合两者
,

另取 。
.

1川 T B 缓冲

液溶解加速剂
,

并用纤榕酶原
一

发色底物液混合
。

混

匀后
,

立即加 10 。川至各孔中
。

然后置入湿盒
,

在 37 ℃

温浴中保温 3
.

s h ( 湿盒 已预温 3 o m in )
。

此后用 2 0产1

50 %冰醋酸终止反 应
,

进行测定
;
( 3) 测 定在 G X M

-

2 0 0型酶标仪 (四 川分析仪器厂 )上完成
。
4 o s n

m 比色

读 O D 值
,

以空白对照孔调零
。

然后
,

以各点 A 40 5的

均值对 P A I 标准活性作标准曲线
。

按以下公式求得

被测样品的 P A I 活性
:

待测样品 P A I 活性 二 标准曲

线上查得数值 x 4 ( A U / m l)

.1 4 形 态学观察

将培养于盖破片上 的各观测点 HU V E C 经冷丙

酮 固定后
,

以 G ie m
s a
染色

,

观察并摄像
。

2 结果

2
.

1 P A I 活性 的变化

本实验观察了 10 0
、

2 5 0
、

5 0 0和 2 5 0 0 U /m l T N F

对 H U V E C 产生 P A I 活性的影响 (见附表 )
。

附表 T N F 对 H U V E C 产生 P A I 活性的影响 ( 至 士 5 》

T a b E f f e e t s o f T N F o n P A I a e t iv it y d e r iv e d f r o
m I I U V E C

T N F e o n e e n t r ;一t i o n
( U / m 】)

P A I 、、 e t i
v i t y ( A U / nt l ) 1

.

6 1士 ( )
.

74

1 0 0

6
.

3 4士 1
.

0 4△ △

2 50

1 0
.

7 2士 2
.

3 8△△

5 0 ()

1 3
.

4 9士 2
.

9 9△ △

2 5 0 0

7
.

9 5士 2
.

82 △减

C
o
m p a r e

d w i t h
e o n t r o

l
,

△
:

P < 0
.

0 5 ; △△
:

P < 0
.

0 1 ; e o m p a r e d w i t h 5 0 0U / m l
,

汉
:

P < 0
.

0 5

由附表中可见
,

当 T N F 浓度在 500 U /m l 以下

时
,

P A I 活性随 T N F 浓 度增加而呈升高趋势
,

但继

续增加为 2 s o o U /m l
,

P A I活性明显降低
。

2
.

2 形 态学变化

E C 接种培养72 h 后
,

细胞大部分汇合
,

呈典型

的单层铺石样镶嵌排列 (图一 )
。

l o o U / nr 一
,

2 5 o U / m l
,

s o OU / m l T N F 作用于原代培养的 E C s h 以后
、

细

胞呈长梭形
,

胞核清晰
,

胞膜完整
,

胞质不肿大
,

细胞

大小分布比较均匀
。

图 2显 示 50 o u /m l T N F 作用 s h

后 的 E C 形态
。

当 2 5 o 0 U / m 1 T N F 作用相同时 间

后
,

可见成片的细 胞肿大
,

形态僵硬
,

有的折叠
、

扭

曲
,

绝大多数无核 (图 3 )
。

形成与 C E C 极为相似的细

胞形态
` 6 ’ 。

培养的 H U V E C (徽分千涉相村皿像
、

IM T一么侧 t 显

橄镜 O L Y M PU S ) 火 2 5 0

C u l吸u r e d I I U V EC ( D i f f . r . 皿必执 1 1n t. r叱侣r
切

` 心 仁。 n t r . 班t

1.畜̀ . 召e IM丁
一
2 ) 沐 2 5 0

TN F 对 I I U v E C 的影响 ( 5 0 0. /m l
.

s h ) x 2 5 0

E此 e c止, o f T N F O。 于I U V E C ( 5 0恤八
n l s h ) X 2 5 0

州 r 对 r渡U v Ec 的影响 ( 2 s o o u
/ :川

,
s h ) 冰 2 5 0

E f f砚它妞 吐 T N F 叻 I IU V E C ( 2 50 0 从 / “ d s h ) X 2 5 Q

图珑

卜豁钾 矜 崖

即物即

③
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3 讨论

A I P至少可以分成三类
。

即 E C 型 PA I

( PA I
一

1 )
、

胎盘型 PA I ( PA I
一

) 2和蛋白酶 N e x -

in
一

1 ` , ’ 。

但在生理情况下
,

血浆 P A I 水平主要

与 E C 有关
` 8 , 。

目前
,

有关测定 P A I 活性的方

法各异
,

基础值 也不尽相同
` ,

, ’ 0 , 。

最近
,

我 国

建立了尹A l 活性 的测定方法
`川

。

其基本原理

为 P A I能决速与
t
一

P A 结合
,

形成 1 : 1分子 比

的无活性复 活物
。

测定 P A I 活性时
,

先于样

本 (血浆或 内皮细胞培养液 )中加入过量 已知

的标准 t
一

P A 活性
。

这样
,

就可以推算血浆 中

p A I 的活性
。

其单位为 A U ( a r
b it r a r y : , 11 i t )

。

1
.

o A U 的 P A I 定义为在 2 5℃
,

Z o m i: : 能抑制

1
.

ol U 的 t
一

P A
。

我国陈濒珠等
“ ” 采用这一方

法 测得 心肌梗 塞病 人发作后 2一 4周的 P A I

活性 为 9
.

5士 8
.

g A U / m l
。

近来
,

随着对多种病理状态时 P A I 活性

变化的调查
,

发现 P A I 在创伤过程中可能具

有重要作用
( ` 。 , 。

K I: Zf t 等
“ ’ )

观察到手术的严

重创伤后
,

皿浆 P A I 活性如同急性反应蛋 白

一样迅速增加
。

由于血浆 P A I 的活性主要来

源于 E C
,

研究促使 E C 分泌 P A I 的机制对阐

明创伤过程中 P A I 活性的变化很有必要
。

H a n s s
等

` , ,

指 出
,

人 的 E C 培 养对 评价

血管 内皮在纤溶调节中的作用和调查药物制

剂对 t
一

P A 和 P A I 产生 的作用来说
,

是一个

有 用 的模型
。

最 近
,

v a n H i n s b e r g h 等
“ ’

分

10 0
、

2 5 0
、

5 0 0和 2 s o o u /m l 等 4个浓度研究了

T N F 在调节 V E C 产生 P A I 活性 中作用
,

并

证实 T N F 在体外可促使培养 E C 产生 P A I

活性
,

在体内可促使大 鼠血浆中 P A I 活性增

加
,

但未对 T N F 所致的 E C 形态学变化进行

观 察
。

本 文 采 用 与 v a n H i s b er g h 相 同 的

T N F 浓度
,

研究了 T N F 对 E C 的 P A I 活性

及形态学的影响
。

结果表明
,

在一定浓度范围

内
,

T N F 可提高 E C 的 P A I 活性
,

而且 P A I

随 T N F 浓度的增加而增加
,

显示 出明显的

量效关系
。

这种现象 与通常所见的受体介导

的生物效应类似
,

而且
,

已经证实 E C 表面存

在着 T N F 受体
。

因而
,

我们推测
,

T N F 促使

E C 产生 P A I 活性的作用可能是通 过 T N F

与 E C 表面的 T N F 受体作用而启动的
。

如附表 中所示
,

在本实验条件下
,

1 00 ~

s o OU / m l T N F 使 E C 产生了较高的 P A I 活

性
,

但当 T N F 浓度 增至 2 5 00 U /m l 时
,

E C

产生的 P A I 活性 明显降低
。

提示高浓度 T N F

使 E C 在功能上遭到了损害
。

对培养 E C 的形

态学观察表 明
,

低于 50 0 U /m l 时
,

T N F 未能

导 致 明 显 的 E C 脱落 和 形 态 学 改变
。

但 在

2 5 0 0 U / m l T N F 作用下
,

则 出现了 明显的

细胞损伤
,

表现为培养的 E C 大 片脱落
。

并形

成与 C E C 极为相似的细胞形态
。

我们先前的

工作表明
,

正常人外 周血 中 C E C 来 自 V E C

的 老 化 和 脱 落
` 6 , 。

本 文 结 果 提 示
,

高 浓度

T N F 造成的 E C 结 构的损害可能是 病理条

件下 C E C 增多的原因之一
。

通过本实验研究
,

我们认为
,

在创伤感染

等过程中
,

体内单核
一

巨噬细胞分泌 T N F 增

多
。

T N F 与 E C 表面的相应 受体结合
,

启动

了特异的蛋 白质 合成机制
,

使 P A I 活性生成

增多 ;增多的 P A I 可与 t
一

P A 以 1 : 1的分子 比

结合而使其失活
。

从而导致纤溶活性低下
,

有

利于血栓形成
,

当 T N F 的生成量达到 一定

程度时
,

可造成 E C 结构受损
,

蛋 白质合成机

能遭到破坏
,

因而 出现 P A I 活性陡降
。

严重

者可致大 片 E C 脱落
,

细胞形态改变
,

成为病

理条件下 C E C 增多 的原因之一
。

因而
,

检测

创伤感染患者血浆中 P A I 活性对监测病情
,

预防并发症可能具有重要意义
。
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