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重组人 T N F 对正常家兔致休克作用的研究
`

— 脂质过氧化作用和 白细胞吞噬功能的改变

刘 韧 汪 江淮 陈惠孙 王正 国

(第三军医大学野战外科研究所 )6 30 0 2 4

王 涛 蒋建新 刁有芳 田 昆仑

提 要 给正常家兔静脉一次输注重组人肿瘤坏死因子 ( T N F )06拜 g /k g体重或 10 3拜 g / k g

体重后
,

血浆丙二醛 ( M D A )明显升高 ( 尸 < 0
.

01 )
,

血浆或榕血液超氧化物歧化酶 (S O D )明显下

降 ( P < 0
.

0 5~ 0
.

0 1 )
,

上述变化在 1 3 0产g /k g 体重组要甚于 6 0拜 g / k g 体重组 ( P < 0
.

0 5~ 0
.

0 1 )
。

同时 1 3 。卜 g k/ g 体重组动物其外周血白细胞数较对照组有明显下降 ( 尸 < 0
.

05 一 。
.

0 1 )
,

血浆调

理时间明显缩 短 ( 尸 < 。
.

01 )
,

此外白细胞的基础吞噬活性
、

基础总吞噬活性
、

最大吞噬活性和最

大总吞噬活性均有明显改变 ( 尸 < 。
.

05 ~ 。
.

01 )
。

上述结果表 明重组 人 T N F 能够引起正常家兔

的脂质过氧化损伤效应
,

以及白细胞数量和吞噬功能的改变
。
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我们既往的研究工作 已经证实氧 自由基

介导的脂质过氧化作用与多种休克条件下的

细胞损伤密切相关
“

’

2 ’ ,

同时还证实了休克时

外周血 白细胞数和多种吞噬功能的改变
,

以

及这种改变与脂质过氧化损伤发生之间的联

系 “
·

` ) 。

近年来国外学者的研究表明
,

一种 由

单核 / 巨噬细胞在内毒素诱导下释放 的细胞

因 子— 肿 瘤 坏 死 因子 ( T u m o : N e e r o s i s

F a c
ot

r ,

T N F ) 在内毒素 /感染性休克 的发病

过程 中起着重 要的介导作用
` 5

·

6 ) ,

但是有关

T N F 与氧 自由基
、

白细胞吞噬功能改变的关

系
,

特别是 T N F 能 否直接 引起脂质过 氧化

损伤和白细胞吞噬功能的改变 尚未见文献报

道
。

本实验采用给正常家兔输注不同剂量的

重组人 T N F
,

测定血浆丙二醛 ( M a lo dll ia ld e -

h州
e ,

M D A )含量
,

血浆和溶血液超氧化物歧

化 酶 ( S u p e r o x id e D i s m u t a s e ,

S O D ) 活性
,

并

应用鲁米诺依赖酵母多糖诱导的全血化学发

光技术
,

检测全血白细胞吞噬功能的改变
,

探

讨重组 人 T N F 对正 常宋兔脂 质过氧 化作

用
、

外周血 白细胞数和吞噬功能的影响
,

以及

`
国家自然科学基金资助项 目

与 T N F 致休克作用的关系
。

1 材料与方法

’

健康家兔 28 只
,

性别不拘
,

体重 2
.

58 士 。
.

19

k g
.

随机分为下列 3 组
:

生理盐水对照组 (
、 一 12 ) ;

低剂量 T N F ( 6 0拌 g /k g 体重 )处理组 (
, , 一 8 ) ;

高剂量

T N F ( 1 3 0拜 g / k g 体重 )处理组 (
, , ~ s )

。

实验前动物

禁食过夜
,

自由饮 水
,

实验 当天 3 %戊 巴 比 妥钠

( 30 m g k/ g 体重 )经耳缘静脉麻醉后
,

动物固定于兔

台上
,

为保持呼吸道通畅
,

常规气管切开插管
,

自主

呼吸
;

暴露右颈总动脉和左股动脉切开插管
,

备取血

样和接血压计监测血压
;

暴露左股静脉切开插管
,

供

输注重组 人 T N F 或回输液体用
。

动物全身肝素化

( 8 。。 U k/ g 体重 )
,

在记录正常血压
、

心率
、

呼吸或其

他有关指标后
.

经左股静脉一次输注重组 人 T N F

(第三军医大学野战外科研究所制备生产
,

活性为

2
.

6 x lo
,

/ m g
,

纯度 ) 9 5 %
,

内毒 素含 量 < S OE U /

m g ) 6 0拜g / k g 体重或 1 3 0产g /k g 体重
,

重组 人 T N F

的浓 度分 别为 6 0拜g /m l 和 1 3 0拜g /m l
。

于 重组 人

T N F 输注前后各个预定时相从右颈总动脉取血测

定 M D A
、

SO D
、

全血白细胞吞噬功能和 p
一

葡萄糖醛

酸酶 (俘
一
g l

u e u r o n id
a s e

.

俘
一

G )
.

同时经左股静脉输注等

量生理盐水
。

对照组动物除以等量生理盐水代替重

组 人 T N F 外
,

其他操作同 T N F 处理组
。

分别观察

1 2
.

.

1 8
、

24 h 动物死亡率
。
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血浆 M A D含量的测定按 T BA 荧光法
` , , ,

结果

以
n m ol /m l 表示

。

血浆和溶血液 S O D 活性的测定按

化学发光法 “ , ,

以黄嚷吟氧化酶 ( S ig m a
)

、

次黄嗓吟

( F l
u
k

a )
、

L
u m i n o

l (北京化工 厂 )和碳酸钠缓冲液构

成测定体系
,

结果以 拌 /m l表示
.

卜G 的测定按比色

法 (9)
。

全血 白细 胞吞噬功 能和血浆调 理活性按

oL m ino l依赖酵母多糖诱导的全血化学发光技术
“ 的

测定
,

酵母多糖为 S ig m a
产品

,

白细胞计数按常规方

法
,

结果表示为个 /川
。

白细胞吞噬活性以 m v

表示
,

血浆调理活性以分钟表示
.

各测定参数及意义
:

(1 )

基础吞噬活性 ( m v ) : 1 只 10
3

白细胞的发光本底值
,

反映体内单位白细胞吞噬功能的预激活状态
。

( 2) 基

础总吞 噬活性 ( m v)
:

白细胞总数发光本底值
,

反映

体内白细胞吞 噬功能总的预激活状态
,

受白细胞总

数的影响
.

( 3) 最大吞噬活性 (m v)
:
l x l 。 ,

白细胞的

发光峰值
,

反映经调理后单位 白细胞所能达到 的最

大吞噬功能
。

( 4) 最大总吞噬活性 ( m v)
:

白细胞总数

的发光峰值
,

反映经调理后白细胞 总的最大吞 噬功

能
,

也受 白细胞 总数 的影 响
。

( 5) 血浆调理 时间

(m in )
:

加入酵母多糖至 出现峰值的时间
,

主要 反映

补体 (特别是 C 3) 的调理活性
。

所有数据依 l 检验
、

方差分析和 丫检验进行统

计学处理
,
尸 < 。

.

05 示差异有显著性
,

p < 。
.

01 示

差异非常显著
,

计量资料结果以均数 士标准差 ( 、 士

: )表示
。

的 M A B P 在开始 l h 持续下降
,

以后维持在 12 k aP

左右
,

而 1 3 0产g 组 M A B p 较 6 0拜g 组下降更为明显 (

P < 0
.

0 5一 0
.

0 1
,
2 2 h M A B P 降至 6

.

3 k P a ) (附图 )
。

动物并 出现心率增快
,

呼 吸 急促和稀便
。

6即 g 和

1 3 0产g 两组动物死亡率在输注 T N F 后 1 2
、
1 5

、
2 4 h

分别为 。%和 3 8% ( P > 0
.

0 5 )
、

o % 和 7 5 % ( P <

0
.

0 1 )
、
2 3%和 1 0 0% ( P < 0

.

0 1 )
。

r...............O乃护内乃

ē乃

拓扣5

ō忆d名à山阅拭芝

附图 输注重组人 T N F 后 M A B P 的改变

F i g C h a n g e s o f M A B P a f t e r i n f u s i o n o f r e -

e o m b i n a n t h u
m

a n T N F

△一 - 。 : e o n t r o l g r o u p ;

一
:
6 0 产g / k g g r o u p ;

奋尸刁`
:
1 3 0尸 g / k g g r o u p

2 结果

给正常家免输注重组人 T N F 后
,
6外 g 组

与生理盐水对照组相比
,

输注 T N F 后
,
2 3 0拌g

组血浆 M D A 明显升高 ( 尸 < 。
.

01 )
,

血浆和溶血液

SO D 活性明显下降 ( P < 。
.

05 ~ 0
.

01 )
,

其 中血浆

M D A 和溶血液 S O D 活性与 60 陀 组相比
,

也有明显

的改变 ( p < 0
.

0 5~ 0
.

0 1 ) (表 l )
。

6 0产 g 组血浆 M D A

的升高和溶血液 S O D 的降低发生时相较晚 (表 1 )
。

表 1 输注不同剂量重组人 T N F 后血浆
、

溶血液 M D A 和 S O D 的改变

T
a b 1 C h a n g e s o f M D A a n d S O D i n p l a s m a a n d h e

m
o l y t i c b lo o d a f t e r i n f u s i o n o f d i f f e r e n t d o s e s o f r e -

e o
m b in a n t h u m a n T N F

a h e r in f u , in g 丁 N F

Pa r a m e t e r 吕
b吧 f o r e

i n f u s i n g T N F 去 h 6

c o n t r o盆 2 1 4 士 0
.

3 1 2
.

17士 0
.

2 9
2

.

2 1士 0 28 2
.

1 9 二 0
.

3 2 2 0 3 二 0
.

2 8 2
.

2 7 二 0
.

3 0 2
.

1 6二 0
.

2 6

, 1压` m . M D A

( n nr o l / I )

60 卜 g / k g

1 3《)朴“ / L g

2 0士 0
.

2 9

1 7土 0
.

3 l’

2
.

3 1士 0
,

2 8
2 4 1士 0

.

3 5 3 4 1 士 0 4 5溉 减 3
.

0 7 士 0
.

3 6 狱 汉 3 2 2 士 0
.

40 拭 炭

2
.

斗8 士 0
.

3 8
3

.

。, 2士 。
.

; 9

丫
;

.

3 6 二 。
.

5 1

譬
4

.

、 7 二 0
.

5 0

久欠

3
.

1 1 主 0
.

3 9 谈 狱

4
.

3 3 士 。
.

; 。
竺兰 ;

.

; ,士 。
.

5 2

二二
1 1 8 士 1 0

.

2 1 0 8二 1 1
.

2
12 1二 1 1 9

1 1 7= 1 1 3 1 11 士 1 1
.

5 1 2去土 1 5
.

4
1 0 9士 1 0

.

8

Pl a , m a SO D

(拌 / m l )

6 0 严 g / k .

1 3o F g / k g

1 2 0 士 1 1
.

7 1 1 8二 12 1 3 3士 1 6
.

8
1 0 0 士 1 2

.

1 0 士 1 2
.

5 9 4
.

6 士 11
.

2 炭 城 9 6
.

2土 1 0
.

7

1 1 5士 1 0
.

8 1 1 4士 1 1
.

8
, 。 , * 1 0

.

。

八 9《)
.

1士 1 0
.

9减 8 8
.

2士 1 1
.

3减 淡
: 2

.

;士 , 0
.

0

瞥
6 6去6土 5 6 4

6去33士 57 7 65 J 7 士 6 0 1 6 4 8 9二 6 2 2 6 5 9 6 二 6 0 9 6 3 7 7士 6 3 1

` e m o l厂 ic b lo 记

SO D (卜 /m l〕
60 ” g /k g

一3 0尸 g / k`

6 3 2 6二 6 1 1 60 古5 二 60 7 6 3 7 1 士 5 9 8

6 4 5 6 士 6 0 7
50 22士 6 7 7

瞥
、 。。 3士 ` 9:

兰久

5 1 2 6士 58 8炭

; , 2 2二 5 0 ,

尝兰

5 2 3 3 士 6 0 1汉 狱

; , 7。土 、 7 ,

兰互

6 8
.

4 士 10
.

2狱 兴

6 0 4 2士 5 9 8

去 8 7 6士 5 0 1减 洲

` 0 , ` 士 ` 3。

互兰

古5 3 3士 4 7 6狱 溉

3, 。 ; 士 、 5 ,

互互
e o r n p a r e

d w i t h
e o n t r o

l
v a

l
u e s 汉

P < 0
.

0 5
, 汉 谈 P < 0

.

0一;

e o m p a r e
d w i t h 6 0产g /k g g r o u p △ P < 0

.

0 5
, △△ P < 0

.

0 1
.
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输注 T N F后
,
1 3即g 组外周血白细胞数和吞噬

功能也出现明显改变
,

表现为与输 T N F 前或对照组

相 比时外周血 白细胞数 明显下 降 ( 尸 < 0
.

0 5 ~

。
.

01 )
,

血浆调理时间明显缩短 ( 尸 < 0
.

01 )
.

同时外

周血白细胞最大总吞噬活性明显下降 ( P < 0
.

05 ~

。
.

0 1 )
,

基础吞噬活性
、

基础总吞噬活性在输注 T N F

后 0
.

s h 至 4 h 明显升高 ( P ( 0
.

0 1 )
,

s h 至 1 2 h

基础总吞噬活性和最大吞噬活性 明显 下降 (尸 <

0
.

0 5~ 0
.

0 1 ) (表 2 )
。

表 2 输注重组人 T N F 后白细胞吞噬功能的改变
T a b 2 A lt e r a t i o n s o f Ph a g co y t o s is o f l e u k o e y t e s a f t e r i n f u s i o n of

r e e o m b i n a n t h u m a n T N F

皿 f t e r i n f u s i n g T N F

Pa r a m e t e r ,

b a s ie p h a g co yt o t ic

a e t iv i t 犷 ( m 甲 )

e o n 士r o l

1 3 0拜 g / k g

ba s i e to t a l p h a g o c丫 t o t ie

a e ti v i ty ( m v )

e o n t r o l

1 3 0拜 g / k g

m a x 万m u m p h. g o c y t o t ie

a c ti v i ty ( m , 〕

e o n t r o盆

1 3 0严 g / k g

m a x江m u m t o t a l P h s g倪 yt o t ie e o n t r o l

a e ti v it y ( m , ) 1 3 0” g / k g

b e卜) r e

玉n l u , 又n . T N F

0
.

3 9士 0
.

10

0
.

4 0士 0 1 2

1
.

9 1士 0
.

3 0

2 0 6土 0
.

3 2

1
.

0 1 士 0
.

2 1

0
.

9 8士 0
.

2 3

4
.

8 8士 0
.

6 1

5
.

0 7士 0
.

7 0

0
.

5 h 2 b 4 h 6 h 8 h 12 h

0
.

告i 士 0
.

1 2 0
.

3 9 士 0
.

1 1 0
.

3 8 士 。
·

12 0
·

3 7士 0
·

1 0 0
,

咯。 士 0
.

1 一 0
.

3 , 士 0
.

12

0
.

: 5 士 0
.

2 0

类
工

.

1 4士 0
.

3 0

类
1

.

0 7土 0
.

2 :

类
0

.

: 7士 0
.

2 2

类
2 0 4士 o

·

3 3 1
·

98士 o
·

2 9
’

1
·

9 6 士 0
·

2 7 2
.

1 1士 0
.

3 1 2
·

08 士 0 2 , 1
·

9 7士 o
·

3 1

3 3: 土 0
.

; 7

类
3

.

1。士 0
.

4 ;

要
2

.

6; 士 0
.

。 ,

类
2

·

3 ,士 。
·

。 2 1
.

3 6 * 0
.

2 5

类
,

.

20 士 0
.

2 1

类
1

·

0 8二 0
·

2 2 0
.

97 士 0 3 3 1一 l 士 0
.

2 2 0
.

, s土 0
.

l a o
·

9 9士 0
·

2 0 1
·

0 3士 o
,

2 5

。
.

。 2士 。
.

, 7

类
。

.

5 , 士 。 , 。类
5

.

3咭土 0
.

` 1 4
·

9 1士 o
·

62 5
·

4 0 士 o
·

6 7 5
·

3 8二 0
·

6 3 5
.

1 8士 0
.

5 9 5
.

3 5士 0
.

6`

3
.

; 5* 0
.

` s

类
2

.

? 7二 0
.

3 ,

类
2

.

3 6= 0
.

3。

类
,

.

; 7士 0
.

3 0

类
1

.

2, 士 0
.

: 。

类

e o
m p a r e d w i t h e o n t r o

l
v a

l
u e s 减 P < 0

.

0 5
, 洲 减 P < 0

.

0 1

输注 T N F 后
,

两组血浆 p
一

G 均较对照组明显升

高 ( p < 0
.

0 1 )
,

但 1 3 0尸 g 组 6 0产 g 组相比
,

血浆 p
一

G

升高的时相更早
,

程度更重 ( 尸 < 。
.

05 ~ 。
.

0 1 )
。

3 讨论

败血症和感染性休克的特征之一就是中

性 白细 胞和 巨 噬细胞 的激 活和 聚积
,

因此

T N F 与 白细胞的作用关 系已经受到广泛的

关注
。

K l e b a n o f f 等
“ o ,

的研究表 明 T N F 能直

接引起分离培养的中性白细胞发生脱颗粒
,

释放溶酶体酶
,

通过呼吸爆发过程产生活性

氧如超氧 自由基
、

轻基等一 系列 改变
,

T N F

也能增强多形核白细胞 ( p o l y m o r p h o n u e l e a r

l e u e o e y t e s ,

P M N L ) 的吞 噬反 应
。

休克过程

中
,

外周血白细胞特别是 P M N L 的激活有着

十分重要 的作用
,

激活的白细胞聚积于微循

环中
,

通过释放氧 自由基而造成 内皮细胞损

伤
,

进 而造 成 多 个组 织 损伤
,

诱发 D IC 和

M O F
。

从本实验结果我们发现
,

正常家免输

注 T N F 后外周血 白细胞数明显减少
,

而 白

细胞 的基础 吞 噬活性显著升高
,

这就 表 明

T N F 能够激活外周血白细胞
,

并通过白细胞

引起一系列的组织损伤
。

我们在实验中还注

意到输注 T N F 后肺
、

肝组织 中可 见大量 中

性 白细胞聚积 (资料另发 )
,

这与外周血 中白

细胞数的持续减少也是相一致的
。

国外学者

证实给正常动物输注 T N F 后的一个明显特

征是外周血白细胞的显著下降
`
川

。

休克特别是 内毒素休克过程中存在着氧

自由基的明显增多
,

这些 活性氧成 份通过脂

质过氧化反应导致细胞和亚细胞器的损伤
,

因而在多种休克和组织损伤中起着重要的作

用 ` ’ 一 ` ) 。

T N F 能否引起类似休克时的脂质过

氧化损伤是一个令人关注的问题
。

本实验结

果表明输注 T N F 后血浆 M D A 明显升高
,

血

浆和溶血液 SO D 明显下降
,

说明 T N F 能够

抑制和破坏机体 内源性氧 自由基防御系统
,

导 致 膜结构 和 脂质过 氧化 损伤
。

L ar ir ck

等
“ 2 ,

将重组 T N F 与粒细胞一起孵育后
,

粒

细胞的硝基蓝四哇染料还原增加
,

粒细胞极

化状态升高
,

超氧 自由基释放增多
,

并出现粒

细胞聚积
,

上述改变可被 T N F 单抗所抑制
。

尽管 T N F 经过 何种途径 引起 氧 自由基增

多
,

进而导致细胞损伤尚需进一步研究
,

但是

通过激活外周血 白细胞无疑是其重要途径之
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