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肿瘤坏死因子对血管内皮细胞合成组织因子的影响

蒋建新 江江淮 陈惠孙 刁有芳 田 昆仑 (第三军医大学野战外科研究所二室 ) 63 0 0 4 2

提 要 胎儿脐静脉内皮细胞 ( E C )培养
。

应用光镜
、

电镜进行鉴定
。

探讨人重组 T N F 对 1一 3 代

E C 合成组织因子的调节作用
。

T N F 与 E C 孵育 4h
,

E C 内组织因子的活性明显增加俨 < 。
.

05 )
,

至

12 h
,

升至峰值
,

随后逐渐减少
。

E C 内组织因子的合成还随 T N F 浓度的增加而增多
。

表明 T N F 能促

进 E C 内组织因子的合成
,

并有浓度和时间的依赖性
。

提示 T N F 在感染性休克时播散性血管内凝血

的发病中可能起重要作用
。
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正常的血管 内皮细胞 ( E C )是维持血管 内

血液正常流动的重要基础
。

一般认为
,

内源性凝

血和外源性凝血的发生均与 E C 的损伤息息相

关
。

播散性血管内凝血 ( D IC )是感染性休克过

程中常见的病理现象
,

但其发病机制尚有争论
。

近年来实验 证实
,

肿 瘤坏 死 因子 ( ut m or

n e e r o s i s f a e t o r ,

T N F ) 是感染性 休克发生的原

发体内介质
“ ,2)

。

迄今 国内尚无这方面文献报

道
。

本文采用体外培养的胎儿脐静脉 E C
,

探讨

TN F 对 E C 合成组织因子 ( t i s s u e f a e t o r )的调

节作用
,

旨在进一步阐明感染性休克时 D I C 的

发病机制以及 T N F 在感染性休克 发病过程中

的重要地位
。

材料与方法

1
.

1 E C 的培养及鉴定

按照董玉兰等人
` , ,

方法改良
。

无菌取胎儿脐带
。

用

磷酸盐缓冲液 ( P BS )洗净静脉 内血液
。 。

.

15 % 胰酶消化

E C
,
3 7 ,C

、
i Zm i n ,

共消化 2 次
。

将细胞
一

酶液引入无菌锥

形离心管内
,

加入少量小牛血清
。

离心
。

用 R P M I
一

1 6 4 0

培养液洗 1 次
。

加人 R P M 卜 1 6 4 0 培养液 (含 20 %小牛

血清
,

L
一

谷氨酸 Zm m ol / L
,

内皮生长因子 2 00 拜g /m l
,

肝

家 10 0产g /m l
,

青霉素 2 0加 / m ]
,

链霉素 2 0 0产g / m ] )
,

种

植于用 。
.

3 % 明胶覆膜的 35 m m 塑料培养皿中
,

按种活

细胞数 2 ~ s 火 1 0
`

/
e m

, ,
5 % C O : ,

3 7℃培养
。

每周换液 2

次
。

待 E C 形成单层后
,

用 0
.

15 %胰酶消化进行传代培

养
,

培养液同上
。

采用倒置显微镜和透射电镜观察和鉴

定 E C
。

1
.

2 E C 内组 织 因子 活性的 .Nl 定

按 N a
w

r o t h
“ ’

等人方法改良
,

选用 i ~ 3代 E C
。

每

个培养皿内平均种植活细胞数为 l x l o `
/皿

。

待细胞融

合单层后
,

用 A 液 ( z o m m
o

l / L H E P E S
,

1 3 7 m m o
l / L

N a
C I

,
4 m m

o l /L K C I
,
l l m m o

l /L 葡萄糖 )洗细胞层
。

用 B 液 ( s m m ol / L E D T A
,

s m m ol / L 盐酸利多卡因
,

0
.

l m ol / L 巴比妥 )消化细胞
,

37 ℃
,
s m in

。

轻轻吹打

成细胞悬液后
,

移入硅化玻璃试管内
。

加入 0
.

l ml

o
·

3 m
o

l / L C
a

C ]
2 ,

1 o o or p m 离心 6 m i n ,

用 B 液选 2 次
,

同上离心
。

最后用 B 液制成 。
.

l m l 细胞悬液
。

加入

0
.

l m l 新鲜正常兔血浆和 0
.

i m l s o m m o
l /L C

a
C I

: ,

在

3 7℃水浴锅内不断摇动
,

从加入 C
a
cl

Z

起到出现凝固

止
,

记录其时间
。

根据标准曲线计算组织因子含量
,

单

位以 n g /m l八 o
` e e

l l表示
。

用生理盐水将组织因子标准品 (兔脑提取物 )分别

配制成各种浓度
,

取 0
.

l ml
,

加入 0
.

l ml 兔血浆和

。
.

l m 1 C
a

CI
: ,

记录凝固时间
,

作直线回归
,

绘制标准曲

线
。

按 tS du en
t ’ s t 检验分析组间差异显著性

。

结果以

均数士标准差 ( 厉 士 J ) 表示
。

2 结果

2
.

1 E C 生长及形态特征

E C 原代培养时
,

细胞种植后 4 ~ h6
,

即附壁生长
,

至 36 一 4 h8
,

融合为单层
。

E C 传代培养时
,

细胞种植后
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2 ~ 3h 即附壁生长
。

但传至 7~ 8代
,

细胞数渐少
,

至 10

余代
,

细胞不融合为单层
,

脱落
。

光镜下 E C 呈铺石状镶

嵌排列
,

互不重叠
.

细胞呈多角形
,

边界清楚
,

胞浆丰

富
,

核圆形或椭圈形
。

电镜下 E C 呈多角形
,

表面有绒

毛
,

胞浆 内有 丰富的线 粒体
、

内浆 网
、

核糖 体以 及

w
e ib e l

一
P a

l
a d e

小体等
.

2
.

2 组织 因子的标 准曲线

将各组织因子标准浓度的凝固时间进行直线回

归
,

其回归方程
:

Y 一 2 36
一

8 0 X
,

回归系数与 。 有显著差

异性 ( P < 0
.

0 0 1 )
。

2
.

3 T N F 对 E C 合成组织 因子的影响

如图 1
、

2 所示
,

各 E C 对照组组织因子的活性均很

低
。

但是
,

培养皿内分别加入 T N F i o
, u

/ m l
、

1 0 , u
/m l

、

1。` u
/ m l培养液

,

并孵育 1 h2 后
,
E C 内组织因子活性则

迅速 升高
,

较对 照 值分别 升高 2 41 % ( 尸 < 。
.

0 5 )
、

3 5 9 % ( P < 0
.

0 0 5 )和 8 9 9 % ( P < 0
.

0 0 1 )
。

而且 T N F

对 E C 生成组织因子的影响还与 E C 的作用时间有关
。

T N F ( l 0 0 0 u
/ m l 培养液 )与 E C 孵育 4 h

,
E C 内组织因

子活性较对照值升高 10 。 %俨 < 0
.

0 5 )
,

至 1 h2
,

增加

3 6 0肠俨 < 0
.

0 0 2 )
,

但孵育 2 4 h
,

组织因子活性较 1 2h

减少 50 % 俨 < 。
.

00 1 )
,

仍较对照值明显升高俨 < .0

0 0 1 ) (图 3 )
。

2 5 0
0

。

8

O
。

6

孟峥O

ǎ属乞之亘留à
ǎs)亘留

0

伟因环侧O
。

2 0
。

5 1

组织因子 (ng m/ )I

图 1 组织因子的标准曲线

时间 (h )

图 3 T N F 诱导组织因子 ( T F )生成的时间效应

T N F ( l 又 1 0
, 。

/ m l 培养液 )
,

对照组 (口
,

E C +

培养液
, n 一 6 )

,

实脸组 ( .
,

E C + T N F
, 刀 一 6)

,

与对照 组 相 比
, , P < 0

.

0 5
, , 二 P < 0

.

0 0 2
,

苦 关 关

尸 < 0
.

0 0 1

0
。

6

ǎ葱b叫、毛一登伟时易刘

0
。

2

1 0 2 1 0 3 1 0 4

T N F (
u

/ m l 培养液 )

图 2 T N F 诱导组织因子生成的剂最效应

对照 组 ( E C + 培养液
,

口 刃 一 6 ) ; 实验 组 (E C

+ T N F
,

.
, n 一 6 ) ; ,

与对照组 相比
: , 尹 < .0

0 5
, 釜 苦 尸 < 0

.

0 0 5
. 餐 朴 苦 尸 灯 0

.

0 0 1

3 讨论

体外 E C 的培养是研究 E C 生理功能以及

E C 与疾病发病关系的必要手段
。

因而近年来

有关 E C 培养方法及其病理研究已引起医学界

各方面的注意和重视
。

虽然胎儿脐静脉 E C 较

动物 E C 难于培养
,

但由于它更接近于临床
,

因

此我们首先着手建立胎儿脐静脉 E C 的培养
。

培养细胞的形态
、

生长特征与有关文献报道一

致
` 3

,

5 ) ,

说明本室 E C 的培养方法是可靠的
。

本
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实验并初步探讨了 N F T对 l 一 3 代 E c 凝血作

用的影响
。

一般认为
,

体内内源性和外源性凝血途径

都与血管 E C 损伤有关
。

E C 释放的组织因子是

外源性凝血途径的始动环节
。

首先
,

组织因子与

aC 什 、

第 VI 凝血因子结合
,

激 活第 X 凝血因子
,

形成凝血酶原激活物
,

进而使凝血酶原转化为

凝血酶
,

从而导致血管内血栓形成
。

以前实验曾

认为
“ ” , ,

感染性休克时
,

内毒素 ( L P s )能直接

导致 E C 损伤
,

通过 E C 下胶原纤维暴露而诱发

内源性凝 血 的
。

但近 年来 体外 E C 培 养 发

现`吕
,

” ,

L P S 并不能直接引起 E C 损伤
。

本实验发 现
,

人重 组 T N F 与人 E C 孵育

h4
,

E C 内组织因子活性即明显增加
,

至 1h2 升

至峰值
,

孵育 24 h 后
,

E C 内组织因子活性明显

减少
。

说明 T N F 具有促进 E C 合成组织因子的

作用
,

但其作用具有 一定的时 间性
。

此外
,

对

T N F 的作用还与 T N F 浓度有关
,

随 T N F 浓度

增加而 明显增强
。

由此 推测
,

感染性休克时
,

L PS 首先 刺激 体 内单 核 巨 噬细 胞 产生 大量

TN F
,

后者不仅可引起组织细胞的代谢紊乱
,

而且还通过刺激 E C 合成释放组织因子而启动

外源性凝血
。

因此
,

T N F 可能是休克过程 中

DI C 诱发的重要因素
。
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燕;蒸案写履蠢攀
急性白血病引起血型变异一例报告
马贵山 吴全忠 (第三军医大学新桥医院输血科 ) 6 3 0 0 3 8

血型是一种终身 不变的遗传性状
,

但 1 9 5 7 年

Va
n L go he m 报告了两例白血病病人血型抗原减弱后

,

引起了人 们的重视
,

对 白血病病人出现血型变异的病

例时有报道
.

我们发现一例急性非淋巴细胞白血病病

人血型发生变异现象
,

报告如下
:

邓某 女
,

35 岁
,

四川籍
,

工人
,

1 9 8 8 年 12 月因劳

累后周身酸痛
,

乏力
,

面部浮肿
,

食欲不振
,

贫血等给予

一般对症治疗
,

至 1 9 8 9 年 3 月症状加重并伴有发热住

某地 区医院经抗感染及输 O 型血 2 次共 6 00 m l( 检查

血型为 O 型 )
,

无不 良反应
,

因疗效不佳于 1 9 8 9 年 4 月

15 日经我院检查诊断为急性非淋巴细胞白血病 M
:

型

收住血液内科治疗
,

血红蛋白 5 8 9 L/
.

红细胞 2 x 1012 /

L
,

白细胞 1 4
.

7 又 1 0
,

/ L
,

骨髓检查
:

原粒 0
.

17 5
,

早幼粒

0
.

17 5 中幼粒 0
.

1 25
,

粒系增生明显活跃
,

原粒可见

A ue
r
氏小体

,

血型检查为 O 型
,

交叉配血试验阴性
,

入

院当 日输 O 型全血 3 00 m !
,

无不 良反 应
,

4 月 21 日用 9

型献血员再次做交叉 配血时发 现次端呈混合外观现

象
,

复查病人血型
,

病人红细胞与抗
一

A
、

抗
一

B
、

抗
一

A十 B

不凝集而病人血清则与 B 型红细胞发生凝集
,

由于病

人急需输血
,

放先输 O 型红细胞 1 5 o m l
,

为进一步确证

病人血型
,

吸收释放试验证实病人红细胞可吸收抗
一

A

并释放出抗 A 抗体
。

抗人球蛋白试验阴性
,

与 A 型献

血员交叉配血不凝集
,

即改输 A 型血液
,

在治疗过程中

又先后输 A 型全血 17 次 ( 5 7 00 m l )
,

血小板悬液 4 次

(3 2 单位 )
,

均无不 良反应
。

讨论

( 1) 血型变异亦有作者称为血型抗原减弱
,

多发生

于白血病及肿瘤病人
,

发生原因一般认为由于 白血病

病人红系统增生受抑
,

红细胞发育不成熟
,

其胞膜上的

抗原位点减少或红细胞呈病理性增生
,

抗原减弱所致
。

而其血清中抗体尚属正常
,

本例病人我们观察到其血

清中的抗
一

B 抗体变化不大
,

故给病人鉴定血型时同时

做反定型实属必要
。
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