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烟雾吸入伤家兔血中性粒细胞游离钙的变化及粉防己碱

的作用

张 敏 黎 鳌 杨宗诚 黄车粼纷 (第三军医大学西南医院 烧伤研究所 ) 6 3。。 38

组 要 本文探讨了血中性粒细胞 ( P M N ) 游离钙水平 〔 C a Z十〕*的变化 与烟雾 吸入性损 伤

的关系
,

同时还观察了钙拮抗剂粉防己碱对游离钙水平的影响与减轻吸入伤作用的关系
。

发现致伤

后
,

血P M N 数 目有` 短暂下降后持续升高
,

支气管肺泡灌洗液中P M N数目却明显增加 , 血 P M N

〔C a Z十〕 i水平也明显增加
。

粉防己碱可以减 少肺 内P M N 数 目
,

降低 血 P M N 〔C a Z 令 〕 i水平
,

并

月
.

减轻吸入性损伤
。

提示 P M N 的活化与吸入伤的病理生理改变密切相关
,

粉防己碱可能是通过

降低 P M N 〔 C a “ 卡 〕 ;水平
,

调节 P M N功能
,

发挥其治疗作用
。

关健词 灼伤
,

吸入性 , 嗜中性白细胞多 钙 , 粉防己碱 , 兔

吸入性损伤无论 在 战 时和平时都较常

见
,

其伤情复杂
,

死亡率高
。

动物实验和临

床研究表明
,

吸入性损伤的主要死亡原因是

肺水肿导致的呼吸功能衰竭
;
而血 中中性粒

细胞 ( P M N ) 的肺部聚集
、

激活及释放各种炎

症介质
、

蛋白水解酶等 则可能与此种肺水肿

的形成有关 ( ` )。 C a “ +

是 P M N刺激分泌隅联

中不可缺少的物质
,

一些影响钙代谢的药物

都有可能调控 P M N 的功能
,

从而可减轻炎

症反应和防止肺水肿的发生
,

有助于吸入伤

的治疗
。

本研究的目的除进 一步 探讨 P M N

〔C a Z十〕 ,
的 变化与吸入伤 的关系

,

同时也探

讨了粉防己碱 ( T e t r a n d r i n e ,
T e t ) 的作用

机制和应用前景
,

试图为吸入伤的治疗提供

一可能的新途径
。

1 材 料 与 方 法

动物分组及致伤
:

健康雄怪家兔 30 只
,

体重 2
. 。

一 2
.

s k g
,

随机分成正常对照组
、

致伤对照组和治疗

组
.

动物致伤采用本所的家兔烟雾吸入伤模型
。

分

别在伤前以及伤后 2
、

6
、
2 2

、
2峨

、
4 5

、
7 2 h和 , d取 耳

.
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动 脉血
,

行白细胞计数及分类 , 分离 P M N
,

测定其

〔C a Z 十

〕 ;水平
。

伤后 24 L
,

活杀一批动物
,

取气管

及肺组织
,

测定支气管肺泡灌洗液 (B 人 L F )中白细

胞计数及分类
,

同时行病理检查
。

治疗组动物在致

伤一o m i n 后
,

从耳缘静脉缓推 T e t ( 7
.

s m g / k g )
,

此后
,

每 12 h 一次
,

共 3次
。

致伤对照组给予 5% 葡

萄搪氯化钠 ( 2 m l/ k g )
。

正常对照组动物
,

除不

致伤
,

不给药外
,

其余步骤同致伤动物
。

主要药品试剂及仪器
:

粉防己碱 (粉剂
,

浙江

金华制药厂
`

)
,

F u r a 一
2 及 F u r a 一 2 / A M (中国医

学科学院药物研究所 )
,

P e r c ol l细胞分离液 `P er
-

c ol l液
,

华美生物工程公司进口分装 )
,

其 余 试 剂

均为分析纯级
。

F
一
3 01 。荧光分光光度 计 ( H I T A

-

C H I )
,

超纯水器 (关国 M i l l i P o r e )
。

测定指标及方法
: ( 1 )血白细胞计数及分类

:

常规方法
。

( 2 ) B A L F中白细胞计 数及分类
:
用

4 O m l生理盐水
,

分 3~ 刁次灌洗左肺
,

收集全部灌洗

液
,

行白 细胞计数及分类
。

( 8 ) P M N〔 C a “ ’
〕:水平的

测定 ( 2 ) 〔“ 、 取不同时相点全血
,

用 P e r c ol l液分离得

P M N (比例 > 9 0%
,

活力 ) 。 5% ) , 用无钙 T y r o d e缓

冲液冲洗两次
,

调整细 胞数目至 5 x l 。 “个 / m b 取 2

m l细胞悬液
,

加入 F ur
a 一

2 / A M 和牛血清白蛋白
,

使终浓度分别为 2
,

5林m ol / L和。 .

1% ( W / V )
,
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缓 摇 温孵 3om i。 , 1 o o o r p m x 2 0 1 ,

沉淀 用无 钙

T y or d 。缓冲液冲洗一次
,

重 :;8 在 2 m l该缓冲液中
,

3了℃温孵 10 m in 后即行测定
。

测定条件
:

先将 发射

光波长固定在 s o on m
,

激发光光栅和发 射光光栅均

为 1 o n m
,

扫描激发光光谱
,

若最大吸收峰在 3 : on m ,

说明 F ur a 一 2 /人M已进入细胞 ; 固定激发光波长为

34 。。 m
,

测定无 C a 里 ` 、
l m m ol / L C扩

`

时的荧光强度

加入 T ir t o n X
一

1。。 (0
.

1%
, 2。闪)破坏细胞膜

,

测定最

大芡光强度 ( F m a x)
,

再加入 9坦 m ol / L E DT A
一

N a :

(用T : 1 5调 p H > 8
.

”
.

络合全部C护
`

以测定最小荧

光强度 ( F m i n) 另设空自对照管测定白身荧光强

度
。

_

计算内钙浓度仍洽用 q u 合 n 一

2 的 计 算 公 式
,

〔C a Z辛〕 ; = k d ( F 一 F m i n ) / ( F m a x 一

F )
,

k d =

22 魂
n m ol / I

J .

( 4 ) 气管 及 肺组 织病理检查
:

光

镜常规
。

统计分析
,

实验数据用微机进行方差分析
,

结

果用均数士标准差 (又士 )S 表示
.

2 给 果

血白细胞数目及分类的动态变化
:

表 1 示致伤

表 1 烟雾吸 入仿家 兔血 白细胞计数的动态 变化及 T et 对其的影响 ( 个 / m l)

时间
对照组 (九 二 6) 治疗组 (n 二 6 )

W B C P M N W B C P M N

0 9
。
2 6士 1

。
0 1 x 10 6

2 h 6
。
4 4士 1

。
1吕x 1 0 .少.

6h l
,
0 2士 0

,
2 1 x l心 7

12五 1
。

70士0
.

0 8 x 1 O7少.

2通五 1
,
冲3士O

。
2 1 x 10 7 * 空

4吕h 1
.

32士 0
。
2 2 x 1 0 ,二

72h l
`

1 1士 0
,
1 9 x 1 0 ?

7d 。
,
i 凌士 0

.

8 2 x 1 0 。

5
.
2 4土 0

.

5 1 义 1公.

4
。
4 0士 0

。
6 8 x 10 .

7
.

9 7士1
,

44 火 1 0 . * .

1
。

34士 0
.

08 x 10 7 . *

1
.

0 1士0
.
1名 \ 10了二

8
.

5 1士 0
一

好6 又 1 0二健

7
.

5 2士 1
.

3 0 又 1 0二 *

4
。

9 5士O
。

73 x 10 .

8
.

58士i
。
2 6 x l o .

6
。

公2士 1
.

1 6 x 1 0 .

9
.

2 3士 1
.
1 3 x z 0 .

1
。

16士 0
,

15 x 1 0 7二么公

1
。
0 6士0

。

1 5 x 1 0 7△八

1
.

04士0
。

1 8 x 10 ,

8
。

1 5士0
.

7 3 火 10 . 八

6
。

名7士 0
。

69 x 1 0二八么

4
.

4 9士 0
。

71 火 1 0 .

4
。
3 1士 0

.

7 0 x
.

l o .

6
,

9 5士0
。
吕6 x 10 . 全少

9 ; 0 4士1
,
1 1 x 1 0二甲吞`

8
,

0 3士1
。
5 5 x 1 0 .竺它

7
,
4 0士 1

.
5含洲 1。`竺全

5
。
4 5士O

。

74 x 1.0 线

4
.

10土0
0

2 5 火 10 . 八

. 与伤前值比较 ( 。 时相 )
, , P < 。 . 。`

,

少
* p < .0 01

“
与对照组比较

, 吞 P < .0 05
, △ 入 P < 。 。

01

对照组家兔在烟雾吸入底 白细胞数自有一短暂 下

降 ( Z h)
,

此后明显升高
,

持续7 2 h后逐渐 回复至

正常水平 , 治疗组白细胞数目在 伤 后 2 五也有一下

降期
,

但在以后的上升期中增加水平低于致伤对照

组
。

B A L F中白细胞数目的变化 , 表 2示致伤对照

表 2 伤后匆五支气管肺泡灌洗液中W B C计数的变化 (个 /m l)

正常对照组

朴 = 6

致伤对照组 治疗组

扎 = 6

,

WB C

P M N

2
.
0 7士。 ` 3 5 x 10肠

7
,

59士2
。

67 x 1 0合

组
。
0 3士1

.
4 0 又 10 . ,

名
.

96士 3
一

40 火 10心柱

2
。

8 9土。 。

8 5 x l o .

4
.

4 2土 2
。

2 9 x l公 4丝八八

与正常对照组比较

与致伤对照组比较

全 P ( 0
。

0 5
,

生少 P ( 0
。
0 1

“ P ( 0
。
0 1

组伤后 24 五
,

B人 L F中白细胞总数明显 增加
,

中性

粒细胞比例也明显增加 , 治疗组白细胞总数及中性

粒细胞比例增加均低于致伤对照组
。

尸M N 〔C衅
` 〕 ;水平的动态变化

:

致伤对 照组

家兔在吸人烟雾后
,

血 P M N 〔C护
’

〕、水平明显 升

高
,

6 五达到高峰
,

72 h接近正常水平
,

给药组 P M N

〔C a “ 十 〕:水平虽有所增加
,

但低于 致伤对 照 组
,

并且`比已回复至正常水平 (见表 3 )
.



表 3 吸 入 伤家兔血 PM N胞装游离钙的动 态变化 及 1
’

e t对其的 影响 n( ; 1 110 / L )

时 间

0

2 h

6 1-

2 4 11

1s h

丁2 1
1

了 d

对 照 组

雌 = 5

1 8 3
。

8士 2 2
.

3

2 1 8
.

0士 89
.

0

1 1 2
.

6士 2 1 6
。

0 *

3 5 6
。

8士 1 0 1
。
7 *

2 9 2
.

0士7 8
.

7 .

23 1
.

9士 9 7
.

1

忿了8
.

9土 03
.

0

治 疗 组

此 二 5

19 5
.

0士3 2
.

0

1 9 9
.

0士7 2
.

0

3 1 5
。
o 士 13 2

.

9

3 0 0
.

,士5 3
.

0 .

1 7 9
.

。士 9一 2

卫 ! 。
.

2士 1 1 2
.

9

l丁6
.

3士5 3
.

3

.
与伤前值比较

。 . 尸 ( 。 .

05

气管及肺组织病理改变
:
光镜下

,

见致伤对照

组伤后 2 4 h的气管及肺呈现不同 程度的充血
、

出血
、

水肿和 P M N浸 润 ( 见图 1 ) ; 冶序组的病变相似
,

但 程度较轻 ( 见图 2 )
。

、 B

图 1 烟 雾吸 入伤家兔气管病理改 变及 粉防 己碱对其的彩响

A
.

伤后 24 h
,

可 见气管 上皮局灶性坏死及脱 落
,

B
.

绪 子T e t治厅后
,

上皮坏死及脱落
,

中性 粒 细

枯膜下水钟
, 「}“ 性粒细胞浸润和管刀曰勺大星渗 饱浸巾J和渗出等病变明显减轻

。

H E x
lo o

出物
。

H E 又 2 0 0

图 2 烟 雾吸 入 仿 兔肺组 织 病理 改 变 及 粉防 己碱对 玲的 影响

ù
A

.

伤后 2 4 h
,

可见明显的肺 旭内 水肿 和 大量 中性 B

位细胞浸润
。

H E ,
、

2 00

)月 {
’
e t {

`

了

显减径
。

肺 水钟及由
r

注拉细饱浸润明

H E 4 0 0



3 讨 论

本实验发现
,
致伤对照组家兔在烟雾吸

入后
,

血中白细胞数 目先 ;有一暂时性降低
,

此

后 3 夭内维持较高水平 , 24 五活 杀的动物
,

见 B A L F中白细胞数目及中性粒细胞比例明

显增加
,

病理检查示气管及肺组织充血
、

出

血
、

水肿和大量中性粒细胞浸润
。

提示烟雾

吸入后可使大量中性粒艺细胞在肺部滞留
,

导

致了血中白细胞数目的暂时下降
,

而滞留在

肺部的大量中性粒细胞的活化
,

正如其他学

者所指出的那样
,

可能参与了吸入伤肺部损

害的发生和发展过程
.

( ` )
。

中性粒细胞可以与多种配体反应
,

导致

其活化
,

发生趋化
、

粘附
、

聚集及吞噬等反

应 《 ` 》 ,

而胞浆内游离钙在中 性 粒 细胞的活

化过程中却发挥着第二 信 使 的作用 ( 5 )
。

本

实验发现
,

家兔在 致 伤 后 Z h
,

〔C a “ `

〕
:

已

开始上升
,

6 h达高峰
,

伤后 3 d 已 接 近伤

前水平
,

提示中性粒细胞在致伤后呈活化状

态
。

导致吸入伤动物 P M N内 钙 水 平增加的

原因
,

一方面可能是 P M N受到有效 刺激 (如

吞噬活动
,

炎症介质刺激等 )
,

使细胞膜上

钙通道开放
,

大量细胞外钙进入细胞或者内

质网贮钙释放入胞浆 , 另一方面可能是缺氧

引起的能量代谢障碍
,

钙转运失调 引起内钙

增加
。

细胞内
.

钙增加的结果是启动细胞内的

一系列 生理生化反应
,

导致 肺 的 进 一步损

害
。

T et 是从防己科植物粉防己根中 提取的

有效成分 《 “ )
。

本实验 证明
,

T et 使 B A L F中

白细胞数目明显减少 ; 减轻气管和肺组织的

炎症与水肿改 变
。

同时
,

T e t 也 抑制血 中性

粒细胞 〔C a “ `

〕冰 平 的升高 (表 3 )
。

洪氏

等《 ? 》的研究证明
,

T e t可以抑制 白三烯 B
; 、

血小板活性因子
、

A
: 。 , : ,

等 引 起 的中性粒

细胞内钙水平增加
,

提示 T时有 抑制中性粒

细胞活化的作用
,

这可 能是 T et 减轻吸入性

损伤的作用机理之 一
。
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o f n e u 甘 o P h i l s a f t e r s m o k e i n h a l a t i o n i n ju r y

Y a n g Z o n g e h e n g
, e t a

l ( l毛e s e a r e h I n s t i t u t e 0 1 B u r n
,

S o u t h w e s t H o s P i t a l

Th ir d M i l i t
a r y M

e d i c a
l C o l l

e g e C 卜, o n g q in g
.

6 30 0 3 8 )

A b s t r a e t
护

Th e e h a n g e s o f e y t o s o l i e f r e e e a
l
e i u m i n t h e p e r ip h e r a l 力 e u t r o -

p h i l
s a f t e r t h

e r a bb i t s w e r e e x p o s e d t o s m o k e i n h a l a t i o n w e r e o b s e r v e d a n d t h e

p t h e r a p e u t i e e f f e e t s o f t e t r a n d r i n e
一

a e a l e i u m a n t a g o n i s t一
o n t h e l e v e l o f f r e e

e a l e i u m a n d o n t h e i n j u r y a l s o s t u d i e d
。

I t w a s f o u n d t h a t t h e n u m b e r o f

t r o p h i l s i n e r e a s e d s i g n i f i e a n t ly i n t h e p e r i p h e r a l b l o o d a f t e r a t r a n s i e n t d r o p

a n d i t a l s o i n e r e a s e d i n t } l e b r o n e
h

o a l v e o l a r l a v a g e f l it i d
.

T h e l o v e l o f f r o e

e a l e i u m i n t h e n e u t r o P h i l s 从 z e r e i n e r e a s e d a t t h e s a rn e t i m e .

T e t r a n d r i n o e o u l d r e d u e e t h e n u m b e r o f n e u t r o p h i l s i” t h e l u o g s ,
t h o e a l

-

e i u m l e v e l 10 t h e n e u t r o P h i l s , a n d t h e s e v e r i t y o f i n h a l a t i o n i n j u r y
.

r

r h e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t t h e r e 15 a e l o s e r e l a t i o n s h i p b o t w e e们 t h e a e t i
v a -

t i o n o f n e u t r o P h i l
s a n d t h e p a t h o P h y s i o l o g i e a l m a n i f e s t a t i o n s o f s m o k e i n h a l a -

t i o n i n j u r y , a n d t e t r a n d r i n e e a o e x e r t e e r t a i n t h o r a p e u t i c e f f e e t s o n s m o k e

i n h a l a t i o , 1 i o ju r y t h r o u g h r e d u e i n g t h e l e v e l o f e y t o s o l i C f r e e e a l。 i u m i n t h e

n e u t r o P h l i s t o ln o d u l a t e t h e i r
·

f u n e t i o n s

K e y w o r d s b u r n s ,
i n h a

l
a t i o n ; n e u t r o p h i l s ; e a l e i u n l ; t e t r a n d r i n e ; r a b b i t s

学员检查吞噬细胞吞噬}作用实验的改进

艾亿龄 占春宙 何风田 (第三军医大学训练部 微生物学教研室 ) 6 3 0 0 3 8

吞噬细胞 (主要包括血液中的嗜中性粒细胞
,

大单核细胞和组织中的巨噬细胞 ) 吞噬
.

作用的检查

是非抗原特异性免疫实验中主要的内容`之一
,

也是

微生物学教学 卜扣学生需要操作的实验
。

以往是由学

生扎自已的手指尖后挤出血液从而获得嗜中性粒细

胞
,

常因扎血技术不熟练而得到的血沼之较少或取不

到血液
,

难以获得足够的嗜中性粒细脆弓
,

所以大多

数学生做不出阳性结果
。

针对这一情况
,

经摸索
,

改用医院检验科做试验后的废血代替睡1指尖取血
,

从而获得丰富的具有活性的嗜中性位全时抱
,

并可减

少学生扎手指的痛苦
,

简化操作程序
,

既省时又省

器材
,

” % 以上的学生都可得到阳性结果
。

现将方

法介绍如下
:

1
.

1 肝素抗凝血 (收集医院检验科做 试 验剩下的

废血 ) l o 0O r p m离心 8 m in
,

使血浆 与血球分离 ,

1
.

2 菌液
:

葡萄球菌菌液 50 亿 / m l
,

加 热 100 ℃ 15

m in
,

冷却放 4 ~ 8 ℃冰箱内备用
:

1
.

3 小试管
、

毛细滴管
、

乳头
、

载玻片等 ;

1
.

4 甲醇
、

快速染色液
。

2 方 法

l 材 料

用毛细滴管取肝素抗凝皿的朋
`

浆与红细胞交界

处的白细胞层液
,

放于一小试柱
一

内
,

一

砰动 l]入 1 / 1 0量

的葡萄球菌菌液
,

摇匀
,

放 37 ℃ 水 浴 孵 育场~ 20

m in 后
,

摇匀
,

用毛细滴管取一小滴放载 玻片上
,

制成血薄膜涂片
,

自然十后
,

加两 滴甲醇固定
,

用

快速染色液染色
,

十后
,

油镜检查
。

.
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