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内毒素对内皮细胞钙
、

钙
一

钙调蛋白复合物的影响
王 毅 朱佩芳 王正 国 (第三军医大学野战外科研究所)6 30 04 2

提 要 本实验对内毒素 (ET ) 作用前
、

后的传代内皮细胞E (C) 的钙含量和钙
一

钙调蛋白复合

物进行了定量及平定量测定
。

旨在探索T E 对E C内钙含量和钙
一

钙调蛋白复合物的影响及其在治

疗学上的意义
。

结果显示
,
E T 能促使钙

一

钙调蛋白复合物解离
;
能使 E C 内钙含量显著性增加

。

关健词 内毒素 ,内皮 ;钙
;

钙调素

内毒素 ( E T )所致的内皮细胞 ( E C )损伤

已被公认为败血症
、

感染性休克 以及 A R D S

等所产生许多症状的病理基础
。

近年来的研究

发现
,

E T 不但可 以通过 白细胞
、

血小板等多

种间接因素损伤 E C
,

而且体外实验也证实了

E T 能直接损伤 E (C
,

,

” ,

但机制尚待阐明
。

由于钙 ( C a ) 和 钙 调 蛋 白 ( e a lm o d u l i n ,

C a M )与多种细胞 生物学过程密切相关
` , , ,

故

本研究 以体外培 养的 小牛肺动脉内皮细胞

( B o r i n g P t一
lm o n a r y E n d o t h e l i a l C e ll s

,

B P E C )

为实验对象
,

试图探讨 E T 致伤 B P E C 时
,

其

C a 和钙
一

钙调蛋白复合物 ( C a 一 C a M )的变化及

其意义
。

材料与方法

1
.

1 B P E C 的少吝养及鉴定

参照我室建立的 B P E C 培养及纯化方法进行
“ ’ 。

倒置显微镜下
,

B P E C 呈典型的铺路 石相嵌单层排列

(图 1 )
,

通 因子相关抗原 S P A
一

H R P 间接免疫组化染

色 阳性
,

透射电镜下可见 w
e i b a

l
一

P
a
]
a
d 小体 (图 2 )

。

正常 B P E C 呈铺路石状结构

相差 显微镜 义 1 0 0

寺W
e ib

e
l
一
p a

l
a
d 小体

透射 电镜 X S 0 0 。

,In乙图图

根据对传代 B P E C 的形态功 能分析结果
` s ) ,

选 4一 9 代

B P E C
,

用 。
.

25 %柠檬酸胰酶消化
,

制成细胞悬液
,

调

细胞浓度为 3 又 10
3

个 / m1
,

按 l m l/ 孔接种于 16 孔塑

料培养板
,

4~ 5d 长满融合后
,

随机进行分组实验
。

1
.

2 E T 剂量的确定

即用 M
一

1 9 9 全培养液将 E T 稀释成 0
.

0 5拜g / m l
、

o一拜g /m l
、

0
.

1 5拼g /m l
、

0
.

2产g /m l 浓度
。

分别对 4 组

B P E C 进行处理
,

每组在 z
、
2

、
4

、
s 和 1 Zh 各点进行半

数死亡率统计 (即按每时相点取两孔细胞
,

倾掉其原

培养液
,

加入 。
.

4 %台盼蓝 1 滴
,

M
一
199 液 9 滴

,

置倒

置显微镜下
,

随机计 100 个细胞中的着色细胞数 )
。

以 4 h 时达半数死亡率的 E T 剂量为准
,

结果是选

0
.

1拌g / m l 为实验剂量
。

1
.

3 实验分组

1
.

3
.

1 伤前对照 ( oh )
:

用 M
一
1 9 9 全培养液

。

1
.

3
.

2 伤后组 (分 l
、
2

、

4 和 h8 等时相点 )
:

用含

0
.

1 m g / m l E T 的 M
一
1 9 9 全培养液

。

1
.

4 观 W,] 指标及测定方法

1
.

4
.

1 B P E C内 C a
的测定

参照高钮琪等
“ )

的方法略加改进
。

各组 B P E C用

吸管吸出其上清液后
,

置 37 ℃ L
a 什
溶液 (组成

m nr
o
l / L

:
N 合C I 1 2 2

,

K C I 5
.

9
,

M g 1
.

2 5
,

G l
u e o s e 1 1

,

L a
e l 3 5 5

,

T r i s 一
m

a 一e a t e 一5
,
pH 7

.

4 )温浴 l o m in
,

倾掉

L a 什
榕液

,

水浴 37 ℃ 0
.

5 卜后
,

加 30 %高氛酸 1司 消化

l h
,

再 加 0
.

s m
o l / L H

Z
N O

,
lm l 消 化 1 2 h

,

离 心

3 0 0 o r p m l o m i n ,

取上清液
,

加 l % L a
C I 溶液

,

用原子
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吸 收分光光度计 ( L I9 1 5
,

u S A )测定 C
a

溶度
,

根据公 式计算其含量
。

ca 含量 (、 /孔细胞卜

醚喂鬓侧
2又 加人酸量 (m 、 ) 又

裂纂器裂
(
ml)

果ET
I结表

O乙乃自

1
.

4
.

2 B P E C 内 C
a 一

C
a
M 的测定

取 各 点 B P E C
,

用 10
一 `

m ol / L 的 三 氟 啦 嗦

( T F P
,

D
一

H a n k
’ s
液配制

,
p H 7

.

2 5 )活染 Zo m in
,

紫外光

照射 l o m in 加强氧化后
,

用 D
一

aH kn
, s
液洗两遍后

,

立

即置荧光显微微型机镜 (Ol y m uP
s

旧 本 )下观察
,

并以

统一的光圈和 时间 ( l m in) 摄影
。

由其负片经统一光

圈
、

时间和放大倍数制成照片
,

送 M A S
一
l 图象分析系

统 (重大光电精密仪器研究所提供 )进行荧光辉度分

析
。

测量参数为辉度点计数
。

每次测量
,

计算机以每张

照 片的非细胞部分辉度值为本底
,

分别测定核
、

浆辉

度值
,

最后打印值已扣除本底
。

1
.

5 统计学处理

实验结果用均数 士标准差 (厉 土 , ) 表示
,

多组均

数间的两两 比较 用单 因素方差分 析 ( N E w M A N
-

K E U L
’
5 T E S T )

。

程序源于 S P M 系统 (第三军医大学

数学教研室提供 )
。

对 B P E C 内 C a 含童的影响 (见表 一)

E T 孵育前后 B P E C 内钙含且的变化

孵育时间 ( h ) 样本数 C 。 含量 钵 g /孔细胞 )

0
.

2 9 35士 0
.

0 0 3

0
.

8 1 9士 0
.

0 7 1 *

2
.

1 3 7士 0
.

24 2 *

注
: *

与 h0 比较 尹 < 0
.

05

2
.

2 E T 对 B P E C 内 C a 一 C a M 的影响 (见表 2 )

表 2 内毒素处理后 B P E C 的 T E P 荧光辉度值

处理时间 h( ) 样本数

计 数 点

核 胞浆

荧 光 辉 度 (牙 士 J ,
)

胞浆 核 ( 牙 ) /浆 (至 )

5 9 9 7

6 8 9 8

23 5
.

9 0 2士 1 2
.

5 5 1 .

1 29
.

2 6 5士 3 7
.

4 90 * .

1 34
.

5 9 1士 1 9
.

2 30 .

1 30
.

8 3 9士 19
.

2 3 0 * .

4 9
.

0 7 5士 2 2
.

0 17 *

9 0
.

3 56士 6
.

0 94 口 .

9 4
.

7 0 1士 1 3
.

3 7 7口 .

1 1 2
.

4 2 5士 2 8
.

8 6 2 .

1 5 1
.

6 13士 13
.

8 4 5* .

6 1
.

8 8 9士 2 4
.

4 9 3* ☆口

2
.

66 8

1
.

3 7 2* .

1
.

24 8* .

0
.

8 7 3 *

0
.

8 14 *

Oé月了八匕do曰内了飞1111匕ó吕nU户nùb下
`

注
: *

与 o h 比较 尹 < 0
.

0 5 ; 女
与 Zh 比较 尹 < 0

.

0 5 ; 口与 4 h 比较 尹 < 0
.

0 5 ; ,
与 s h 比较 尹 < 0

.

0 5

3 讨论

3
.

1 E T 对 B P E C 内 C a 的影响

细胞 内 C a 包括游离 C a ( C a “ ) 和结 合 C a

(C
a 一 c a

M )两种
。

近年来的研究发现创伤时可

以引起细胞内 C a +̀
浓度增高

` 7) ,

当细胞内 C++a

浓度持续超过 10
一
`
m ol / L

,

即可导致细胞死亡
。

通常正常细胞 内的 c a 料浓度在 10
一
`

一 10
一
8

m ol / L 之间
,

当细胞兴奋或 C a 什
通道开放时

,

细胞 内 C a “ 浓度可达 10
一
s
m ol / L ` 8) 。

以此可推

算出
,

正常细胞兴奋时胞 内的 C a “ 浓度和细胞

死亡时的 C a 杆浓度的临界值相差 10 倍
。

本实

验结果显示
,

E T 作用后 。
.

hs
,

E C 内 C a 含量

就有显著性增高
,

h1 时已高于伤前的 7 倍多
。

由于 同一培养孔的 B P E C 之间存在着细胞周

期不同步和对 E T 毒性作用的耐受性不 同等

差异
,

因此可以认为
,

有的 B P E C 内可能 已达

到或超过正常细胞内 C a 含量的 10 倍
,

如果此
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时细胞内结合钙没有相应增加
,

那么这种细胞

内 C a
的增加就等于 C a 什浓度的增加

,

也就成

了细胞死亡的原因之一
。

3
.

2 E T 对 B P E C 内 C a 一 C a M 的影响

细胞内 C a 主要是通过与 C a M 结合
,

形成

aC
一

C a M
,

使 C a M 改变其构象而被激活
,

而产

生细胞生物学效应的
。

本实验结果显示
,

随 E T

作用时间延长
,

细胞荧光逐渐减弱
,

尤以胞核

为著 (图 3一 6 )
。

计算机荧光辉度分析结果表

正常 B P E C
.

关光显徽镜 X 25 。

E T 作用后 Zh 的 B P E C

关光显徽挑 丫 25 。

E T 作用后 4 h 的 B P E C

关光显徽镜 火 25 0

E T 作用后 s h 的 B P E C

关光显微拢 火 25 0

口J̀LL
ó

图图

二d内卜U

图图

明
,

伤后 l h 核荧光即有显著性降低
,

胞浆荧光

在伤后 h4 就有显著性 降低
,

核 /浆荧光辉度比

在伤后 l h 就有显著性降低
。

由于 T F P 与 C a -

aC M 的结 合是特异性 的
,

且在紫外光照射后

不再解离川
。

故推测 E T 作用后 可能降低了

C a 料和 C a M 的亲合力
,

从而促 使 C a 一

C a M 解

离
。

本实验结果提示
:

(1 ) 细胞 内 C a 的增加

和 结合 C a ( C a 一 C a M ) 的降低
,

说 明伤后胞 内

C a 什
浓度增加

,

并成为细胞的死亡原 因之一
。

( 2) aC
一

C a M 的减少
,

使许多细胞生物学过程

中断
,

也成为细胞的死亡原 因
。

目前
,

有关 C a 什和 C a M 的研 究已经广泛

应用于神经细胞
、

骨骼肌细胞
、

巨噬细胞
、

中性

白细胞和红细胞等领域
,

在 E C 方面应用的研

究国外 尚少见
` ’ ” , ,

国内尚未见报道
。
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慢性活动性肝炎并发假性肝性脑病误诊为急性重型肝炎
1例报告
何念海 (第三军医大学西南医院传染科 ) 6 3 。。 3 8

慢性活动性 肝炎出现肝性脑病少见
.

本科近期收

治 l 例慢性活动性肝炎并发假性肝性脑病误诊为急

性重型肝炎
。

现报告于后
:

患者 女
,
,2 4岁

。

因乏力
、

纳差
、

头昏 10 天
,

意识

障碍 2天
,

皮肤黄染 1天于 1 9 9 0 年 12 月 4 日 n 时入

院
。

患者缘于入院前 1d0 出现乏力
,

纳差
,

头昏
,

入院

前 2 天发现意识障碍
,

入院前 1天经过治疗意识障碍

无缓解
,

并发现眼白皮肤可疑黄染
。

入院当 日呈浅昏

迷状
,

黄疽加深
。

既往无肝炎病史
。

急诊以
“

急性重型

肝炎
,

肝性脑病 I 度
”

收入院
。

体检
:

体温
、

脉搏
、

呼吸
、

血压正常
、

神志不清
、

呻吟
。

皮肤巩膜轻度黄染
,

注射

部位可见小块寮斑
,

无肝掌蜘蛛痣
。

肝脾肋下未扣及
,

肝浊者区无缩小
,

扑翼样震颤阴性
。

辅助检查
:

血

w 现 9
.

7 x 1 0
,

/L
,

N 0
.

6 4
,

血小板 4 8 火 1 0 ,

/ L
。

血钾

3
.

4 m m
o l / L

,

血 p H 为 7
.

5 3 6
,

P a
C O

:
4 k P a ,

H C O
3

2 5
.

7 m m
o
l /L

,

血糖 7
.

i m m
o l / L

。

P T 2 1
.

5 5 (对照

1 4 5 )
。

A L T 1 2 8 3 3
.

3 n
m

o
l

.

s 一 ’

/ L
,
T B 8 0

.

2拜m
o
l /L

,

A L B /G 为 3 2
.

3 / 3 3
.

6 9 / l
, r
球蛋 白 0

.

4 6
,

胆固醇

1
.

3m m
o l / L

,

胆 固醇醋 1 0 2 m m o
l / L

。

尿胆原阳性
`

C S F 检查大致正常
。

H B s A g 阳性
,

H eB A b 阳性
,

H B
,

e A b 阳性
,

抗 H A V
一
I g M 阳性

,

H D A g 阴性
。

E C G 提示

低钾
,

脑电图和脑 电阻图检查正常
.

入院后按急性重

型肝炎
,

肝性脑病 I 度予以输液
,

纠正电解质和酸碱

平衡紊乱及抗肝性脑病等综合支持治疗
。

入院后 5 卜

神志转清
,

后来又出现反复
。

至 12 月 7 日神志完全清

楚
。

以后症 状逐渐减轻
,

黄疽 减轻
。

A L T 2 7 6 6
.

,

n m
o
l
·

s 一 ’

/ L
,

T B 3 0 产nr o
l / L

,
P T 1 5 5 (对照 1 4 5 )

。

住院

1 d1 好转 自动出院
。

肝活检诊断为慢性活动性肝炎

(中型 )
。

讨 论

本例特点 ( l) 急性起病
,

病后劳累
,

无明确肝炎

病史
; ( 2) 消化道症状明显

;
(3 ) 病程第 8天意识改

(下转 3 8 5 页 )


