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旁路活化补体降低 PMN吞杀绿脓杆菌力的实验研究

汪正清 周善章 (第三军医大学训练部微生物学教研室) 6 3。。 38

提 要
,

为证明论题
,

本文做了 3 项实验
:

l( )人血 PM N 培养单层加上酵母多糖活化人血清

( Z A H s)
.

PM N 的超氧离子 (仪 )
、

特殊颗粒 ( SG ) 与胞内杀菌力 ( IC B A ) 明显平行下降
,

于 6 卜最

低
, 。

.

05 m l 的作用最强
.

( 2) 经小鼠尾静脉注射 。
.

5ml Z A H S/ 鼠
,
6 h 后活杀

。

肺和血内 PM N 的上

述指标均明显降低 ,肺内病变明显
:

急性间质炎
,

灶性水肿出血和 萎陷
,

肺血屏障亚微结构损伤
。

( 3) 经抗人 C
, 、

C
S

血清 (A H C
, ,

:

)S 体外中和的 Z A H S
,

在体 内外实验中均失去其有害作用
。

提示
:

Z A H S 的有害作用与 C
, 、

C
:

碎片有关
,

在剂量适中且吞菌前作用时间较长的条件下方显极妙
。

有害

作用的可能机制
:

杀菌且能致炎的 仪 与 s G 大多已于吞菌前排放在胞外
,

所以 P M N 的 CI B A 下

降 ,累积于组织内的则损害 PM N 自身及其邻近的肺血屏障
。

这便于 M O F 与感染发生
。

关键词 酵母多糖
,
补体成分

;

超氧离子 ;免疫血清
;
杀菌力

一般重视补体调理病菌
、

促进 PM N 胞内

杀菌的防卫功能
。

但有时它也起促退作用
,

如

在严重烧伤
` , ’ ` , ’

和一些外科重症
` 3 ’ :

早期血内

C
:

下降而过 敏毒素增多
;
稍后

,

血 内 P M N 数

目
、

氧耗和吞 杀病 菌的能力也降低
; M O F 生

化指标上升
; 周后血培养阳性

。

又如重度呼吸

道烧伤犬
` 4) ,

左心血内过敏毒素于伤后 l h 超

过正常
,

4 h 到高峰
,

同时出现急性 间质肺炎
;

6 h 肺 内菌量增多
` 5 , 。

上述现象的内在因果联

系
、

发生条件与机制未见报道
。

本文用体外实

验证明论题并找出 Z A H S 的极效剂量与作用

时间
。

然后在小 鼠体内验证上述结果并观察肺

内病变
。

最后用 A H C
3

.

S S 做中和阻断试验反

证
。

材料与方法

1
.

1 指标观测技术

1
.

2
.

1 IC BA ( I n t r a e e l l u l a r

aB
e t e r ie id a

] A e t i v i t y ) ( ` ) :

绿脓杆菌 ( P A ) 1 0 3 株肉汤培养
,

用 P B S 洗净后调浓

度至 l o
.
f, A /m l ( O D

o Z,

= 0
.

2 5 )
。

每个 P M N 单层培养

小室 ( Z x i o
`
PM N /m l )加 P A o

.

Zm l
,
3 7 ℃ x 1 5m i n

,

用

叮吮橙和龙胆紫复染
,

荧光镜下观测 10 。 个 PM N 内

的死 /活菌比值 (活菌为绿色
,

死菌为亮红色 )
。

1
.

1
.

2 0 飞( s u p e r o x i d ) ` , ’ :

每个 P M N 培养小室加入

0
.

i m l N B T ( 0
.

5%
,

D M F 助溶 )
,
Zm in 后加 0

.

l m l死

P A
,

37 ℃ x 20 m in (避光 )
,

甲醇固定后在显微分光光

度计镜 ( L e t i z
一

M P V
一
3 型 ) 扫 5 0 个 PM N 的 O D黑

二

(物镜 6 3 x
,

扫描栏 0
.

0 5
,

电流 SA
,

电压 9 5 o V
,

测定

闭值 L o w
一

,
7

,

m
e a n = 2 0 )

。

1
.

1
.

3 SG ( S p e e if ic G r a n u l e )
` , ’ :

培养小室内 PM N

用叮 吮橙 活染
,

置荧光镜下数 10 。 个 PM N 内的 SG

总数 ( 以》 葡萄球菌大小的橙红色颗粒计数统计 )
。

1
.

1
.

4 常规病检
:

活杀小鼠
,

右肺定点采样
,

做光镜

和 电镜检查
。

1
.

2 人 P M N 单层体外实验

1
.

2
.

1 Z A H s 极效剂量与作用时间的选择
:

按文献

方法分离健康人 PM N ` , ’

并建立单 层培养
` ’的 ,

制备

Z A H S
`” ’ 。

以 Z A H S 的 6种剂量 ( 0
.

0 0 0
,
0

.

0 0 6
,
0

.

0 1
,

0
.

0 5
,
0

.

0 9
,

0
.

1 2m l )与 8 个作用时间 ( l
,
2

,

3
,
4

,
5

,
6

,

7
,
s h) 交叉组成 40 个实验点和 8 个对照 点

,

每个点

上分别观测 3 种指标
,

每种重复测 9 次求平均
。

把对

照 点的原始均值当作 1 0 0%
,

将各实验点的原始均值

换算成归一化的百分数
,

据此绘制 cI B A
、

O王和 S G 的

三维动态示意图
`川

。

根据各图上的测值最低点找出

了 Z A H S 的极效剂量与作用时间
,

所幸 3 张图上都在

0
.

o s m l Z A H S x 6 h 附近
。

1
.

2
.

2 分组实验
:

实验
、

阻断和对照组各 30 例 (不同

人 P M N )
。

实验组每室加 0
.

o sm l Z A H S
,

6 h 看结果
;

阻断组 所加 Z A H S 须先 在试 管 内中和 (等体 积

A H C
: .

。 S
,
3 7℃ 火 一s m i n

,
2 0 o o o r p m 又 4 o m i n ) 用量为
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。
.

lm l
,

时间也是 6 卜 .
对照组不加 Z A H S

,

其余同上
。

1
.

3 小 鼠体内实验

经尾静脉分别给 6 组 B A L B /C 小鼠 ( 20 9 )注射

不同量 Z A H S
,

每组为 10 只
,
6 h 后活杀

.

采全血和肺

组织洗出的细胞悬液
,

分别用直接贴片法分离 PM N

并制备培养小室
.

按体外试验方法找出鼠体内 Z A H S

的 6 h 极效剂量为 。
.

5m l
.

分组实验也分 3 组
,

每组 20

只
。

实验组给 Z A H S 0
.

5m l/ 鼠
,

阻断组给已中和的

Z A H S 1
.

om l
,
6 h 观测肺

、

血 P M N 指标和肺内病变
。

1
.

4 统计分析

为缩小各批试验的误差和便于做各指标 (3 种 )

动态之间的比较
,

原始数据都换算成归一百分数
。

做

cI B A 与 。王S/ G 相关分析
。

原始数据还做了方差分析

和 t 检验
。

2 结果

2
,

1 Z A H S 用 重与作用 时间对体外 P M N 的

影响

2
.

1
.

1 IC B A 所受影响见图 A (归
一

化的百分数 )所示

的结果
:

小剂量 ( 0
.

。 。 6m l )6 h 后 IC B A 才低于正常
.

中剂量 (0
.

01 ~ 。
.

05 m l) 的指标先轻度上升
,

然后下

降
, 。

.

05 m l z A H s 的影响最典型
:

动态曲线呈
“
S ”

形
,

全图的最低点在 6 h 处
,

之后略有回升
。

大剂量 ( 。
.

0 9

~ 。
.

1 2m l) 测值开始就下降
,
6 h 以后下降反而不如

0
.

o s m l的深
.

2
.

1
.

2 0 玉所受影响的规式近似 CI B A
,

但不尽相同

(图 B )
:

下降面显然浅些
,

最低点回升较快
.

2
.

1
.

3 s G 的动态特点 (图 c )
:

只 降无升
,

下降面特

深
,

大剂量域内也出现 cI B A 动态那样的反常现象
,

而且出现的早并显著
.

3 项指标测值之 间也相关显
l

著
。

IC B A 与 S G 之间较与 O 玉间显著一些
。

2
.

2 休内外分组实验结果 (见附表 )

附表 物种
、

体内外环境和抗补体血清对 Z A H S 的影响

组 别

实验组△

PM N 来源
减 S G %

阻断组
’

人血源

鼠血源

鼠肺源

人血源

鼠血源

鼠肺源

人血源

鼠血源

鼠肺源

( 3 0 )

O王( O D魂耗二 )

2 0
.

9 0士 4
.

0 6 3 7
.

0 0士 3
.

0 8

( 2 0 ) 2 1
.

5 2士 4
.

0 0 4 5
.

4 0士 9
.

5 9

( 2 0 ) 3 0
.

2 7士 5
.

8 4 4 7
.

2 5士 7
.

13

( 3 0 ) 3 2
.

1 4士 5
.

7 9 5 7 1
.

0 0 士 3 6
.

3 8

( 2 0 ) 3 2
.

8 8士 4
.

9 2 4 6 1
.

5 0士 4 7
.

8 7

( 2 0 ) 4 5
.

8 3士 6
.

4 8 4 3 2
.

0 0士 34
.

6 1

对照组 ( 3 0 ) 3 5
.

9 4士 2
.

5 0 7 7 1
.

0 0士 64
.

2 3

( 2 0 ) 3 6
.

5 3士 5 2 9 6 5 3
.

6 0士 63
.

0 2

( 2 0 ) 5 0
.

9 6士 14
.

7 6 6 1 5
.

0 0 士 45
.

0 1

cI B A %

1 9
.

1 8士 1
.

2 7

1 8
.

9 4士 2
.

2 9

2 1
.

6 9士 3
.

9 7

6 3
.

5 0士 5
.

0 3

58 8 2士 6
.

0 3

6 0
.

1 3士 3
.

0 9

7 6
,

1 9士 8
.

0 7

6 9
.

1 0 士 4
.

2 6

7 1
.

3 3士 3
.

5 8

卜△
, . :

见材抖与方法

不同来源的 PM N 3 种指标测值
,

经纵横比较后

表明
: ( l) 实验组

:

尽管 P M N 的来源不同
,

但是它们的

cI B A 测值彼此接近
,

都明显低于对照组
。

提示在体内

外
、

肺组织和外周血的环境中
,

极效量的 Z A H S 同样

在起不良作用
。

O玉与 SG 测值的分布与上述相似
,

但 3

种指标测值的下降水平有高低之分
,

GS 平均下降

9 4%
,

I C B A 为 7 4环
,

O玉为 5 1%
.

这提示 IC B A 的下降

与 S G 下降的关系较 O 王更密切 (图 D )
。

(2 )阻断组的

测值分布也较接近
,

而且都高于实验组 的相应水平

(尸 < 。
.

0 5 )
,

SG 最显著
,

CI B A 次之
,

但 3 项指标仍然

低于对照组相应水平
。

这提示 A H C 3
,

5 5 是起了中和阻

断作用
,

但尚不完全
,

GS 回升到正常对照的 “ %
,

IC
-

B A 回升 56 %
,

O玉回升 30 %
。
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(又 + 2 5)
P` 0 0 5

又一 2 s)
P(0

.

0 5

(万 + 2 s)
P` 0 0 5

又一 2 s)
P` 0

.

0 5

了 CB A` 0 5%

介睽
气1】二 I J

一
(又一 4 5

)
I P h七 0 0 0 5

一 (了一 11 5)
P` 0

.

0 0 0 1

一 2 5)

.
: r=0名0 7 ] 6 6

S G毛 50 %

(0 ( P
,

〕 ) ) 1)

私 二4D
气仓

ǎ攀à叱山口工

Z A H S

( m l )

0
.

0 0 6

`
二 0

.

8 7 4 2 6 6

(P < 0 0 00 1 )
n Z二 40

一
0 1 0 5

( 义一 8 5 )
P 灯 0 0 0 0 1

而乳粤委石 ( . ) 5 6 ( 二 )

图 A ( IC B A )
、

B ( O 玉) 和 C ( S G ) 动态及 D ( xC BA 与 O乏和 s G )相关示意图

实验组的小鼠肺部病变
:

光镜
:

小血管内 PM N 聚

集
,

肺间质内 P M N 浸润
.

不同部位出现不等程度的肺

水肿和萎陷
,

部分有片状出血并浸入小支气管中
。

电

镜
:

PM N 内 SG 数 目减少而且密度降低
,
毛细血管基

底膜宽松
; I 型肺泡上皮细胞变性

,

板层体减少
。

阻断

组的鼠肺病变较轻
.

3 讨论

补体与 PM N 吞杀绿脓杆菌力下降的因

果关系与条件
:

根据一般的因果判定方法和本

文结果
,

初步认为它们之间有因果关系
。

( 1) 时

序关系
:

一次加入 Z A H S
,

Z h 后 P M N 的杀菌

力才随时间分级下降
,

形成典型的 S 形时间应

答曲线
。

尾段似有回升趋势
,

这可以解释为活

化补体已消耗殆尽而未得到补充
。

( 2) 量效共

变
:

随 Z A H S 用量 的增加
,

PM N 的胞 内杀菌

力也普遍下降
。

至于大剂量域内杀菌力的下降

反而不如中剂量域 内的下降深
,

这可用过敏毒

素脱敏现象来解释
` ’ 3) `

l4)
。

( 3) 特异消因阻断
:

A H C
3

,
5
5 能消除 Z A H S 的大部分有害作用

,

未

能完全消除的原因是 Z A l ls 中尚有与 C
3
C

S

无关的 P M N 激活物质
,

如 C
、 . ,

I g G
一

cF
,

P A F

和 L T B ;

等
,

它 们不被阻断
,

但是在本文 所论
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情况中占次要地位
。

上述因果关系成立的条件是 Z H AS 的剂

量大小和吞菌前持续作用时间的长短
,

体外实

验最能说明
。

0
.

05 m l 显极效
,

使杀菌力下降的

最低 ; 0
.

09 一 0
.

12 m l 则因脱敏现象反而较差

(图 A
,

C )
。

可见极效量不是极大量
。

至于时间
,

极效时间多在 6 h 以后 ; 杀菌力早期虽曾短时

(2 h )高于对照
,

但随即下降而且持续在低水

平
,

早期的升高只占 40 个点上测值的 5%
。

可

见适中的剂量和吞菌前的足够作用时间都很

重要
。

体外剂量应为 。
.

05 m l
,

体内为 0
.

s m l ;作

用时间为 6 h 以上
。

本文不排除常路活化补体

也有不 良作用
,

但它们不会在吞菌前得到足够

的作用时间
,

PM N 胞 内杀菌力也不会长时明

显的下降
。

就本文而言
,

旁路较重要
。

Z A H s 的有害作用机制与后果
:

按一般理

论
,

活化补体使 P M N 先放出的 O 圣和 S G 既杀

菌又致炎
。

本文结果表明
:

激活 P M N 的杀菌

力早期与 O乏同升而后又与 O王及 S G 同降 (图

A
、

B
、

C )
,

三者测值相关密切 (图 D )
,

尤其是抗

C
3 C s

血清能使三者同时回升 (附表 )
,

并且减

轻因 z A l lS 而发生的鼠肺部病变
。

实验结合理

论
,

可从正反两方面说明补体使 PM N 杀菌力

下降的机制
。

胞内 O王和 S G 于吞菌前 已排放

殆尽 ;而累积在肺组织 内的则损害 P M N 自身

及其邻近的肺血屏障
。

这些都有利于 M O F 和

感染的发生
。

参考文献

1
.

G e
l f a n

d J A
.

P r e
f
e r e n t i a l

a t iv a t io n a n d d
e p l

e t io n o
f

t h
e a

lt
e r n a t iv e e o m p l

e m 七n t p a th w a y b y b u r n in
-

j
u r y

.

A n n
S

u r g
,

1 9 8 3 ; 1 9 8
:
5 8~ 6 2

2
.

Y
a
m

a
d

a
Y

.

A n i n v it r o
m

o d e l o
f t h

e w o u n
d m i

-

e r o e n v i r o n m e n t :
L o e a

l p h
a g o e y t ie e e l l a b h o r m a

li
-

t i e s a s s o e ia t e d w i t h i n s it u e o
m p l e m e n t a e t iv a t i o n

.

J

I n f
e e t n

s ,
1 9 8 7 ; 1 5 5 ( 5 )

:
9 9 8~ 1 0 0 4

3
·

H e i d
e
m

a n
M

.

A n a p h y l
a t o x in g e n e r a t i o n in m u

l t i
-

s y s t e m
o r g a n

f
a i l

u r e
·

J T r a u m a ,
1 9 8 4 , 2 4 ( 1 2 )

:
1 0 3 8

~ 1 0 4 3

4
.

周善章
。

呼吸道烧伤犬早期的优势病原菌
。

第三军

医大学学报
,
1 9 8 0 , 4

:
4 2 ~ 4 8

5
.

周善章
。

重度呼吸道蒸汽烧伤犬左心室血浆过敏毒

素 ( A T )动态的初步观察
。

第三军 医大学学报
,

1 9 8 2 , 4 ( 4 )
:
6 6~ 7 2

6
.

P
r u z a n 吕 k i W

.

C
o m p a r a t iv e s t u d y o f p h

a g o e y t o s is

a n
d in t r a e e

l l
u
l
a r b a e t e r i e i d a

l
a e t iv it y o f h

u m a n

m o n o e y t e s a n
d p o ly m

o r P h o n u e le a r e e
l ]

s :

A p p l ie a -

t io n o
f h

u o r o e
h

r o m e a n d e x t r a e e l l u l a r q u e n e
h i n g

t e e
h

n i q u e
.

I n f l
a
m m

a t io n ,
1 9 8 8 ; 1 2 ( l )

:
8 7~ 9 7

7
.

C h i
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l m
a e r o p h a -

g e s
.

I n f
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,

1 9 8 7 ; 5 5
:
1 6 3 5一 1 6 4 0

1 1
.
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.
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h

a n e e
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5 1 6~ 5 1 8

1 2
.

S e t d e
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.
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.
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f
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Im m
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,
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(收稿
:
x 9 9 x

一
1 0

一
3 0 ;

修回
:
1 9 9 2

一
0 2

一
2 6 )
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