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猪钢珠弹伤后血浆及肺组织的脂质过氧化与粒细胞活性氧产

生蛋

周继红 朱佩芳 周宝桐 杨军民 周元国 邹用志 王永刚 (第三军医大学 野战外科研究所) 63。。 42

提 婆 木实验观测了猪双后肢高速钢珠弹伤后外周血多形核粒细 胞 ( P。 行 m。印 h on ul cer a

Le uk oe t ye s,

P M N s ) 活性氧产生量
、

血浆和肺组织匀浆及支气管肺泡灌洗液 ( B r o n e h o a l甲 e o -

Ia r L a v a g e F l u
i d

,

B A L F )中脂质过氧化物 ( L i p i d P e r o x i d e s ,

L P O ) 代谢产物丙二醛 (M a -

fo o y ld ia ld he y d e ,

M D A )含量的变化
。

结果提示
,

夕调 血P M N s自发和在酵母多糖刺激下产生的

活性氧均增加
,

分别在伤后 4 h
、

h8 达峰值
,

然后逐渐减少
,
血浆 M D A变化也经历了相似的过程

,

并与 P M N s 自发活性氧产生量的变化密切相关 , 肺组织匀浆和 B A L F中 M D A在伤后 2h4 时 较 正 常

的明显增加
。

文章对实验结果
,

特别是 P M N s
的功能与脂质过氧化损伤间的关系进行了讨论

。

关趁词 创伤
,

枪弹 , 嗜中性白细胞
,

游离基类 , 过氧化脂质类
;

丙二醛

创伤可通过多种途径激活外周血 P M N s ( ` ) ,

激活的 P M N s
产生和释放的活性氧可通过氧 化

不饱和脂肪酸生成 L P O而造成组织器官的损伤 ( 2 )
。

目前尚未看到关于高 速钢珠弹伤后 PM N “

活性氧 与血浆 L P O变化关系的报道
。

本实验 目的在于了解高速钢珠弹伤后 P M N s 释放活性氧

与血浆 L P O变化间的关系以 及肺组织脂质过氧化损伤的情况
。

材 料 与 方 法

1
.

1 动物 模型

体重 2 5k g ~ 4 1 k g幼猪
,

随机分成对照组 ( 通只 ) 和致伤组 ( 9 只 )
。

致伤前一天行右侧颈动脉和 肺动

脉插管
。

致伤组动物在戊巴比妥钠麻醉后用 53 式滑膛枪
、

1
.

0 39 钢珠弹致猪双大腿股 骨 骨 折 和严重软组织

伤
,

射距 Z m
,

碰击速度 1 6 4 4士 22 m /
s ,

碰击能量 1 3 9 5士 3 8 )
,

能 量 传 递 率 87
.

4 %
。

伤后静脉输注生理需水

量
。

分别在伤前
、

伤后hl
、

Z h
、

h4
、

h8 和 2h4 取动脉 血检查
。

对照组除不致伤外
,

其它均同致伤组
。

1
.

2 月市泡支气管灌洗

取右肺中叶
,

按每克肺重 5m l的总量分 3 次以含。
.

6 m m o l E D T A 的冷。 .

01 m o l p H 7
.

2的 P B s灌 洗
。

回

收B A L F
,

离心
,

留上清测 M D A 及蛋白含量
。

1
.

3 P M N s 活性氧产生量测 定

肝素抗凝全血 3m l
,

用梯度离心法分离得 P M N s后用 H a n kf s液调成 4 x l 。 ’ ”
细胞 / L的 P M N s 悬液

,

台

盼蓝查细胞活力大于 9 5%
,

纯度大于 9 3%
。

活性氧量测定参照S t o s s e l ( . )的四氮哩蓝 (N i t r o b l u e T e t r a z o -

ilu m
,

N B T ) 分光光度法稍加修改
。

刺激管加入。 .

l m l伤前血清和 。 .

2 m l 1
.

59 / L的酵母多糖
,

自发 管 以

H a n k , s液代替酵母多糖
,

各管用 H a n k ’ s液补至 0
.

6 m l
,

3 7℃水浴调理 i s m i n后分别加人 0
.

75 9 / L N B T o
.

2

m l和 P M N s 悬液 o
.

Z m l
,

摇匀
,

3 7 ℃水浴 3 o m i n

后各管加 l m l i m o l H C I终止反应
,

1 4 0 0 9离 心 i o m i n
,

生

理盐水洗涤一次后各管加二氧六环 l m l
,

85 ℃水浴 1 5m i 。
,

1 4 009 离心 10 m i。
,

取上 清以二氧六环作空白测
5 8 0 n m O D值

。

做复管
。

计算
:

N B T 还 原 量
= O D . o o x 2 5 s o x Z

0
。
8

( n m o l N B T八 o 7 P M N s )

其中
.

0
.

8为 P M N s总数 0
.

8 x l 。了 ,
2 5 8。为 I c m光径一个 O D值 l m l二氧六环中 还 原 N B T 的纳摩尔数

,

2 是

实际光径。 .

s c m 转换为 I c m光径的常数
.
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1
.

4L P O的测 定

用 Ya g i法 (` )测定血浆和 A BF L中的 L P O
,

用O h k a w a( . )法测定肺组织匀浆的 L P O
,

蛋白质测定 采 用

L o w r y法
。

1
。

5 统计

用 t检验及秩相关进行统计分析
.

数据以均值加减标准差 (又士 s ) 表示
。

2 结 果

2
.

1 P M N s活性氧产 生量

循环 P M N s伤前自发还原 N B T的量为 2 1
.

5士 2
.

3 n m ol N B T / I O 7 P M N s ,

致伤后逐渐升高
, 4 h达 峰 值

为伤前的 27 3 % ( P < 。 .

05 )
.

然后逐渐下降
,

24 h回复伤前水平
。

酵母多塘刺激下 N B T还原量伤前为 i ` 6
.

6

士 i s
.

3 n m o l N B T / 2 0 7 P M N s ,

伤后逐渐增加
,

s h达峰值 为 伤 前 的 1 73 % ( P
/

〔 o
,

0 5 )
,

然 后 逐 渐下

降
,

24 h 回复伤前水平 (图 1 )
。

2
。

2 血浆 L P O 及其与 P M N s 活性或产生量的关 系

血浆 L P O伤前为 4 4
.

9士25
.

9 n m ol M D A / g 血浆蛋白
,

伤后逐渐增加
,

h4 达峰值为 伤 前 的 1 4 7
.

7 %

(尸 < 0
.

05 )
,

然后逐渐下降
,

24 h时接近伤前水平 (图 2 )
。

血浆 L PO变化与 P M N s 自发活性氧产生量变

化间的相关系数为0
.

5 7 ( P < 0
.

01 )
,

与 P M N s刺激下活性氧产生量变化 间的相关系数为。 .

3 3 ( P ) 。 .

05 )
。

本

.i--l
,
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、

主
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图 2 血浆 L P O 的变化

图 1 P M N s 活性氧产量 变化 ( % )

1 C h a n g e s o f t h e a m o u n t o f s u p e -

r o x i d e a n i o n s o f P M N s
( % )

F 19
。
2 C h a n g e s o f L P O i n

(% )

p l a s m a
(% )

F i g C o m p a r e d w i t h b e f o r e 石n ju
r y P < 0

.

0 6

C o m P a r e d w i t h
. 协

C o m P a r e d w i t h

b e f o r e in j u
r y P < 0

,

0 5

b e f o r e in j
u r y P < 0

.

0 1

l u n g

口 五。 m o g e n at e

口 B入廿

.2 3 肺组织 匀浆和 B A L F 的 L P O

正常肺组织匀 浆L P O 为5 16 士52
n m ol M D A /

g P r ,

致 伤 2 4 h 后 为 。5 2土` s s o m o l M D A / g P r

( P ( 0
.

0 1 ) , 正常 B A L F中的 L P O 量 为 2 `。士 4 2

n m o l M D A / 9 p r ,

致伤 2 4 h后为 73 1士\4
0 8 n m o l

M D A / 9 P r ( P < 0
。

0 1 ) (图 8 )
。
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图 3

F i g
。

3

肺组 织 匀浆和 B A L F 中的 L PO

L P O i n l u n g h o m o g e n a t e a n d

B A L F

. ,
C o m孙 r e d w i t h b

o fo r e in j u r y P < 0
.

0 1

3 讨 论

3
.

1 创伤后 P M N s 的 功能

创伤可通过补体及内毒素等 途 径 激 活

PM N s ( ’ ) ,
P M N

s
细胞膜上的N A D P H氧化阵
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被活化
,

P M N s
发生呼吸爆发

,

产生并释放大量活性氧
,

它是 PM N s
防御机制中的一 部分

,

也是

导致组织损伤的重要因素之一
,

而且活性氧产生量也反映了 PM N s
的功能状况 (6)

。

本实验用

NBT分光光度法检测活性氧产生量的结果提示高速钢珠弹致伤后 P M N s活性氧产生量明显增

加
, 4h达峰值后又逐渐下降

, 2 h4 降至伤前水平
;
酵母多糖刺激 PM N :

产生活性氧的量也 经

历了类似的过程
,

但峰值在 s h
。

这一系列变化提示高速钢珠弹伤后循环 P M N s
很快被激活

,

由于P M N s
功能活性增加

,

从而增强了机体防御功能
; 同时因活性氧等释放增加

,

也增强了

自身组织的损伤作用
。

经一定时间后 P M N s
功能活性逐渐 下降

,
P M N s

储备反应力降低致 使

机体防御功能减弱
,

这可能是严重创伤后易继发严重感染的重要原 因之一
。

引起这些变化的

原因可能是严重创伤刺激了 P M N s
的代谢爆发潜力

,

使 P M N s
吞噬功能

、

活性氧产生和释放均

增强 , 但每个细胞的吞噬和呼吸爆发能力是有限的
,

经一定时间后 由于过度耗竭
、

自身氧化

损伤以及未成熟 P M N s释放入血等原因使循环 PM N s
功能活性减弱

,

产生和释放 活 性氧的能

力也下降 (“ ) ( 7 )
。

3
.

2 血浆 L P O与 P M N s

血浆中的 L P O有多种来源
,

但在创伤模型 中主要有两个
:

( 1 ) 组织源性
:
组 织 中 生

成的L P O释放转移至血
,

如缺血再灌流组织中黄嗦吟氧化酶系统 ( “ )和吞噬细胞 系统 (。 》产生的

活性氧与不饱和脂肪酸作用生成 L P O
,

再转移入血
; ( 2 ) 血源性

: 血液中具有呼吸爆发功

能的吞噬细胞 (主要是 P M N s ) 释放的活性氧与不饱和脂 肪酸作用生成 L P o(
. )

。

目前就创伤

后血浆中 L P O来源的讨论不多
,

有的文章认为血中 L P O 主要来 自组织
,

但组织和血浆中 L P O

的变 化常不一致
,

即组织中 L P O向血 中转移的速率是有 限的 ; W ar d P (A
. 》等曾 注 意到 血

浆L PO的变化可反映补体致肺损伤模型血 中 P M N s激活释放活性氧的 情况
。

本 实验结 果可

见
,

在本模型中血浆 L P O和 P M N s
自发活性氧产生量的变化过程非常相似

,

而且明显相关
,

提示在此模型 中 L P O的变化可能主要受 P M N s释放活性氧量的影响
,

并可反映创伤早期 P M N :

被激活
,

向周围组织释放活性氧而造成组织脂质过氧化损伤的变化过程
。

在本
、

实 验 中 用每

克蛋白质中M D A 的纳摩尔数计算血浆 L P O
,

有效地 减少了因创伤失血等 因素 造 成 的 血 液

浓缩和稀释的影响
。

3
.

3 肺组织 的脂质过 氧化

在严重创伤后
,

A R D S是其主要致死性并发症之一
。

资料表明
,

PM N s在肺内聚 集并释

放大量的活性氧及其它介质与 A R D S的发生发展有密切关系 ( ’ )
。

在枪伤模型中也发现肺微血

管内有大量 P M N 。
聚集和扣押

,

并推测与继发性肺损伤有关《 ` ’ )
。

本实验结果显示
,

致伤组动

物伤后 2 4h的肺组织匀浆和 B A L F中的 L P O量均较非致伤组动物明显增加
,

提示枪 伤后 肺组

织受自由基作用
,

加重了脂质过氧化损 伤
,

这可能与 P M N s激活及肺 内的聚集 和 扣押 等 有

关
。

虽然这时外周血 P M N s活性和释放的活性氧 已开始下降
,

但形态学证实
,

高速钢珠弹伤

后2 4 h时
,

肺血管内聚集扣押了大量的 P M N s ,
PM N :

处于激活脱颗粒状态 ( ’ ` ) ,

可释放 出大

量活性氧等造成组织损伤
。

另外
,

肺泡 巨噬细胞被激活释放活性氧可 能 也 是 重要 原 因 之

ee ( 12 )
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I t w a s f o u n d t h a t

t h e a m o u n t o f s u p e r o x i d e a n i o n s r e l e a s e d s p o n t a n e o u s ly a n d a f t e r t h e s t i m u l a
-

t i o n o f z y m o s a w a s i n e r e a s e d a n d r e a e h e d t h e p e a k i n t h e 4 t h a n d s t h h o u r

a f t e r i n j u r y r e s p e e t i v e
l y

, a n d t h e n r e t u r n e d t o t h e p r e i n j u r y l e v e l g r a d u a l l y
。

T il e e
h a n g e s o f p l a s m a

M D A l e v e l w a s s i m i l a r t o t h o s e o f s u p e r o x i d e a n i o n s

r e l e a s e d b y P M N s 。

M D A l e v e l o f l u n g h o m o g e n a t e a n d B A L F w a s a l s o s i g n i f i
-

e a n t l y i n e r e a s e d i n th
e 2 4 t h h

o u r p o s t i n j u r y
.

I n a d d i t i o n ,
t h e r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n P M N s f u n e t i o n a n d l i p i d p e r o x i d a t i o n i n t h e p l a s m a a n d t h e
l
u n g s w a s

d i s e u s s e d
。

K e y w o r d s w o u n d s ,
g u n s h o t , n e u t r o p h i l e ; f r e e r a d i e a l s ; l i p i d p e r o x i d e s ,

m
a l o n y ld i a ld

e h y d e


