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粒细胞 N A D P H氧化酶在犬烟雾吸入伤中的变化及意义

刘旭盛 黎 鳌 杨宗城 姜坤元 (第三军医大学西南医院 烧伤研究所 ) 6 3。。 3 8

提 要 本实验利用犬烟雾吸入伤模型
,

观察了致伤前后粒细胞 N A D P H氧化酶活性 的 变化
,

显示其伤后活性增加
,

提示粒细胞及其活性氧代谢产物参与了犬烟雾吸人性肺损伤的发生发 展
,

同时观察了血气
、

病检
、

肺含水量等指标
,

证实动物存在严重吸入性肺损伤
。

关 幼 词 嗜中性白细胞
、 N A D P H氧化酶 , 肺 /损 伤 , 烧伤

,

吸入性

近年研究表明中性粒细胞 ( P M N ) 及其产生的活性氧 自由基是 A R D S肺 泡毛 细血管膜

( A C M ) 通透性增加的重要递质 ( ’ )( 2 )
。

为探讨 P M N 及其活性氧 代 谢产物在吸入性肺损伤

中的作用
,

本实验利用犬烟雾吸入伤模型
,

观察了致伤前后 P M N 在 体外再次受刺激后细胞膜

还原型烟酞胺腺嚷吟磷酸二核昔酸 ( N A D P H )氧化酶活性的变化
,

借以观察犬烟雾吸入伤后

P M N 活性氧 代谢的变化
。

1 材 料 与 方 法
1

.

1 雄性杂种犬 20 条
,

体重 8
.

sk g ~ l在 g
,

麻醉
,

称重
,

本室自制发烟装置
,

致伤 10 m i n
.

1
.

2 观测项 目
、

时间和方法
:

1
.

2
.

1 血气分析和白细胞计数
:
于伤前和伤后 5 m in

,

30 m in
,

Z h
,

6 五
,

12 h 采取股动脉血进行
。

1
.

2
.

2 肺含水量 (干湿称重法 ) 和病理检查
:

于伤后 12 h放血活杀后进行
。

1
.

2
.

3 胸部 X线拍片于伤前和伤后 6 h
,

g h进行
。

1
.

3 粒 细 胞 N A D P H氧化酶活性测定
:

据 Ive r s o n 等 ( . )方法加以改进
,

即改以沉淀红细胞后分层 为 直 接 以

eP cr ol l将全血离心分层获取 P M N
,

改测量匀浆液中等量蛋白的酶活力为测量等量 P M N个数匀浆后的酶活

力
。

1
.

5
.

2 P M N的分离获取
:

取抗凝血5 m l~ 7 m l
,

置 P e r c o l l分层 液上
,
Z 0 0 0 r p rn

,

离心 Z o m i 。
,

收集 P M N后

以双蒸水溶解 R B C
,

再以平衡盐溶液 ( H B S S ) 洗 2次
,

调成 2
.

5 x
10

. 个 / m l
,

台盼兰查 活 力大于 95 %
。

1
.

3
.

2 酵母多糖的调理 (` ) :

取酵母多塘以 H B S S调成 10 m g/ m l
,

煮 30 m in
,

洗 1次
,

加 伤前血清。 .

l m l/ m g
,

3 7℃
,

3 0 m i n
,

再洗涤 2 次以 H B S S调成 l o m g / m l
。

1
.

3
.

3 标本制备
:

取 1 m l上述细胞悬液
,

加 。。
i m l已调理酵母多糖

,

37 ℃
,

30 m in
,

离 心 弃 上 清
,

加 入

。
.

34 m ol / L蔗搪液 1 m l混悬
,

置匀浆管匀浆
,

取出 4 ℃
,

50 09 离心
,

取 上 清 4 ℃
,

27 00 09 离心 30 m in
,

收

集上清
。

1
.

3
.

4 底物 配 制
:

以o
.

l m o l / L T r i s缓冲 液 ( P H = 6
.

5 )
,

称 取 S ig m a产 N A D P H配成 o
.

Zm m o l / L的

NAD P H溶液
。

1
.

3
.

5 N A D P H 氧化酶的测定
:

取两只干澡试管
,

各加。
.

l rn ol / L磷酸钾缓冲液。
.

6 m l及上 述底物。 .

2 m l,

再各加蔗糖溶液与上清 0
.
2 m l分别作对照和标本

, 2 5 ℃ l h ,

各加 o
.

4 N H C IO . 1 m l
,
3 0 0 o r p m , i o o i n

,

各取上清。 .

Z ln l另置两只试管
,

各加 10 N N aO H 0
.

3皿 l
,

混 匀置 38 ℃
.

30 m in
,

各加双蒸水 2
.

s m l
,

混匀
,

立即测荧光 ( 日立 M D F
一
4型荧光分光光度计 )

,

发射光波长 4 7 5 n m
,

激发光波长 3 7 3 n m
,

以 。
.

5林g / m l的硫

酸唆宁调拭灵敏度并作荧光强度对照
。

1
.

3
.

6 标准曲线
:
以国产 N A D P

+

用 p H g
.

。之。
.

l m ol / L的 T r is 缓冲液配成不同浓度的溶液
,

各取。
.

2 m l加人

10 N N a O H o
.

3 m l后同上操作测荧光
,

据各浓度的 N A D P
+

量与荧光强度求出线性回归方程
。

1
.

。 统计学处理
:

各指标以决土 s表示
,

以伤前值为对照
,

用第三军 医大学统计程序行单 因素方差分析
。

2 结 果
2

.

1 呼吸功能
: P a O : 和 P a C O : 伤后均进行性下降

,

A
一 a D O :

与 Q s / Q
。伤后升 高

,

提示伤后 明显 缺氧
。
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2
.

2C O Hb含量
:

伤后 5 mn i迅速升高达伤前 5倍以上
.

此后渐降
,

至伤后 12 h已接近伤前
。

2
.

3 血液酸碱平衡变化
: H C O 。 一 、

S BC
、

B E b与T C 0 2

伤后进行性下降
,

结合 P C O Z
提示 伤 后出现明显的

代谢性酸中毒和呼吸性碱中毒
。

2
.

4 粒细胞 N A D P H氧化酶活性的变化
:

该酶活力以 转化 N A D P H为 N A D P
十

的量 ( 。 g / 5 、 1 0’ P M N / h)

来表示
,

伤前 2 3 2
.

5 5土 5 5
.

7才
.

伤后 3 o m i n 于{高达 2 9 5
.

d 5士 6 7
.

2 9
,

Z h为3 0 5
.

; 3士 6了
。

1 9 ( P < 0
.

0 5 )
.

6 h达

3 2 5
.

2 1 土 凌7
.

峨s ( P < 0
.

0 5 )
,

至伤后 i Zh又 降至 2 6 5
.

0 5 士 4 4
.

6 3
。

2
.

5 肺含水量
:

正常组 10 条犬为本所 1 9 8 1年同法所测 ( “ ,
,

为79
.

5洲 土 。
.

9 74 %
,

而本组致伤动物为 8遵
.

3 4 士

1
.

85 1%
,

致伤组明显高于正常组 ( 尸 < 。
.

0 1)
。

2
.

6 病理检查
:

大体见气管
、

支气管内大量分泌物
,

粘膜充血水肿
.

有黄白色假膜形成
,

肺水肿
、

淤血
、

出血及不张
。

光镜见小支气管内有聚集的粒细胞
、

纤维蛋白和红细胞
.

肺泡有出血
、

水肿
、

粒细胞浸润
,

肺

泡问隔结构破坏
。

2
.

了 胸部X 线示气管缩窄和肺部片状阴影
。

2
.

5 白细胞计数
:

伤 前 值为2 0 0
,

伤后 为 5 m i n 为 3 9
.

0 5士 1 3
.

6一 3 o m i n 为4 4
.

0 8 士 2 0
.

7 3
.

2 11为6 6
.

0 2 士

3`
.

9 6
,

6 h为2 1 0
.

1 2 h为2 5 3
.

与伤前比均 P ` 0
.

0一
。

3 讨 论

3
.

1 动物伤后出现明显 C O 中毒
、

低氧血症
、

代谢性酸中毒和呼 吸 性 碱 中毒
,

气道粘膜充

血
、

水肿和 出血
,

肺水肿
、

不张和出血等
。

说明本实验造成了犬重度吸入性损伤
,

适 于本实

验
。

3
.

2 根据本实验结果
,

伤后粒细胞活性氧代谢增强
,

参与了吸入性肺损伤的发生发展
:

3
.

2
.

1 病理证实
,

伤后在肺泡
、

毛细血管及肺内小血管有拉细胞浸润
。

同 时 伤 后 5 m in 至

h2 血 白细胞计数明显低于伤前
,

提示伤后早期有大量粒细胞自外周向肺内 积聚
。

造 成
’

拉 细

胞 积聚的原因是多方面 的
,

一是吸入烟雾后
,

直接对组织造成的损伤
,

受 损 的 肺泡 巨噬细

胞释放粒细胞趋化物质 增加
,

二是 吸入伤刺激血中 补 体 活化 ( “ 》 ,

产生 C
。 a
等增加 《 7 ) ,

从而

导 致粒细胞趋化
、

聚集于肺毛细血管周围
。

3
.

2
.

2 粒细胞 N A D P H氧化酶活性伤后明显增加
,

提示粒 细 胞在上述趋化因素作用下发生

了
“

呼吸骤发
” ( ” ) ,

即氧耗量增加
,

磷酸 己糖旁路代谢活性增 强
,

同时细胞膜 N A D P H氧化

酶激活
。

而作为电子传递链中的 N A D P H氧化酶
,

将还原型 N A D P H的一个电子 传给氧分子

形成超氧阴离子 ( O丁)
,

所 以 N A D P H氧化酶活性的升高
,

提示 O ;的产 生 增多
,

O万继而在

S O D作用下转变成 H
2
0

2 ,

同时 P M N 脱颗粒释放大量的溶酶体酶致 组 织 损伤
,

且 其与氧自

由基有协同作用
,
粒细胞尚可脱颗粒释放 M P O进而产生

’
0

2 、

H O C I
、

O H
`

等继发的氧自由

基
,

`

白们是比 O百
、

H
Z
O

Z

具有更强生物活性的自由基
,

它们 引发肺组织发生组织 结构破坏
,

膜脂质过氧化增强
,

细胞生物酶系统灭活
,

D N A 损伤
,

肺 间隔组织结构蛋 白 与 糖蛋 白破坏

等 ( ` , “ · “ )
。

同时 O H
`

等可使
a ,

抗胰蛋 白酶失活
,

从而促进粒细胞溶酶体酶
、

酶性水解酶和弹

性蛋 白酶对组织的损伤作用
,

从而导致肺毛细血管内皮细胞
、

肺间质和 肺 泡 上 皮细胞损伤
,

使 A C M通透性升高
,

引起肺水肿
、

出血等急性炎症改变
。

总之
,

粒细胞的活化 (包括 N A D P H氧化酶的激活和大量活性氧自由基的产生等 )在烟雾

吸入性肺损伤的早期阶段起着 一定的作用
。
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