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粒细胞在犬烟雾吸入性肺损伤中的作用

王 教 黎 鳌 杨宗城 姜坤元( 西南医院 烧伤研究所)

提 要 利用重度犬烟雾吸入伤模型
,

观察了血中粒细胞的动态变化
,

及其在烟雾吸入性肺

损伤中的作用
。

伤后血中粒细胞很快向肺内聚集和浸润 , 多核粒细胞 (P M N ) 对自体细胞的毒性

效应显著增强 , P M N 释放的髓过氧化物酶不断增加 ,
代表氧自由基产生的 P M N 化学发光显著改

变 , 这些变化均先于肺损伤
,

与其损伤时相基本一致
。

提示肺内拉细胞聚集和浸润在 吸入性肺损

伤中具有重要作用
,

颗拉酶和氧自由基可能是粒细胞介导肺损伤的效应因素
。

关扭饲 灼伤
,

吸入性 , 肺 , 粒细胞 , 髓过氧化酶类

吸入性损伤是导致肺水肿和呼吸功能不全的常见原因之一
,

最初的病理改变是肺微血管

弥漫性损伤
,

肺内粒细胞聚集和浸润是多种急性肺损伤的共同特征川
。

本实验对粒细胞在烟

雾吸入性肺损伤中的病因学意义及其可能的毒性效应因素进行 了初步研究和探讨
。

1 材料与方法

:
。
1 动物分组及致仿

健康雄犬 29 只
,

体重 8
.

5~ 14
.

5k g
,

随机分成对照组 ( 10 只 ) 和致伤组 ( 19 只 )
。

3% 戊 巴比妥钠麻醉

后
,

用本所烟雾吸入伤犬模型致伤
。

对照组不致伤
,

机械通气后活杀测定肺水量
。

致伤组动物定时测定血

气
、

X线胸片
,

活杀后作病理和肺水量检测
,

以验证伤情
。

1
。

2 血中拉细胞 变化的检测

1
.

2
.

1 白细胞数 取股动脉血常规计数
。

1
.

2
.

2 多核粒细胞 ( P M N ) 溶血毒性试验 按 W ie ss 等 ( ` ) 和游离血红蛋白 ( H b) 测定原理设计而

成
。

主要是
:

活化的 P M N释放某些毒性代谢产物
,

使作为靶细胞的自休红细胞受损
,

释放出 H b , H b具有

氧化酶活性
,

可使 4
一

氨基安替比林 (4
一

A A P ) 脱氢后生成醒亚胺红色染料
,

比色测定光密度 ( O D ) 值
,

可代表上清液中H b的含量
,

创生清液中H b含量可反映 P M N的溶血毒性
。

1
.

2
.

2
.

1 血中 P M N的分离 取股动脉血
,

肝素
一

E D T A
一

N a Z 抗凝
,

以比 重 1
.

0 9 0和 z
.

o 7 o P e r e o l l 梯

度离心 ( Z0 0 0 r p m
,

2 0之)
。

分离 P M N后
,

计数调至 6 x 1 0 . / m l
,

活细胞数 9 9% l丫上
,

P M N g s% 以上
。

1
.

2
.

2
.

2 酵母多糖调理 经煮沸
、

洗涤处理先制备成酵母多糖贮备液
。

用前以自休新鲜血清在 37 ℃水

浴调理 30 m in
,

洗涤后配成悬液 10 m g / m l
。

1
.

2
.

2
.

3 靶细胞制备及加样温育 分离 P M N 后的红细胞
,

离心 ( 5。。 rP m
,

5护 ) 洗 3 次
,

配成悬液
,

计数后调至 2 x 1 0 . / m l
。

表 1 血中拉细胞 变化检测加样顺序表

A管 B管 C 管 D管 E 管

PM N悬液 ( 6 x 1 0 . / m l )

RB C悬液 ( 2 x x o s
/ m l )

16砚。培养浓

酵母多糖 〔 l o m g / m l )

双蒸水

Zm l

l m l 0
。
1口 l

0
.

3m l

0
。
l m l

0
。
Z m l

0
。
l m l

0
.

l m l

O
。
l m l

O
。

l m l

O
。
Zm l

0
。
l m l

O
。

3m l
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试验按表1 顺序加样
,

每次作 3 个复管
。

加酵母多糖前 37 ℃水浴预温 20 m i n
,

加酵母多糖后振荡混匀
,

s o o r p tn 离心 3 m i n
,

置 3 7℃水浴 s h
。

取出后 l 0 0 0 r P m离心 s m i n
,

取上清测定
。

2
.

2
.

2
.

吐 上清液比色测定 取2
.

s m m o l滩
一

A A P ( 1
.

7 m m o l酚溶解 ) 1
.

; m l
,

加 1
.

7 m m o 1 H Z O : 1
.

s m l
,

置 37 ℃水浴反应 s m i n
,

加溶血上清标本 o
.

z m l
,

3 7 ℃水浴反应 zo m i n
,

立即加入 o
.

l m o l K C N o
.

Zm l终止反

应
。

75 1分光光度计s o sn m测定O D值
。

按下式计算溶血毒性
:

溶血毒性 ( % ) 二 ( X
一

B ) / ( C
一

B ) x 10 0%

式中X 表示 A
、

D
、

E管O D
,

B
、

C 表示 B
、

C 管O D
。

1
.

2
.

3 P M N 的髓过氧化物酶 (M P O ) 活性测定 按 乒A A P 呈色法 ( ’ )加以改良( ` )
。

包 括 非活 化的

P M N中M PO
、

活化的 P M N中M P O和活化 PM N上清液 (释放出 ) 中M P O活性测定
。

1
.

2
.

4 P M N化学发光 鲁米诺放大法
。

2 结果

为消除变异
,

便于比较
,

对数据进行了变量代换
,

以伤后与伤前比较的百分数表示结果 (见表 2)
。

表 2 血中白细胞的动态变化 (了士 S D )

伤前
(% )

伤

s m i n 3 0 m i n

犬数

白细胞数 1 4

7

3 9
。
0 3竺少

士 1 3
。

6 1

6 6
。
0 2生少

士 3 4
。
9 6

8 3宁些
2 4

汽Un甘n甘nU
J.止d.己

P M N溶血毒性

P M N化学发光 7 1 0 0

4 4
。
8 0! 些

士 2 0
。
7 3

1 1 3
。
0 5些.

士 1 3
。
7 1

4 9
。
6 9竺少

士 1 1
。
5 9

01凡U介U八U八Ul̀拓U弓1

,上

非活化的P M N

中M PO活性

活化的 PM N

中M PO活性

活化的 PM N 上

清中M P O活性

1 9

9

1 4

9 0
。
9 3佗

士 1 3
。
4 0

1 11
。
6 7

士 1 6
。
0 4

1 1 2
。
2 1全少

士 1 3
。
4 1

9 1
。
9 5

士 1 4
。
8 0

6 4
。
0 0 * 少

士 1 9
。
9 6

7 2
。
3 4 . 少

士 1 8
.

0 6

1 2 1
。

0 3些

士2 7
,

1 3

8 8
。
5 4

士1 4
。
8 3

2 1 0
。
3 9全些

士5 2
。
6 6

1 1 3
.

9 1*

士1 4
。
8 9

2 4 9
.

5 7些全

土3 7
。
6 5

7 1
。

6 2些仓

士 2 2
。
1 4

1 2 2
。
6 1少.

士 1 7
。
8 2

1 3 4
。
9 8电生

士3 6
。
6 2

1 2 9
。

6 8些.

士 1 4
。
4 1

2 4 0
。
6 3少!

士 9 5
。
4 0

7 2
。
4 2 . 空

土1 6
。
9 8

1 2 5
。
9 6竺些

士 2 4
。

62

2 1 5
。

76性些

士 4 4
。
6 7

. 或丝表示与伤前值相差显著 ( P < 0
.

0的 或非常显著 ( P < 。 .

0 1)
。

2
.

1 血中白细胞数 伤后 s m in 减少 60 % , 2 五内显著低于伤前
,

6 h后显著增多
。

2
.

2 P M N溶血毒性 除 Z h外
,

伤后活化的 P M N溶血毒性均显著高于伤前
。

非活化的 P M N (未加酵

母多搪 ) 和酵母多糖单独无明显的溶血作用
,

分别为活化的 P M N 溶血毒性的 7
.

4士 12
.

1% 和 2
. 。士 4

.

7 %
。

2
。
3 P M N化学发光 伤后 Z h内显著低于伤前 , 6 h后显著增强

。

2
.

4 PM N的M P O活性 伤后非活化的 PM N中M P O 不断减少 , 活化的 P M N中 M P O 活性逐渐升高 ,

活化的 P M N释放到上清中的 M PO
,

除 Z h外
,

显著高于伤前
.

3 讨论

许多研究发现
,

肺内粒细胞大量聚集和浸润是多种肺损伤早期的共同特征
。

关于粒细胞

在急性肺损伤中作用
,

很多推测是基于肺内粒细胞聚集和浸润的形态学观察
。

本 实 验 观 察

到
,

吸入烟雾 sm in
,

血中白细胞即减少 60 % ,肺内有大量的粒细胞聚集和浸润
,

并伴有肺间质

及肺泡内明显水肿和出血 ; 伤后 6 h 胸部 X片示肺水肿片影
,

并逐渐加重
。

提示肺内粒细胞

聚集不仅先于肺损伤
,

而且在时相上与肺损伤的发生和发展相吻合
。
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虽然肺内粒细胞聚集与肺损伤在时相上有吻合关系
,

但肺 内粒细胞聚集是肺损伤的效应

因素还是伴随表现
,

尚难定论
。

为此
,

本次同时作了体外 P M N 溶血毒性试验
。

结果表明
,

活化的 PM N 对正常自体红细胞具有明显的毒性
,

而且伤后毒性效应显著增强
,

增强的时相

也先于肺水肿
。

同时发现
,

非活化的P M N和酵母多糖单独无明显溶血作用
。

上述结果说明
,

伤后血中粒细胞活性增强 , 活化的 PM N对 自体细胞有明显的破坏作用 ; P M N 活化后可能释

放了某些毒性代谢产物 , 肺内粒细胞聚集可能是粒细胞活化的表现
,

聚集的粒细胞在肺损伤

中可能具有重要的介导作用
。

据报道 ( ` )( ` ) , M P O抑制剂和 /或氧自由基清除剂对体外 PM N引

起的靶细胞破坏具有明显的保护作用
,

证实M PO和氧自由基与P M N的毒性效应有关
。

巳证实
,

粒细胞受到活化刺激可释放各种颗粒酶和氧自由基
。

A R D S病人血中PM N活性

和代表氧自由基产生的化学发光增强 ( ’ 》 , 支气管肺泡灌洗液中 M P O 活性明显 升高
,

这种灌

洗液可使体外培养的靶细胞破坏 ( “ ) 。 本实验观察到
,

伤后非活化的 PM N中 M PO 不断减少
,

活化的 PM N及其上清液中M PO活性逐渐升高 , PM N的化学发光也有明显变化
,

伤后 Z h 内化

学发光显著减弱
, 6 h后明显增强

。

上述结果提示
,

伤后血中PM N不断被活化
,

并释放 M PO

和氧自由基
。

至于伤后 Z h内PM N 化学发光明显减弱的原因
,

认为可能是由于大量的粒细胞

向肺内聚集
,

使血中能被活化的 PM N 显著减少
,

这与血中白细胞减少的高峰时间相吻合
。

而此时血中大量的粒细胞被活化并聚集于肺内
,

由于聚集肺内的粒细胞正处于活化状态
,

活

化的粒细胞可释放 M P O 和氧自由基等毒性代谢产物
,

而这些毒性代谢产物则可引起自体细

胞的损害
,

这可能解释粒细胞在吸入性肺损伤发病机理中的部分作用
,

是否如此尚待进一步

研究
。
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