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脂质体包裹的氮芥对家兔急性实验性血清病的影响

周 凡 朱锡华 (免疫学教研室 )

组 典 本实验用脂质休包裹氮芥处理急性实验性血清病家兔
.

检测了血清坑 S BA抗体
,

循

环免疫复合物以及血清补体总活性的动态变化
。

观察了脾脏巨噬细胞酸性磷酸酶的活性
、

肾小球

内免疫复合物的沉积及肾组织的病理改变
。

结果表明
,

氮芥
一

脂质体能增强急性血清病家兔巨噬

细胞的活性
,

加重肾组织的病理损伤程度
,

提示家兔急性实验性血清病的发病可能是依赖于单核

巨噬细胞的免疫病理机制
。

美 . 询 氮芥 , 脂质体 , 巨噬细胞 , 免疫复合物病 , 血清病

一次静脉注射大剂量的牛血 清 白蛋 白

( b o v i n e s e r u m a
lb

u m i n , B SA ) 可以引起

家兔一过性急性实验性血 清 病 ( ac ut e e x -

p e r i m e n t a l s e r u m s i e k n e s s ,
A E S s )

。

关于

A E S S的发病机制
,

目前尚 未 彻 底 阐 明
。

H ol ds w or ht ( ` ’ 等发现 肾小球内单核巨噬 细

胞的浸润程度与蛋白尿成 正相关
。

除去循环

中的单核巨噬细胞
,

可以减轻蛋 白尿和肾组

织的损伤程度
,

推测 A E SS的发病与单 核 巨

噬细胞有关
。

但是
,

这只是从数量上而未能

从巨噬细胞的功能活性方面加以研究
。

本实

验用脂质体包裹氮芥处理 A E S S家兔
,

初步

探讨了脂质体包裹的氮芥对巨噬细胞功能活

性的调节作用以及对 A E S S 发 病 过 程 的影

响
。

材 料 与 方 法

一
、

实脸分组及家兔A E S S 模型的建立

体重为 2
.

3士。 .

s k g的健康大耳 白兔 48 只
,

随

机分为四个组
,

每组 12 只
。

根据 D ix on 的方法
,

以牛

血清白蛋白为抗原
,

大剂量 ( 2 5。切g / k g) 一次经兔

耳静脉注射
,

造成一过性急性实 验 性血清病
.

二
、

包裹氮芥的脂质体的制备和使用

参照 C o n n or ` s) 等方法
,

略加改进
.

用 蛋 黄 卵

磷脂
,

胆固醇和硬脂酞胺 ( 7 : 2 : 1
,

边 ol / m ol )

制备包裹。 .

05 %盐酸氮芥的反相蒸发脂 质 体 ( r “ -

v e r s e 一 p h a s e e v a p o r a t i o n v e s i e l e s ,

R E V )
。

用

生理盐水代替盐酸氮芥按相同的方法制备空白脂质

体
。

在免疫 B S A 后第 6
、

7
、

9
、

11 天
,

第一组

A E S S家兔耳静脉注射氮芥
一

脂质体1
.

Om l/ k g ( N L

组 ) , 第二组 A E S S家兔注射空白脂质体 1
。 。 m l / k g

( E L组 ) , 第三组 A E S S家免注射。 .

05 %盐酸氮芥

生理盐水溶浓 1
.

Om lk/ g ( F N组 ) , 第四 组 A E S S

家兔不做任何处理
,

做阳性对照 (P C组 )
。

三
、

各项血 清学指标检浏 及血 液 W B C

计数

在注射B S A的前 1天 (即 。 天 ) 以及注射后的

第 2
、

4
、

6
、

s
、

10和 1 2天
.

分别从兔耳中央动

脉采集抗凝血和不抗凝血
.

抗凝血即日进行 W b C

计数
。

不抗凝血分离血清
,

贮存于 一 40 ℃待检
。

血

倩特异性抗刀S A抗体和特异性循环免 疫复 合物 的

检测均采用敏感的酶联免疫吸附 试验 (即E L IS A )

`助 “ , 。

对血清补体总活性的 测定用 本 室 建 立 的

5 0 %溶血试验 (即 CH 一。试验 )
。

四
、

脾巨噬细 胞酸性磷酸晦活 性的检浏

免疫 B S A后第 12 天后活杀家兔
,

取脾脏标本冰

冻切片后进行酸性磷酸酶 ( A C Pas e) 染色
。

底 物

溶液在染色前用 。 .

01 N 的N a 0 H 将 p H 调 至 4
.

9~

5
.

2
。

在光镜下观察切片中棕红色颗粒的多少及 分

布
,

判断脾巨噬细胞的 A C P as
e 活性

。

五
、

肾组织 H E染色及免夜荧光染 色 观

察

免疫 B S A第 12 夭取肾组织二份
。

一份标本经石

蜡切片
,

H E染色
,

光学显微镜下计数肾小球内有核
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己̀。霉、 00

细胞数
,

并据肾小球内有核细胞及粒细胞数
、

肾间

质炎症
、

蛋白/细胞管形等
,

给予肾损害的等 级 评

定
,

表示为 + ~ 拼
。

另一份标本经冰冻切片
.

羊杭

兔 l g G荧光杭体染色
,

在荧光显微镜下观察肾小 球

内荧光的亮度及颗粒多少
,

用 + ~ 姗表示
。

结 果

一
、

血清抗 B S A 杭体水干的动 态变化

从免疫B S A第 6 夭起
,

各组 A E S S家兔血清中

均能检出特异性抗 B S A抗体
,

并且逐日升高
。

与阳

性对照组比较
,

注射游离氮芥能明显降低血清抗体

的浓度 ( P < 0
.

05)
,

到第 12 天降低更为显著 ( P

< 。 .

01 )
。

注射用脂质体包裹的氮芥或 空 白脂 质

休
,

对绝大多数A E S S家兔的抗B S A 抗体水平的动

态变化无显著影响 ( P > 。 .

0 5) (图 1 )
。

盛 6 8
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图 2 A E SS 家兔血清免疚复合物的动 态变化
·

—
.

F N组
。

—
。

P C组

. — . N L组 口— 口 E L组
一
P ( O

。
0 1 . P ( 0

。
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三
、

血清补体总活性水平的动态变化

阳性对照组的血清补体总活 性 ( C H 。 。单位 )

从第 6 天起显著消耗 (与 0 天比较 P < 。 .

0 1)
,

至

第 10 天开始回升
,

第 12 天接近正常水平
。

给 A E S S

家兔注射氮芥
一

脂质体或空白脂质体 以 后
,

人E S S

过程最初几天 ( 6 ~ 8 天 ) 血清补体消耗减少
,

但

在 A E S S过程的第10 ~ 12 天消耗加剧
,

在第 12 天显

著低于阳 性 对 照 组 ( P < 。 .

0 1)
。

游 离 氮芥组

( F N 组 )的血清补体总活性变化基本与阳性对照组

平行
,

补体消耗有减轻的趋势 ( P < 。 .

0 5) (图3)
。

刀石

:s
nUO八ó迥QO日口06,

图 1 A SE S 家 兔人清杭体水平的动态变化
·

—
·

F N组
。

—
。

P C组

. — . N L组 口— 口 E L组
. P < 0

.

0 1 竺P < 0
.

0 5

二
、

血清免疫复合物水平的动态变化

所有 A E S S家兔血清中在第 6 天起出现特异性

B SA
一

抗 B S人免疫复合物
,

第10 天达最高 浓度
,

第

12 天开始下降
.

与阳性对照组比较
,

注射氮芥脂质

体的家兔的循环免疫复合物水平从第 6 天起就显著

低于阳性对照组 ( P < 。 。。 l)
。

注射游离氮芥或空

白脂质体
,

能使A E S S家兔循环复合物水平有下 降

趋势
、

但无统计学意又 ( P < 。 ,。5) (图 2 ) 。

图 3 A E S S家兔血 清补体总活性的动 态变化
·

—
·

F N组
·

—
·

P C组

. — . N L组 口一一口 E L组
t
P ( 0

一

0 1 鱼P < 0
.
0 5
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四
、

血液 WB C计数的动态变化

注射游离盐酸氮芥 ( 0
.

5 0%
, 。 .

s m g / k g) 可

以明显减少血液W B C 计数 ( P < 。 .

0 1)
。

脂 质 体

对照组和氮芥
一

脂质体实验组与阳性对照组比较
,

无

W B C计数水平的明显改 变 ( P ) 0
.

0 5 ) (图魂)
。

性碑酸酶的活性
,

与阳性对照组比较相差非常显著

( P < 。 。

01 )
。

单独使用氮芥或空白脂质休不能增

加该酶的活性 ( P > 0
.

0 5 ) (表 1 )
。

表 1
.

A E S S 家兔脾脏 A C P as e 染色结果

召花多 , 弓
O一

脾脏 A C P a se 活性强度
实验分组 例数

—
-

十 料 姗 祖于

N L组 12
. 0 0 8 9

E L组 1 2 0 4 6 2

F N组 1 2 0 1 9 2

P C组 1 2 2 1 7 2

卜~ - - -丫 -一叫 、 , 叫 r ~

-
~ 一~ ,

` 1 0 丈2

天 教

图 4 A E S S家兔血液W B C计数的变化
·

—
·

F N组
·

一
·

P C组

. — . N L组 口

— 口 E L组
. P < 0

.

0 1 . P < 0
.

0 5

五
、

脾 巨噬细胞 A C P as e活性的 观察

注射氮芥 一 脂质体能明显增强脾脏巨噬细胞酸

秩和检验表明
,

各组之间存在显著性差异
·

( P < O
。
0 1 )

。

.

表示与阳性对照组比较
,

相差非常显著

( P < O
。
0 1 )

。

六
、

肾脏病理学检查及免疫复合物沉 积

检查

肾组织病理学检查结果
:

氮芥
一

脂质体能 增 加

肾小球内有核细胞数 ( P < 。 .

01 )
,

加重肾组织的

病理损伤 ( P < 。 .

0 5)
。

游离氮芥或空白脂质体能

一定程度上减少肾小球有核细胞数 ( P > 。 .

05)
,

使肾组织损伤略有减轻 (表 2 )
。

.0. 、
,J....,J....I ,..n1D,.7̀

ǎ.日日\
.O工xà

表 2
。

A E SS 家兔肾组织 的病理学改变

实验分组 例数 —
肾 组 织 损 害 程 度 肾小球有核细胞计数

什 拼 册 (个 /肾小肾 )

009曰228毛̀76

121212

N L组

E L组

F N组

P C组

1 2 . 9 3
。

3士 0
。
6 6 .

8 6
。

5士 O
。
9 3 .

7 6
。
6士 1

。
2 1 .

8 9
。
9士 1

。
5 3

.

表示与阳性对照组比较相差非常显著 ,

肾小球细胞计数以又士 S E表示
。

肾组织免疫荧光染色结果
:

用氮芥
一

脂质 体处

理 A E S S家兔
,

可引起肾小球内免疫复合 物沉积略

增加 ( P
`

> 。 .

05 )
。

空白脂质体也不引起免疫复合物

在肾小球内沉积的明显改变 ( P > 。 。。 5)
。

注射游

离盐酸氮芥却能减少免疫复合物在肾小球内的沉积

( P < 0
。
0 5 ) (表 8 )

。

. 表示与阳性对照组比较相差显著
。

表 3 A E S S家兔肾小球免夜荧光观察结果

肾小球内荧光颗粒沉积程度
实验分组 例数

—
+

什 份 份

N L组 1 2 0 0 3 9

E L组 1 2 0 1 7 4

F L组 12 * 1 2 2 8 1

P C组 1 2 0 1 5 6

秩和检验表明
,

组间存在显著性差异 《 P < 0
。 。 5 )

,

生表示与阳性对照组比较相差显著 ( P < 。。 。5 )
。
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讨 论

脂质体包裹抗肿瘤药物能激活巨噬细胞

的功能活性 已有不少文献报道 (5 ’ (` ’ 。

但其机

制未见 阐明
。

有人推测
,

这是 由于被脂质体包

裹的抗癌药物先和溶酶体发生了作用
,

而没

能直接作用于胞浆或胞核
。

本实 验 结 果 表

明
:

包裹氮芥的脂质体被家兔脾脏 巨噬细胞

吞噬后
,

其溶酶体 酸性磷酸酶活性增加
,

同

时对血清免疫复合物的清除功 能增强
。

注射

空白脂质体或游离氮芥均不能改变脾脏 巨噬

细胞的酸性磷酸酶活性
。

因此
,

我们可以认

为脂质体包裹的氮芥能增强 A E S S家兔 巨噬

细胞的功 能活性
。

氮芥
一

脂质体实验组和空白脂质体 对 照

组的血清补体总活性水平的动态变化基本平

行
,

似乎血清 C H
。 。

的变化主要取决于 脂 质

体本身成分
。

脂质体引起A E S S家兔血清补

体消耗在最初几天减少
,

其作用原理尚无可

参考的文献
。

而血清补体总活性在第 10
、

12

天的持续下降
,

可 能是血清胆固醇水平由于

脂质体多次注入而增加到一定程度时
,

血清

补体 C 。 、

C `
等被非特异性 活化 和 消 耗所

致 ( 7 )。

巨噬细胞激活以后具有多种 生 物学 功

能
。

本实验中
,

由氮芥
一

脂质体作用 于 A E S S

家兔巨噬细胞引起的活性增强
,

具有双重作

月
。

一方面 巨噬细胞吞噬能力的增强
,

使得循

两
、

免疫复合物水平有一定程度的下降
。

另一

方面巨噬细胞细胞毒性机制加强
,

引起肾脏

损伤的加重
。

这种循环免疫复合物水平与肾

组织病理损伤程度的不平行关系本室也 曾有

所报道 ( . )
。

这是否提示
:

循环免疫复合物的

形成是导致A E S S发病的板机
,

只要循环免

疫复合物达到一定水平就能触发 A E S S 的病

理过程
,

而肾组织的病理损伤程度主要决定

于肾小球内有核细胞 (主要是单核巨噬细胞 )

和沉积在肾小球内免疫复合物的病理机制
。

由此还可以看出
,

氮芥
一

脂质体 对 A E S S 家

兔巨噬细胞的激活
,

更偏重于细胞毒性机制

的增强
。

游离氮芥主要是 B 淋巴细胞 的 抑 制 剂
( ’ )

。

较大剂量的氮芥 能显著抑制抗体介导的

免疫反应
,

引起骨髓枯竭和循环 自细胞的减

少
,

主要是粒细胞的减少 (数据未列出 )
。

如果氮芥被包裹在脂质体中
,

由于磷脂膜的

屏蔽而使得对免疫系统和造血系统的毒性大

幅度减少
。

并且对 巨噬细胞引起功能活性增

强
。

而脂质体本身是无抗原性和 细 胞 毒 性

的 ( ` 。 ) ,

因此
,

氮芥
一

脂质体对 A E S S免 疫 病

理机制的影响不是氮芥和脂质体作用的简单

相加
,

而是通过这个复合体对单核巨噬细胞

的功能增强效应
,

从而改变了A E SS的病 理

过程
,

导致肾组织病理损伤的加重
。
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