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活化的补体对清醒山羊肺内液体交换的影响

一一白细胞的作用

赵 洪 .孙秉庸 郭胜祥 李德勤 杨仲强 (病理生理学教研室 高原医学研究室 )

提 要 作者采用抗白细胞杭体和清醒山羊的慢性肺淋巴痰模型
,

观察了酵母多糖活化的血

浆 ( Z A P ) 分别对白细胞数正常 (n
= 7 ) 和白细胞减少 (n = 7 ) 的山羊肺血管增压反应

、

肺微

血管壁通透性及肺内组织间液形成的影响
。

Z A P可致肺血管阻力及肺淋巴蛋白清除率升高
,

肺淋

巴流量增加
。

白细胞减少组的山羊上述指标的增加幅度显著低于白细胞数正常组
。

结果提示
:

白

细胞参与活化的补体导致的肺内液体交换失衡的过程
。

关匆词 白细胞减少症 , 补体成份激活 , 肺水肿 ; 肺循环

白细胞 在肺损 伤中的 作用 日 益引人注
’

目
,

在一些肺损伤模型 中
,

已证明白细胞减

少的动物肺损伤程度较轻 《 ’ )( ’ )( 3 )
。

但也有持

反对意见者 (’)
。

在以往 的研究中
,

多用化学

药物来降低动物的白细胞数
,

这些药物多同

时作用于其它增殖周期短的细胞
,

有的还是

自由基的清除剂 (“ ) ,

因此难以判断其防止肺

损伤的确切机制
。

麻醉可影响白细胞的聚集

和自由基的释放` “ ) ,

从而影响对实验结果的

分析
。

利用慢性肺淋巴痰收集肺淋巴液
,

是研

究肺微血管壁通透性变化较客观的方法
。

由

于手术难度大
,

国内开展得不多
。

将此方法用

于白细胞减少的动物肺损伤机制 的研究
,

国

内尚未见报道
。

为此
,

作者 自制 了兔抗山 羊 白 细胞抗

体
,

采用清醒山羊的慢性肺淋巴赓模型
,

观

察了酵母多 糖 活化的血浆 (Z y m os an
一

ac t i
-

v a t e d p l
a s m a ,

Z A P ) 分别对白细胞数正常

和减少的山羊的肺血管增压反应
、

肺微血管

壁通透性及肺组织间液形成的影响
,

旨在阐

明白细胞在活化补体所致的急性肺损伤中的

作用
。

. ’

研冤生
,

.

砚在北京 3 04 医院中石死系爵一
.

材 料 与 方 法

一
、

兔杭 山羊白细胞杭体的 制备

根据 H e r b e e k 等
`” 的 P e r e o l l 梯 度 离 心法分

离羊血中的多 形 核粒细胞 ( P o l y m o r p h o n u c l e a r

l e u k o e y t e s ,

P M N s )
。

P e r e o l l原液为 P h a r m a e i a

F i n e C h e m i e a l s产品
。

分得的P M N s
活力 > 9 5%

,

纯度 > 98 %
。

将一定浓度 的 上 述 P M N s 悬 液与

F r e u dl s 佐剂充分混匀后免疫家兔
,

经加强免疫后
,

放血
,

分离血清
,

灭活补体
,

吸附红细胞及血小板

抗体
。

层析精制
,

过滤除菌
, 一

20 ℃保存
。

抗体效

价为 l : 2 5 6。 ,

休外与血小板不产生凝集
。

二
、

山羊慢性肺淋 巴瘩的建立

采用 tS ot h e r t 改良法
` . , ,

经胸导管建立慢性肺

淋巴疹
。

术后 3 天
,

肺淋巴流量稳定
,

无血
,

动物

一般状况良好
,

方可进行实验
。

三
、

制备Z A P和致伤

健康山羊 1 4只
,

雌雄不拘
,

体重 1 5~ 2 2 k g ( 2 5
.

2

士 2
.

s k g )
,

随机分为单纯 Z A P组 (简称对照组
,

n = 7 )和白细胞减少 + Z人 P组 (简称白细胞减少组
,

n = 7 )
。

局麻下经颈外静脉将热 敏 心 导 管 ( 7 F
,

E d
-

w a r d s L a b o r a t o r i e , ,

U S A ) 插至肺动脉
,

供测肺

动脉压 ( P而 )
、

心输出量 ( C O ) 和输入 Z A P用
。

经颈总动脉插塑料管至主动脉汀供注射抗体和采血
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用
。

实验在动物清醒状态下进行
。

采山羊的肝素抗凝血 60 . 1
,

分离血浆
,

并与

酵母多糖
·

(上海生物制品所产品 ) 按 5
.

o m g/ m l比

例混合
,

37 ℃孵育 30 m 沁
,

离心
,

上清液即为 Z A .P

1
.

对照组
:

将 Z A P 30 m l以 2 m l/ 皿 in 的速度

经心导管匀速注入上腔静脉
。

分别观测输入 Z A P前

和输人 Z A P第 1 5
,

3 0
,

6 0
,

2 20和 2 4 o m i n末的各项

指标
。

2
.

白细胞减少组
:

输入 Z A P前 4 h
,

取抗体

2 m l用生理盐水稀释后
,

部分肌注
,

其余部分经动

脉插管缓慢注入主动脉内
。

4 h后输入 Z A P
,

观测

指标同对照组
。

四
、

观浏指标

用压力换能 器 ( T P 一 l以 T ) 和 生 理记录仪

( O E C 一 3 2 0 0
,

N i h o n K o h d e n
) 测定和记录P而

。

用心输出量测定仪 ( E Q 一 6 i i V
,

N i h o n K o h d e n )

以热稀释法测定 C O
,

计算肺血 管阻力 ( PV R )
。

收集肺淋巴并记录肺淋巴流量 ( Q L )
。

用双缩脉法

测定血浆和肺淋 巴的蛋白浓度
,

计算淋巴与血浆蛋

白比值 ( L / P ) 和肺淋巴蛋白清除率 ( L L P C )
。

计数动脉血的W B C
、

P M N s 和血小板
。

结 果

一
、

动脉血W B C
、

PM N s 和血 小板的变

化

输入 Z A P第 i s m i n 末
,

对照组的W B C
、

P M N s和

血小板 分 别 由 5
.

9 4 2士 o
.

4 7 9 x l o . / L
、

2 6 3 3士 2 0 0

个 / m m . 和 25 5
。
2士 g

.

g x l o . / L降至 z
。
5 7 0士 o

.

2 9 5 x

1 0 . / L
、

5 7 1土 1 0 0个 / m m . 和 2 3 5
.

3士 1 3
。
o x 1 o .

/ L

( P < 。 . 。。1 )
,

以后逐渐恢复至对照值水平
。

在注

入抗体第 4 h 末
,

白细胞和 P M N s分别减少47
.

1%和

6 1
.

5%
,

血小板也减少了 1 7
.

4%
。

输入 Z A P第 15

m in 末
,

白细胞减少组的W B C
、

P M N s分别由 2
.

8 34

土 o
.

2 6 s x i o . / L 和 1 1峨1土7 1 个 / m m . 减至 1
。
3 8 6土

0
.

1 ` x 1 0 . / L和 56 3士 3 4个 / m m 。 ( P < 0
.

0 0 1 )
,

血

小板数无显著变化 (表 1 )
。

表 1 Z A P 对动脉血W B C
、

PM N s 和血小板数的影响 ( 又士 S E )

Z P A前
( m i n )

ZA P后 ( 血 i n )

1 2 0 2 4 0

指组 标别

WB C S
。
9 4 2

( 义 1 0 . / L ) 士 。 。
通7 9

P M N s 2 6 3 3

(个 / m m . ) 士2 0 0

二 7 ) 血小板 2 5 3
.

2

( x 1 0 . / I
J

) 士 9
。
9

注抗体前 注抗体后

W B C S
。
3 5 4 2

。
8 3 4

( x 1 0 .
/ L ) 士。 一

27 5 土 。 一
2认

P M N s 2 9 2 4 1 1 4 1

(个 / m m . ) 士 1 1 5 土 7 1

血小板 2 8 7
。
5 2 3 7

。
3

( x 1 0 . / L ) 士 2 0
.

3 士 1 3
.

8

1
。
8 70…士0

。
2 9 5

5 7 1

…
士 1 0 0

2 3 5

士 1 3
。

3
。
3 8了二

士 0
。

4 0 6

1 4 1 5二
士 2 5 2

2 5 9
。
2

士2 0
。
5

4
。
3 1 0二

士 0
。
3 2 5

1 9 4 4 .

士2 9 4

2 6 2
。
3

士 1 5
。
9

5
。
5 5 2

士 0
。
3 6 0

2 6 9 7

士 2 6 0

2 5 0
。
7二

士7
。
1

6
。
4 1 4

士 0
。
8 1 6

3 1 5 6

士 4 7 2

2 5 2

士 1 1
。

对照组(n

1
。

3吕6…士 0
。
1 4 0

5 6 3…
士 3 4

2
。
9 2 1

士0
。
2 8 5

1 8 0 9…
士 1 9 5

3
。
1 7 2

士 0
.

3 0 4

1 9 6 f…
士 2 1 6

2 3 4

士 1 6
。

2 5 8

士 1 5
。

2 8 0

士 ] 3
。

4
。
6 1 5 .

士 0
。

7 8 1

2 8 1盛…
+ 3 3 8

2 8 1
。
1二

士 9
。
3

5
。
6 9 7…

士 0
。
5 1 0

3 8 1 5…
士 2 8 3

2 8 7
。
1二

士7
。
6

白细胞减少组

( n = 7 )

注
:

给予 ZA P前后比较
.
P < 。 .

05 ” P < 。 .

01 :. P < 。 .

00 1

二
、

血流动 力学指标的 变化

输入 z A P第15 玩in 末
,

对照组的P茄和 PV R分别

由 2
.

魂。士 o
.

i 3 3 k P a 和 5
.

心7土o
.

Z I L / k P
a ·

m i n 增至

5
.

0 5土。一 o o k P a和 3
。
通7士。 。

Z I L / k P a .

口 i n ( P (

0
.

0 0 1 )
,

C O 由 5
.

2 5士 o
.

Zo L / m i n 降至 4
.

5 3士o
.

31 L /

m in (P < 。 .

05 )
。

白细胞减少组的P而和 P V R也分别

由 2
.

8 0士 o
.

1 3 s k P a和心
.
1 5土 o

.

s 5L / k P a
·

坦 i n 增 至

3
.

2 0土 0
。
1 3 3 k P a 和 5

。

1 7土o
.

3 5 L / k P a nt i n ( P <

。 .

05 ) , C O无显著变化
。

此后
,

两组的上 述 各指

标逐渐恢复至对照值水平 (表 2 )
。
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表 2 Z A P时 P诉
、

C O和 P V R的影响 (灭士 S E )

Z A P前
( m i n )

Z A P后 ( m i n )

1 2 0

组别

2
。

4 0

组
( n , 7 )

C 0
( L / m i n )

PV R
( L / k P a 一

m i n )

士 0
。

1 3 3

5
。
2 5

士 0
。
2 0

3
.
4 7

士 0
。
2 1

5
.
0 7

士 0
。
4 0 0 .些.

4
。
3 3 .

士 0
。
3 1

9
。

] 0仓*

士 0
。

1 2

2
.
6 7

士 0
。

1 33
2

。
5 3

士 O
。
1 3 3

一,

一。一一皿孙标一巧奸

5
。

3 2

土 O
。
3 5

4
。

土 O
。

9 5

2 9

对照

3
。

土 O
。

8 8

3 5

3
。

8 2

士 0
。

2 3

2
。
5 3

士 0
。

1 3 3

5
。

4 4

士 0
.

3 2

3
。

4 3

士 0
.
1 8

2 4 0

2
。
5 3

士 0
。

1 3 3

5
。

5 2

士 0
。

2 2

3
。

5 6

士 0
。

2 1

蹂
2

。

8 0

士 0
。

13 3

3
。

2 0

土 O
。

1 33二

2
。

士 O
。

5
。

士 O
。

2
。

6 7

士 0
.

1 3 3

2
。

6 7

士 0
。
1 3 3

2
。

5 3

士 0
。

1 3 3

C O

( L /m i n )

P V R
( L / k P a 一

m i n )

土 O
。

3 1 4
。

8 2

37 士 0
。

3 2

5
。

1 4

士 0
。

3 8

4
。

9 9

士 0
。

3 3

5
.

士 O
。

5 8

2 3

80133肠29

4
。

1 5

士 0
。
3 5

5
。

1 7 .

士 O
。

3 5

4
。

1 0

士 0
。

2 6

4
。

0 7 4
。

1 0 3
。
4 1

士 0
.

4 5 士 0
.

4 4 士 0
。

3 3

细白减胞少组

( . 二 了 )

注
:

给予 Z A P前后比较
: 全P ( 0

.

0 5

白细胞减少组的动物在注入抗体第 h4 末
,

各项

指标均有 不同程度 的改变
。

为减轻抗体 因素的影

响
,

我们在进行统计学处理昧 以各颇指标的增加

(或减少) 幅度 (观测值 /对照值 ) 进行两组间的

比较 (图 1 )
。

从图 1可见
,

在输人 Z人 P后
,

白细

抽入 2粉

一
对报组

, - -

一 白细饱减少组

肠 . P<二 01

.仓 P < 0
.

0 1 些全, P < o
。

0 0 2

胞减少组的 P而和 PV R 的增加幅度显著低于对照组

( P < O
。

0 1 )
。

三
、

肺淋 巴参数的变化

输入 Z A P第 15 m i n末
,

对照组的Q L和 L L P C均

显著增加
,

第 30 m in 末达高峰
,

分别由 3
.

94 士。 .

托

m l / h和 2
.

2 0士 o
.

i 4m l / h 增 至 s
。
3 4土 o

.

s 6 m l / h 和

5
.

5 7土 0
.

魂2也 l / h ( P < 0
.

0 0 1 )
。

L / P也在 3 om i n 末

显著升高 ( P < 0
.

0 5)
。

至第 4 h末
,

上述三项指

标仍显著高 于 对照值
。

白细 胞减 少组 的 Q L和

L / P
、

L L P C在输入 Z A P前后无显著改变 (表 3 )
。

输入 Z A P后
,

白细胞减少组的 Q L
、

L / P 和

L L P C的增加幅度均显著低于对照组 (图 2 )
。

~ · f 二
. - - ~ ~ 护 - · -一 - -

~
一一 -

一1

讨 论

大量的研究工作表明
,

血浆补体系统的

激活及其导致的 P M N s
的凝集

,

在肺损伤的

发生中起重要作用
。

为探讨急性肺损伤的共

同发病机制
,

我们选用酵母多糖作为血浆补

体系统的激活剂
,

复制出一种急性肺损伤的

模型
。

在输 入 ZA P 后
,
随着外周血 W B C 和

PM N
s
的急剧减少

,

动物的 P V R显著升高 .

{
并伴有Q L和 L L P C的增多

。

说明 肺 内液 体

交换的增加是肺小血管收缩引起的肺血管压

协

晰瞥
钧eegol ee叫川’-l101

.2乙卜卜叹(.盛翻\.称阵).古

(娜践翻\-班麟)“净̀

于一万一不扩一而一不
。 (

一 ;。 、

时闷

图 1 ZA P时 P琢和 PV R的影响
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表 3 Z A P对 Q L
、

Q /P和 L L P C的影响 ( x 士 S E )

Z A P前
( m i 。 )

ZA P后 ( m i n )指组 标别

:…
,口nóóCUónon曰ù

+一+一十一

Q L

( m l / il )

3
。
9 4

士 0
。
1 5

0
。
5 6

士 0
。
0 2

2
。
2 0

士 0
。
1 4

7
.

士 O
。

2 6

…8 0

8
.

士 0
。

6
。
8 7
…

士 0
。
5 6

Z d二
2 9

L / P

组
( n = 7 )

L L P C

( m l / h )

O
。

士 O
。

3
。

士 0
.

5 5 0

0 2 士0

对照

6 9 . * .

2 6

士; :

3 4

…
8 6

6 2 .

O2

5 7…
理2

0
。
6 1 .

士 O
。
0 2

4
。
1 7
…

士 0
.

3 5

6 2 .

O 2

1 4今
.

3 0

5
。
1 6

士 0 4 5

0
.

6 2 .

士 0
.

0 2

3
。
1 5二

土 0
.

2 3

tnU了,l勺̀11,Jl匕八UQL

( m l / h )

L / P

L L P C

( m l / h )

5 7通

士 0
。
2 6

0
。
5 4

士 0
。
0 2

5
。
8 0

士 0
。
2 2

0
。
5 4

士 0
。
0 2

6
.

1 ]

士 0
。
2 2

0
。
5 4

士0
。
0 2

5
。
8 4

士 0
。
2 9

0
。
5 4

士 0
.

0 2

5
。

47

士 0
。
2 9

0
。
5 3

士O
。
0 2

5
.

士 O
。

o
·

士 O
。

3
。
1 1

士 0
。
1 4

3
。
1 5

士 0
。

1 6

3
。
3 2

士 0
.

1 4

3
。

士 O
。

1 5 2
。
9 2 2

。
6 2

2 0 士 0
.

2 1 士0
.

2 7

细白胞减少组

( n 二 7 )

注
:

给予 Z A P前后比较二 P < 。 .

05 二 P < 0
.

0 2

… P < 0
.

0 0 1

轴入 ZAP 一
对照组

2
.

40

习
.

0 0

1
.

` 0

1
.

习O

0
.

8 6{
白细胞减少组

井 P ( 0
.

0 1

掩 务 P ( 0
.

0 0 1

2
.

80

2
.

40

2 00

1
.

`O

1
.

20

0
.

皿0

引起肺损伤 ( ` 。 ’ 。

为了进一步证实W B C和 PM N s
在急性肺

损伤 中的作用
,

我们以单用 Z A P组作为对照

组
,

另加一组先用抗体将体内W B C和 PM N s

减少后再输入 Z A P
,

比较两组的 P V R
、

Q L

及 L L P C 的 改 变 程度
。

结果表明
,

白细胞

减少组的山羊在输入 Z A P后
,

P V R及Q I
J

和

L L P C 的 增 加幅度均 显著低 于对照组
,

说

明W B C 确实参与 Z A P 导致的急 性肺损伤过

程
。

在注入抗体后
,

血中W B C和 PM N s
减少

的同时
,

也伴有血小板的减少
。

但体外血小

板与抗体凝集试验阴性
,

说明血小板减少并

非抗原抗体反应所致
,

而可能与聚集的W BC

的作用有关
。

为减 轻抗体所致的 W B C在肺

中的聚集及释放的活性物质的影响
,

我们从

主动脉而非静脉系统输入抗体
,

两组间比较

则以各指标的增加幅度为准
。

值得注意的是
,

在输入 Z A P后
,

白细胞

减少组山羊的 P V R
、

Q L 和 L L P C 仍 有 不同

程度的变化
,

是由于体内尚存的W B C被 Z A P

激活所致
,

还是W B C以外 的因素所致
,

有待

于进一步探讨
。

ē攀眼灰\理班澳à弓(划盛翻\攀砚陇à

山\曰

t - 一 一 一 一 ~ 一 一 ~ 一 ,

1 ` 0 1 2 0 1 8 0 2刁

时间

( . i n )

ǎ理盛翻\场阅展éà头曰司

图 2 Z A P时Q L
、

L / P和 L L P C的影响

力升高和肺 微血管壁 通透性 增高的 共同结

果
,

并提示这些改变可能与W B C和 PM N
s
的

聚集有关
。

有人认为外周血W B C和P M N s
的

减少是由于W B C和 PM N 。 在肺 中聚集 的结

果 .()
,

聚集的W B C 通过释放 各种活 性物质
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