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从细胞的氧化代谢反应观察

烧伤对中性粒细胞杀菌功能的影响

黄文华 吴 军正 胡祖 祥 钟力华 冯 素珍

黎 鳌 姜坤元 (第一附属医院 烧伤中心 )

〔第一附属医院 免疫实验窒 )

提 要 烧伤后机体免疫防御系统受到损害
,

中性粒细胞也同样受到 影 响
,

但在抗感染中它

占有重要地位
,

为此
,

深入了解其在伤后的功能状态很有 必要
。

本实验通过 月 么O : 释放和碘化反

应两种测定细胞氧化代谢反应方法
,

观察中性粒细胞的杀菌功能
。

从 呼吸 道烧伤大和烫伤大鼠二

个烧伤实验模型中所得初步印象均说明
,

在伤后第一周内细胞的氧化代谢反应呈 现 明显的逐渐减

弱现象
,

即杀菌能力受到抑制
。

另外
,

更从直接杀伤酵母菌的实验中也得到相同的 印 象
。

为了辨

明杀菌能力受损的原因
,

是由于伤后血中出现的抑制因子
,

还是细胞本身 受 损
,

又进一步观察了

血清因素的影响
。

结果伤犬血清对正常中性粒细胞有抑制作用
,

说明血清抑制因素是存在 的
。

但

正常血清不能明显改善伤犬细胞受抑的氧化代谢反应
,

说明血清因素不是唯一 的原因
,

细 胞本身

也因烧伤的影响而受到损害
。
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在烧伤后机体防御系统功能受抑的情况

下
,
作为其组成部份之一 的 中 性 粒 细 胞

( PM N ) 也 同样受到影响
。

由于 它 处于抗

感染第一线
,
其功能状态在控制烧伤感染中

至关重要 ( , 一 “ ,
。

所以深入探明它在伤后的变

化有一定的实际意义
。

我们以检测细胞 的氧

化代谢反应
,
用于观察 PM N 在 实 验动物烧

伤后细胞内杀菌能力的动态变化
,

并对血清

因素的影响进行了探讨
。

实 验 方 法

一
、

实验动物模型
1

.

蒸气呼吸道烧伤及复合体表烧伤犬实验模

型
:

杂种犬在硫苯妥钠轻度麻醉下
,

经气管插管后

通以 1 10 ℃蒸气 3 秒钟
,

气管内最高温 度 99 ℃ ,

维

持9 0℃以上时间为 3 秒
,
5 0℃以上为 20~ 2 7秒

。

如

再复合体表烧伤
,

则于呼吸道烧伤后
,

立即在背部

以燃烧凝固汽油造成占体表面积 3。夕百的 l “ 烧伤
。

由于麻醉较浅
,

一般于致伤后很快苏醒
,

于伤 后 6

小时后开始喂食时
,

大多均能自行进食
,

拒绝进食

者给以基础水份 ( 4 om l / k g )
,

实验动物分为两组
:

( 1 ) 单纯呼吸道烧伤 (单呼组 )
:

体 重 1 3
.

0 1士

1
.

7 k g
,

共 15 例 , ( 2) 呼吸道烧伤复合体表烧伤 (复合

组 ) :

体重 n
.

8士 。 .

s k g ,

共 10 例
。

均于 伤 前
、

伤

后 6 小时
、

1
、

2
、

3
、

5和 7 天采集血标本供检测
。

2
.

大鼠烫伤创面感染实验模型
:

大白鼠 (体

重 200 ~ 2 5 0 9 )在戊巴比妥钠麻醉下
,

在去除 毛发的

背部造成占体表面积 3。%左右的 1 . 烫伤 ( 9。℃水温

12 秒 )
。

伤后立即给予腹腔注射生理盐 水30 m l / k g
。

伤后 2 小时内在焦痴上均匀涂布经 18 小时培养的绿

脓杆菌 (1 。叮m l)
。

伤后 单 笼 饲养
,

自由进食
。

实验分为两组
:
一为致伤组

,

另一为对照组
,

即不

烫伤不涂菌
,

其他处理与致伤组完全 相同
。

两组动

物按随机分配
,

分别 于 伤 后 1
、

4 和 7 天 活杀
,

收集血液以肝素抗凝供分离 P M N之用
。

二
、

P M N 细 胞乳化代谢反应的测 定

1
.

过氧化氢释放法 : 基本按照 iP
c k 等 “ )方法

稍加改进
。

原理是当细胞膜受刺激后
,

细胞内氧耗增

加
,

产生过氧化氢 ( H :
( ) : )

,

并部份地释 放 至细

胞外
。

即以测定释放的H : O : 量 表明氧化代谢的增

强或减弱
。

H : O : 的测定是利用在过氧化 物酶 的作

用下
, H : O : 使酚红氧化发生色泽变 化 (此时 酚红

颜色的变化不是由于酸碱度的改变
,

而是由于被氧
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2 0 4

化 )
。

在强碱性溶液中呈 紫 色
,

色 泽 的 深 浅与

H Z ( ) 2量成正 比
。

测定的方 法 是 取 肝 素血
,

经含

N H ` C l的缓冲液处理以去除 R B C 后
,

制成 P M N悬

液
,

加给用 I g G 致敏的胶乳颗粒作为膜刺激剂
,

再

加给酚红
、

辣根过氧化物酶
、

叠氮钠
、

血清
、

葡萄

糖和磷酸盐缓冲盐液配制的试剂
,

混匀后 37 ℃培育

30 分钟
,

离心取上清
,

加 N a O H 使 之 碱 化 后
,

在

6 1 o n二波长记取光密度
。

以已知浓度经过标定的标

准H : 0 2

作一系列稀释
,

按 L述方法
,

但不加给 I g G

致敏的胶乳颗粒
,

求得光密度后绘制标准 曲线
,

据

此得出待测 P M N释放 H 2 0 2
的量

,

并 I议 H 2 0 : n
M /

5 x l o 6 P M N / 3 0分钟表示结果
。

2
.

碘化试 验
:

基 本 按 照 P e r ie ar 等询的方

法
。

其原理是
:

在 P M N 吞噬过程中
,

溶酶体中的

髓过氧化物酶
、

氧化代谢反应产生 的 H ZO Z 、

再加

上卤素离子 (如碘 )
,

构成一杀菌系统
。

故从细胞

摄入碘量的多少可以测定 P M N的氧化代 谢 功 能
。

测定的方法系用聚蔗糖
一

泛影脯胺 配制的梯度细胞

分离液
,

自肝素血中分 出 P M N
,

制成悬液
,

加给

热处理并经洗涤的酵母菌作为被吞噬的异 物
,

一定

浓度的 1 “ “碘 ( N a 主“ `助 以供给卤素离子
、

豚鼠血清

等
,

37 ℃培育 1 小时
,

然后洗去游离的碘
,

用二 2 “ I放免

测量仪记数被细胞摄入碘的放射活性
,

根据Na l的浓

度
,

按下式计算 1。“ P M N 摄入的碘量
。

I (摄入 ) ( n M / I O 6 P M N )

_ 测定管住卫望2二空自管丝P里 )

后
,

用关兰染色法计数死菌数
, :长得 目然死亡率

,

然后加干自肝素血巾分出的一定数 目 的 P M N 中
,

3了℃培育 1小时后
,

以去氧胆酸钠破坏细 胞
,

再用

美兰染色
,

计数至少 50 。个细菌
,

求得死菌百 分数
。

以同样处理但未加 P M N 的酵母菌作 为对照
。

在扣

除自然死亡率后
,

以测定管减去对照管的 死菌率
,

即为被 P M N杀灭的酵母菌百分数
。

四
、

血清因素的观察 在测定 H
Z ( ` : 释放

的试验中
,

对致伤动物 P M N的测定
,

除 用 自身血

清外
,

也用正常血清 , 此外
,

更取正常 动物 P M N
,

分别用致伤动物血清和 自身 (正 常 ) 血 清 同 时测

定
。

目的在于分别观察正常血清对致伤动物 P M N

和致伤动物血清对正常 P M N的影响
。

五
、

统计学处理 所得数据均经 统计学处

理
,

以 t检验及方差分析
,

对组内和组间差 异 的显

著性进行分析
。

实 验 结 果

一 总放射活性管 c( p m )

x N a l ( n入生/管)

三
、

P M N杀伤酵母菌的测 定 基 本按 照

W oo d 等 ( 6) 的方法
,

但改白色念珠 菌为酵母菌
。

即

将培养于沙保罗 氏培养基 3 至 5 天的酵母菌经洗涤

一
、

从 H
:
0

:

的释放观察烧伤衬 P M N细

胞内杀菌能力的影响

实验是在呼吸道烧伤犬中进行的
,
结果

见表 1 所示
。

单呼组 伤 后 早 期 ( 6 小时 )

PM N的氧化代谢
,

可能因创伤刺 激 而 一度

出现被激活现象
,

表现在 H
:
O

:

的 释放较伤

前 明 显 增 多 ( P < 0
.

05 )
夕

约 为 伤 前 的

1 3 0
.

3 %
。

此后缓慢 下 降
,

伤后 5 和 7 天时

分别为伤前的 7 7
.

9%和 7 6
.

0%
,

显示氧化代

谢有明显受抑现象 ( P < 0
,

05 )
。

复合 组的

表 1 呼吸道烧伤 犬伤后 中性拉细胞 的氧化代谢 ( H
Z
O

:

释放 )

一

一
-

冲 . . . . . . . . . . . .

伤 后 时 间
组别 伤前

3 天 5 天 7 天

单呼组

复合组

2 7
.

1士

2 4
.

7士

1
.

8
.

3 5
.

3 士3
.

2 (
“
) 2 6

.

7士 2
.

6

0
.

8 3 0
.

2士 4
.

6 2 7
.

3士 2
.

0

2 3
.

0士 1
.

2 2 2
.

7土 2
.

2

2 6
.

6士 2
.

0 2 0
.

8士 1
.

2 (
a )

2 1
.

1士 1
.

8 (
. )

1 8
.

7士 1
.

6 ( b )

2 0
.

6士 1
.

2 (
. )

2 0
.

7士 0
.

8 (
. )

. H : O : n入I / s
x i o e P M N / 3 0分钟士 S E

t 检验
:

与本组伤前比
,

P 值 : ( a ) < 0
.

0 5 ; ( b ) < 0
.

0 1

变化规律与单呼组相似
,

但可能由于伤情较

重
,

故早期 H
Z
O Z
释放虽也有增多

,

然而与

伤前比较差别尚不够显著
。

而且伤后受抑现

象提早于伤后 3 天即 已明 显 不 同 于 伤 前

(P < 0
.

05 )
。
5 天时继续下降

,

差别 更趋明

显 ( P < 0
.

0 1)
。

7 天时差别仍 显 著 (P <



2 0 5

。
.

05 )
。

单呼与复合两组间虽有上述不同之 样看到伤后 P M N氧化代 谢反应受抑现象 (见

处
,

但总的变化趋势一致
,

丧现在两组间相 表 2 )
。

伤后第一天致伤组与对 照 组 动 物

互比较 (方差分析 ) 无统计学差异
。

P M N的碘化反应能力尚无显 著 差 别
。

但伤

二
、

从碘化反应观察烧伤对 P M N 细 胞 后 4 和 7 天时
,

致伤动物摄入碘的能力明显

内杀菌功能的影响 受抑
夕

与对照组相 比 P 值分 别 为 < 0
.

01 和

从大 鼠烫伤和创面感染的实验中
,

也同 < 0
.

0 0 1
。

表 2 烫伤 大 鼠伤后 中性拉细胞的氮化代谢 。酬七反应 )

伤 后 时 间
组 别

—
-

一一一
-

一一一—
-

一一一
- 一

--

—
- - -

一 一 -
- -

一一一 -

一
-

一 一 一 -
一一一

1 天 4 天 7 天

对照组 0
.

1 8士 0
.

0 2
`

( 9 ) ” 0
.

2 1士 0
.

0 3 ( s ) 0
.

3 1士 0
.

0 2 ( 2 2 )

致伤组 0
.

1 9士 0
.

0 4 ( 1 3 ) 0
.

1 1士 0
.

0 2 ( 1 0 ) 0
.

1 2士 0
.

0 2 ( 1 2 )

t 检验 P 值 N S < 0
.

0 1 < 0
.

0 0 1

.

1 (摄入 ) n M八 o . P M N 士 S E

帝 .

括号内为例数

三
、

烧伤后 P M N杀 灭酵母菌能力的观察

为了配合上述从 氧 化 代 谢 反 应 观 察

P MN 杀 菌 功能的实验
,

在呼吸道烧伤犬还

直接观 测 了 P M N杀灭酵母菌能力的变化
。

从 图 1 同样可 以看 到 被 P M N杀灭 的死菌百

ǎ%。。洲坦只福二à

攀俐公长冲绍哥扭限

伤后天数
图 1 呼吸道烧伤犬 P M N杀伤酵母菌能力的变化

·

—
·

单呼组
。

一一一
,

复合组

分数呈现逐渐下降趋势
J

也同样表现出在单 从表 3 中可见正常犬的P M付在 自家 ( 正常)

呼组和复合组间无 明显差别
。

显示与上述氧 血清的存在下
,

释放 H
Z
O

:

的量 比较恒定
。

化代谢反应的一致性
。

而伤犬血清对正常 P M N 的 H
2
0

2

释放却有抑

四
、

血清 因素对 P M N 杀 菌功能的影响 制作用
。

尤其是在伤情较重的复合组作用更

关于血清因素的影响是在测
、

定 烧 伤 犬 为明显
,
自伤后早期 ( 6 小时 ) 已显著不同

PMN释放 H
2
0

2

的同时
,

分别对正常血清能 于正常血清 ( P < 0
.

01 ) ;
直至伤 后 5 天抑

否改善伤犬 PM N的变化
,

以及伤犬血清是否 制作用仍明显存在
; 即或至观察终止时 ( 7

对正常P M N产生影响
,
两方面进行探讨的

、

天 )
,

虽 P 值不够显著水平
,

但也仍有别于



2 0 6

表 3

血清来源
-

- -

一一
-

-一
一

6
。

不同血 清对正常犬 PM N释放H
:0

2

的影响

伤

1 天 2 天

后 时 间

3 天 5天 天 7

单呼组伤犬

正常犬

复合组伤犬

正常犬

3 3
.

0士 6
.

9
今

2 5
.

6士1
.

4

2 7
.

6士 1
·

o 。 )

2 2
.

4士 0
.

8

2 1
.

6士 1
.

2 7
.

6士2
.

1 9
.

4士 1
.

2 3
.

2士2
.

9 1 9
.

4士 1
·
1 (。 )1 8

·

1 2 3
.

2士 1
.

2 2 1
.

1 8 6
.

0士 1
·

7 (。 )1 7
·

2 2 5
.

0士 1
.

62 4
。

8士 1
·

61 8
·

8 士2
·

7 (. )2 0
·

2 士2
·

o

4士2
.

4 2 5
.

8 士1
.

1 2 3
.

6土1
.

1

8 士0
·

7 (。 )1 7
·

4 士1
·

4 (. )2 0
·

o 士 l
·

4

8士1
.

3 2 2
.

2士1
.

3 2 3
.

2 士1
.

3

带H : O: nM / 5x o i 6 PM N / 50分钟士S E

亡检验
,

同一时相内不同血清相比 P值 : ( a ) < 0
.

0 5 ; ( b ) < 0
.

0一; ( c ) < 0
.

0 0 1

正常血清
。

单呼组可能伤势较轻
,

故其血清

的抑制作用也较复合组为弱
,
而 且迟至伤后

第二天其抑制作用方使 H
:
0

2

的释放显著低

于正常血清
。

另一方面
,

对 比表 4 中的伤犬

表 4 不同血清对呼吸道烧伤 大 P M N释放 H : 0
2

的影响

伤 后 时 间

血清来源
-

一一— 一
-

一—
- - --

一
- - - - -

-
-

- -

—
一 一

一 —
一

- - -
一一一一

6
“

1 天 2 天 3天 5天 7 天

单呼组伤犬 3 5
.

3士3
.

2
.

2 6
.

7士 2
.

6 2 3
.

0士 1
.

2 2 2
.

7士 2
.

2 2 2
.

]士 2
.

8 2 0
.

6士 2
.

2

正常犬 5 4
.

4士 1 3
.

6 3 5
.

0士5
.

3 2 2
.

0士 1
.

4 2 4
.

8士 2
.

3 2 1
.

1士 1
.

2 2 1
.

4士 1
.

6

复合组伤犬 3 0
.

2士 4
.

6 2 7
.

3士 2
.

0 2 6
.

6士 2
.

0 2 0
.

8士 1
.

2 1 5
.

7士 1
.

6 2 0
.

7士 0
.

8

正常犬 2 4
.

8士 2
.

9 3 3
.

4士 3
.

5 2 6
.

8士 3
.

6 1 8
.

8士 2
.

2 2 0
.

6士 ]
。

6 2 0
.

0士 2
.

3

. . . . . , 暇 , ` . ,

-
臼. . . . . . 曰. . . . . . . . 口口. .

一
~ 上

一
. `

一一一一
~

一
开

·

~ 旧

一
一 . 口冲

. H : 0 : n M / s x i o 6 P M N / 3 0分钟士 S E

血清与正常血清对伤犬 PM N的 H
2
0

2

释放
,

后者虽使之稍有增多
,

但改善甚微
,

无统计学

意义
。

说明正常血清不能改变烧伤对 PM N 所

产生的影响
。

再者
,
从大鼠烫伤后碘化反应

渐趋减弱也可以看到是烧伤导致 PM N 本 身

受损的结果
。

因为碘化试验中的 P M N 是 经

过分离和洗涤
, 已排除了 自家血清的存在

。

可 自行或通过超氧 化物歧化酶的作用还原成

过氧化氢 ( H
:
0

2
)

,

后者又可生成 氢氧 自

由基 ( O H )
,

这些氧的还原产物均具有杀

菌能力 (见图 2 )
。

其中 以 H
Z

O
:

最 为 重

要
,

一是比较稳定
,
再者不仅本身具有杀菌

作用
,

而且在有卤素离子 (如 I , C )I 存 在

讨 论

众f

、、、、ltn甲

、、林
中性粒细胞对被吞噬细菌的杀灭可分为

二个系统
,
一是依赖氧

,
另一是不依赖氧

。

占主要地位的是前者
,

其杀菌过 程 大致 如

下
:

即当 P M N 胞膜受到刺激时 (如吞噬细

菌 )
,
可导致细胞内氧化代谢反应增强

,
氧

耗增加
, 同时产生一系列氧 的还原产物如

:

单线态氧 ( S i
n g l

e t O : v g e n , ’
0万 )

、

超氧阴

离子 ( S u p e r O x id e ,
O )

,
`

歹此物不稳定
,

叮
图 2 P M N氧化代谢反应的一系列氧还原六物

M P O (髓过氧化物酶 )

S O D 〔超氧化物歧化酶矛
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时
,

参与髓过氧化物酶 ( M P O ) 的 杀 菌 作

用
,

使被吞噬的细菌碘化而杀灭之
` , )

。

本文所

采用测定 P M N氧 化代谢的二种方法
:

一是测

定P M N在吞噬杀菌过程中释放的 H
2
0

2 。

由

于 H
:
O

:

除在细胞内的吞噬溶酶体 ( p h ag
。 -

ly so s o m e ,

由被吞异物和溶酶体 互 相 融 合

而成 ) 内杀伤细菌外
,
部份地被释放至细胞

外 (约 10 ~ 1 5% ) ,
测定此 被 释放的H

Z
O

Z

量可以说明细胞的杀菌活性
。

虽然酚红氧化

法敏感性较差
,
但从测得的结果来看

,

仍显

示出中性粒细胞杀菌功能在伤后有所下降
`

另一是利用同位素
` “ “

I测定 P M N在吞噬杀菌

过程中摄入的碘量
,

即通过在 M P O作用下的

碘化反应观察细胞的杀菌能力
。

我们借助于

这二个不同的测定方法
,

在二个不同的实验

性烧伤模型中
,
都显示中性粒细胞依赖氧的

杀菌能力在伤后第 1周内呈现逐 渐 减 弱 现

象
。

从细胞直接杀灭酵母菌的实验也证实杀

菌能力确实降低了
。

这都说明烧 伤使 PM N

的杀菌能力受抑
。

不少作者对这一论点也是

持肯定意见的山
8〕。

最 近 A l l e n 等 s() 曾以化

学发光法 ( C h
e m i l u m i n e s e e n e e

) 观测到烧

伤面积 > 40 %的患者较正常人以及烧伤面积

< 10 %者的氧化代谢活性偏低
。

再者
,

呼吸

道烧伤犬实验 中的单呼组和复合组
,
伤情虽

有轻重
,

但 P M N 氧化代谢反应受抑制的情

况两组间无明显差别
,

只是程度上稍有不同

而 已
。

说明烧伤后杀菌能力受抑较甚
,

既或

伤情较轻者也同样受害
。

关于血清抑制因子的存在与否
、

来源于

何处
、

其理化特性等问题
, 目前意见尚未统

一 (“ 一 “ )
。

从本实验的结果看
,

伤犬 血 清 能

抑制正常 PM N 的 杀菌能力
,
且与伤情轻重

有一定关系
,

说明血清因素是存在的
。

但正

常血清对改善伤犬 P M N 受 抑的氧化代谢反

应其作用甚微
。

而 且经过分离和洗涤
,
去除

了 自身血清的烫伤大鼠其 P N M 的碘化反应

在伤后仍呈现受抑现象
。

这都说明导致烧伤

后 P M N 杀 菌能力减弱
,

血清抑制因子虽是

原因之一
,
但不是唯一的原因 (除血清因子

外
,
尚有抑制性 T细胞的作 用

,

本 文 未 涉

及 )
。

看来 P M N本身受烧伤 影 响而发生改

变也是存在的
。

D on
a行等 〔’ “ )也 有与我 们 的

意见相 同的报导
。

据此当考虑改善 P M N 的

功能时
,

应顾及细胞本身受损与血
.

清抑制因

素这两方面
。
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