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血管内皮细胞与白细胞粘附率的影响
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摘　要　观察活血化瘀注射液 (HH I- I)对细胞因子诱发的体外培养大鼠肺微血管内皮细胞与白细

胞粘附率的影响。结果表明肺微血管内皮细胞与含肿瘤坏死因子 (TN F - Α)、( IL - 1Β)培养基共同孵育

后, 可显著增加白细胞与内皮细胞的相互粘附作用, 与正常对照组相比, 有显著性差异 (P < 0. 01) ; 在培

养基中加入HH I- I或HH I- I含药血清后, 则粘附率明显降低 (P < 0. 01)。提示抑制白细胞内皮细胞的

过度粘附, 是活血化瘀重要的作用机理之一。
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　　白细胞尤其是中性粒细胞被认为与急性重型胰腺

炎 (SA P)时胰腺局部炎症的恶化和胰外器官损害的发

生有密切关系。白细胞内皮细胞粘附是白细胞经内皮

迁移游出, 在组织间隙募集 (recru itm ent)的关键步骤,

是白细胞导致组织破坏发挥病理效应的先决条件。活

血化瘀注射液 (HH I- I) 可改善大肠、胰腺血液的动力

学[ 1 ] [ 2 ] , 并证实与抑酶注射液 (YH I)合用能延长重型急

性胰腺炎家兔存活时间, 提高存活率[ 3 ]。我们已证实

HH I- I 能够明显减少 SA P 发生时肠系膜毛细血管后

静脉白细胞滚动、粘附的增加, 并使血流速度和壁切率

恢复正常[ 4 ]。在此基础上, 我们进一步观察了活血化瘀

注射液对细胞因子诱发的体外培养大鼠肺微血管内皮

细胞与白细胞粘附率的影响。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器和试剂

倒置显微镜 (T E300, N ikon) , CO 2 培养箱 (美国)。

NM EM öF12 培养基 (Gibco ) , 特优级胎牛血清

(H iclon) , 胰蛋白酶 (Sigm a) , r IL - 1、r TN F - Α(北京

帮定生物医学公司) , 高分子右旋糖苷 (D extran500,

Sigm a)其他常用试剂均为国产分析纯。

HH I- I 由本所药厂制备, 3% 溶液浓度相当中药

成分 100%。复方丹参注射液由上海第一生化制药公

司生产, 批号 971002。

1. 2　大鼠肺微血管内皮细胞的分离和培养

参照Chen
[ 5 ]的方法进行, 并稍加改进。

取全重约 150 g 的健康W istar 大鼠 (军事医学科

学院四所) , 雌雄不限。大鼠以 10% 乌拉坦腹腔注射麻

醉, 10 m lökg 体重, 同时腹腔注射肝素纳 3000 U。仰卧

位固定, 无菌条件下颈动脉放血处死。打开胸腔, 从右

心灌注D - H anks 液至双肺发白。取出肺脏置D -

H anks 中。以下工作在超净工作台内进行。充分冲洗肺

脏剥去脏层胸膜, 切取周边不含大中血管的肺组织, 切

割至 1 mm
3 左右大小的组织块,D - H anks 液 3～ 5 次,

100 目尼龙网过滤。用吸管将肺组织块均匀种于 25

cm
2 的塑料培养瓶 (N unc) 中, 15～ 20 块ö瓶。瓶底超

上, 置 37℃、湿度为 95%～ 100%、5% CO 2 培养箱内孵

育 1. 5～ 2 小时, 小心加入含 20% 胎牛血清、100 U ömL

青霉素、100 ΛgömL 链霉素的DM EM öF 12培养基, 重置

培养箱内静置培养, 60 小时后, 弃组织块, 继续培养。2

～ 3 天换液 1 次。第 2～ 3 周绝大部分细胞单层汇合时,

用 0. 08% 胰蛋白酶消化后按 1: 2 传代。第三代细胞进

行实验。
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1. 3　大鼠外周血白细胞悬液的制备

健康W istar 大鼠, 无菌心脏取血, 肝素抗凝, 按体

积比 1: 1 加入无菌的 6% 分子量为 50 万的右旋糖苷

(D extran500)生理盐水溶液, 反复翻覆 40 次, 使其混

匀; 竖直静置于 37℃温箱内使其沉降。10 分钟后可见

清晰分层, 以吸管小心吸取上层富含白细胞的血清, 其

余部分继续沉降, 出现清晰分层后即可吸取上清, 如此

沉降 1. 5 小时, 将富含白细胞的上清收集于离心管,

1500 转ö分, 离心 10 分钟, 弃上清。加入 8 m l 冷三蒸

水, 轻轻混匀, 使红细胞被低渗破坏, 1 分钟后加入 2

m l4. 5% 氯化钠溶液, 轻轻摇匀。以生理盐水洗 2 次,

1500 转ö分, 离心 10 分钟; 用含 20% 胎牛的血清的

DM EM öF 12制成 1×106 个白细胞öm l 细胞悬液, 经常

规台盼蓝检查活细胞> 95% 者备用。

1. 4　HH I- I 含药血清制备

健康W istar 大鼠 5 只, 体重 250- 300 g, 雌雄不

限。经颈静脉输入 3% HH I- I3 m lö小时, 连续 3 小时。

0. 5 小时后, 心脏采血, 制备血清, 56℃灭活 0. 5 小时,

低温冰箱保存备用。

1. 5　白细胞与内皮细胞粘附实验

1. 5. 1　实验分组　TN F- Α组: 培养基中加入 TN F-

Α, 终浓度 1000 U öL ; TN F- Α+ HH I- I1)组: 培养基中

加入HH I- I, 终浓度 60 ΛL ömL ; TN F - Α+ HH I- I2)

组: 培养基中加入 HH I- I 含药血清, 终浓度 10% ;

TN F - Α+ 丹参组: 培养基中加入复方丹参注射液, 终

浓度 60 ΛL ömL ; IL - 1 组; 培养基中加入 IL - 1, 终浓

度 100 U ömL ; IL - 1 + HH I- I1) 组: 培养基中加入

HH I- I, 终浓度 60 ΛL ömL ; IL - 1+ HH I- I2)组: 培养

基中加入 HH I- I 含药血清, 终浓度 10% ; IL - 1+ 丹

参组: 培养基中加入复方丹参注射液, 终浓度 60 ΛL ö

mL ; 以上各组培养基中均含有 10% 胎牛血清, 并以不

含药大鼠血清调整血清终浓度为 20%。空白对照组:

培养基中加入 10% 不含药血清, 10% 胎牛血清。

1. 5. 2　粘附实验[ 5 ]培养的肺微血管内皮细胞按 1×

105öm l 浓度接种于 96 孔板 (100 Λlö孔) , 37℃, 湿度为

95% - 100%、5% CO 2 培养箱内培养至生长融合后,

倾去培养基, 分别按上述分组处理, 每组 6 复孔, 12 小

时后倾去培养基, 用 37℃预热的D - H anks 液小心冲

洗 2 次, 然后以 100 Λlö孔的量将白细胞悬液加入 96 孔

培养板中, 置 37℃, 湿度为 95% - 100% , 5% CO 2 培养

箱中孵育 1 小时, 小心吸出未结合的白细胞悬液, 光镜

下计数, 以加入和吸出白细胞的量之差计算白细胞粘

附的值, 每个样本计数 3 次, 取平均值。粘附率按以下

公式计算:

细胞粘附率= (加入的白细胞计数值- 未粘附细

胞计数值) ö加入的白细胞计数值×100%

1. 6　统计方法

方差分析, F 检验, 两两比较, u 检验。

2　结果

2. 1　肺微血管内皮细胞的培养

60 小时弃组织块时, 接种的肺组织块周围可见大

量内皮细胞生长, 2～ 3 周单层汇合。细胞主要呈现多

角形、短梭形, 铺路石状排列, 分裂相细胞呈现类圆形,

单层贴壁生长, 表现出接触抑制现象, 即细胞完全单层

汇合后停止分裂。

内皮细胞特异性抗原 (PECAM - 1) 染色, 细胞浆

阳性着色。

2. 2　白细胞与内皮细胞粘附率

肺微血管内皮细胞与含 TN F - Α、IL - 1Β的培养

基共同孵育后, 可显著增加白细胞与内皮细胞的相互

粘附作用, 与正常对照组相比, 有显著性差异 (P < 0.

01) ; 在培养基中加入HH I- I 或HH I- I 含药血清后,

则粘附率明显降低 (P < 0. 01) ; 在培养基中加入复方

丹参注射液, 虽然也可以降低粘附率 (P < 0. 01) , 但其

作用不如HH I- I 明显 (P < 0. 01)。表 1

表 1　各组白细胞与内皮细胞粘附率比较

组别 n 粘附率 (% )

正常对照组 6 12. 72±1. 91

TN F- Α组 6 32. 53±3. 223 3

TN F- Α+ HH I- I(1)组 6 16. 27±1. 803 △△

TN F- Α+ HH I- I(2)组 6 17. 23±2. 483 △△

TN F- Α+ 丹参组 6 24. 81±2. 023 3 △△▲▲

IL - 1 组 6 31. 89±4. 353 3

IL - 1+ HH I- 1 (1)组 6 17. 27±2. 053 △△

IL - 1+ HH I- 1 (2)组 6 18. 22±2. 663 3 △△

IL - 1+ 丹参组 6 24. 4±2. 63

　　3 与正常对照组相比 P < 0. 05

3 3 与正常对照组相比 P < 0. 01

△△与相应模型组相比 P < 0. 01

▲▲与HH I- I组相比 P < 0. 01

3　讨论

目前在有关细胞因子对内皮细胞表达的粘附分子

的调控研究, 绝大部分是在人脐静脉等大血管内皮细

胞上进行[ 5 ] , 但由于白细胞内皮细胞粘附主要发生在

微血管, 而大血管内皮细胞与微血管内皮细胞在生物
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学及对各种物质的反应性均不同[ 6 ] , 培养人脐静脉内

皮细胞用于研究炎症介质及细胞因子对粘附分子的调

节, 能否反映微血管内皮细胞对炎症介质及细胞因子

的反应特征, 目前仍有争论。而且不同部位微血管内皮

细胞的生物学形状也不尽相同, 这就要求我们要根据

自己的研究目的, 选用比较合适的细胞模型。

肺微血管内皮细胞的体外培养在技术上一直比较

困难。95 年Chen
[ 5 ]等建立了肺周边组织块法, 用于培

养肺微血管内皮细胞, 不但大大地简化了肺微血管内

皮细胞的培养, 而且避免了在细胞分离过程中的机械

或化学损伤, 提高了培养成功率。该方法主要根据细胞

从组织游出的时间差来分离内皮细胞, 组织块培养过

程中, 最早游出的是血细胞, 以后为内皮细胞, 60- 70

小时以后主要是成纤维细胞, 只要掌握好组织块去除

时间 (60- 70 小时) , 就能够获得纯度较高的内皮细

胞。我们对该方法稍微进行了改进, 首先, 将大鼠处死

后, 经右心用D - H anks 液进行肺循环灌注, 清除了肺

循环中滞留的血液, 避免了培养过程中血细胞对内皮

细胞的影响, 很大程度上提高了培养成功率; 另外, 增

加了组织块接种数, 由报道的每 45 cm
2 接种 10 块增加

到每 25 cm
2 接种 10- 20 块, 使获得的细胞数明显增

加。

TN F - Α、IL - 1Β是 SA P 病理生理过程中的炎性

细胞因子, 在 SA P 由局部损害向全身并发症进展过程

中起重要作用[ 7 ]。有研究表明, 复制A P 模型后 30 分

钟, 胰腺就有明显的组织学改变, 其中腺泡细胞 TN F

- Α、IL - 1Β表达明显升高[ 8 ] , 且细胞因子释放到血循

环后, 在肺、脾、肝中迅速升高, 并发全身性炎症反应综

合性 (S IR S) , 最终导致多脏器功能衰竭 (M O F ) [ 9 ]。

TN F - Α、IL - 1Β作用机制之一就是上调粘附分子的

表达, 从而促使白细胞内皮细胞粘附、跨内皮迁移, 引

起毛细血管通透性增加及组织损害[ 10 ]。

鉴于 TN F - Α、IL - 1Β在 SA P 中的重要作用及成

人呼吸窘迫综合征 (A RD S) 在 SA P 并发症中的地位,

我们观察了HH I- I对 TN F- Α、IL - 1Β诱发体外培养

大鼠肺微血管内皮细胞与白细胞粘附率的影响。结果

表明, TN F - Α、IL - 1Β处理内皮细胞, 显著增加白细

胞内皮细胞的粘附率, HH I- I 能显著降低 TN F - Α、

IL - 1Β引起的白细胞内皮细胞的粘附率。HH I- I 是

我们从治疗胰腺炎有效方剂中的活血化瘀中药中筛选

出的疗效最好的中药制剂, 我们已证明 HH I- I 能抑

制 SA P 大鼠在肠系膜毛细血管后静脉白细胞内皮细

胞的过度粘附, 结合本实验结果, 进一步说明抑制白细

胞内皮细胞的过度粘附是活血化瘀中药的作用机理之

一。
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