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摘!要!目的!体外复制细胞炎性损伤模型用于体外炎症研究" 方法!将人脐静脉内皮细胞-CaW(2.培养后分组!用不

同浓度-&#&I'#'#'&#%&

1

*LT7.的脂多糖-_O..刺激!在不同时间点-H#'%#%H#HF^.收样品!检测细胞上清中的白介素 PG-]_PG.

水平" 结果!每个时间点的 CaW(2(_O.-&I'#'#'&#%&

1

*LT7.比 _O.-&

1

*LT7.刺激后 ]_PG 分泌明显增高-)s&I&E.)HF^ 内随

时间增加!]_PG 分泌增加!呈线性关系)相同时间点不同 _O. 浓度-&I'#'#'&#%&

1

*LT7.刺激细胞产生的 ]_PG 分泌差异无统计

学意义-)r&I&E." 结论!体外 _O. 刺激 CaW(2是理想的细胞炎性损伤模型"

关键词!细胞炎性损伤模型!脂多糖!白介素 PG

V*@'$98*H>):@<=6)99N:=9'>>'@<&; N:G7&; 0<C)98:(8@&<E,

*#+, 0.+#!-.#+, A'+,!*#+, 3.+,M'2! &>!+ 3.#'$.+!Z'+, A!M2! -.+

B#+,7.+,4U>!J.$."#%M@!+!%#$A'<6."#$'8B!.C.+,!B!.C.+, DEENEE!&>.+#
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-_O. .I/,77:?,-,2577,/;,R 3;R+88,-,);;+T,D5+);:-H!'%!%H!HF^.3)R +);,-7,6S+) PG -]_PG. 7,<,7:58/,77:6D,-)3;3);?,-,R,;,/;,RI

")*79@*!CaW(2+) 3)A;+T,D5+);:(]_PG :,/-,;+5) 58R+88,-,);/5)/,);-3;+5) 58_O.-&I'!'!'&!%&

1

*LT7. ?3::+*)+8+/3);7Â +*̂,-;̂3)

;̂,),*3;+<,/5);-57-&

1

*LT7. -)s&I&E.IẐ,:,/-,;+5) 58]_PG +)/-,3:,R 7+),3-7A?+;̂;+T,+) HF^I=5:;3;+:;+/377A:+*)+8+/3);R+88,-U

,)/,:+) :,/-,;+5) 58]_PG :;+T673;,R bAR+88,-,);/5)/,);-3;+5) 58_O. -&I'!'!'& 3)R %&

1

*LT7. 3;;̂,:3T,;+T,-)r&I&E.I6<:297[

*8<:!CaW(2:;+T673;,R bA_O. +:3/,77+)873TT3;5-A+)m6-AT5R,73<3+73b7,+) <+;-5I

4); D<&C*!2,77+)873TT3;5-A+)m6-AT5R,7) _O.)]_PG

!!急性呼吸窘迫综合征 -3/6;,-,:D+-3;5-AR+:;-,::

:A)R-5T,!M>9..是严重威胁人类生命的一个常见的

呼吸科急危重症!其发病的基本机制是机体在各种损

伤因子的诱导下发生的以肺血管内皮为主要靶点的

炎性反应" 血管内皮细胞 -<3:/673-,)R5;̂,7+37/,77!

W(2.在血管通透性屏障#免疫防御及炎症反应中起

着极其重要的作用
/'!%0

" 能够合成并分泌多种活性

因子!其中白介素 PG-+);,-7,6S+) PG!]_PG.#细胞黏

附分子 P' - ;̂,+);,-/,77673-3R^,):+5) T57,/673-P'!

]2M1P'.较有代表性!而 ]_PG 则被认为是内皮炎

症反应的最佳标志分子" 目前认为血管内皮功能障

碍及凋亡是脓毒症#休克等应激下发生 M>9. 的重要

原因
/$0

" 在 M>9. 发生过程中!血管内皮细胞既是靶

细胞也是效应细胞!它的损伤与激活是机体发生失控

性炎症反应及高通透性肺水肿的根本环节
/'0

" M>9.

的抗炎作用必然会以血管内皮细胞作为一个主要靶

点
/%0

" 革兰阴性杆菌产生的脂多糖 -7+D5D57A:3//̂3U

-+R,!_O..是一种引起炎症#休克的重要介质!无论是

体内还是离体!细胞对 _O. 的反应是机体所固有的!

不依赖于免疫系统的反应" 拟体外用人脐静脉内皮

细胞-CaW(2.做科研中内皮细胞替代株!本实验在

体外用不同浓度 _O. 分别刺激 CaW(2!观察不同时

间 ]_PG 的分泌水平!从而建立体外炎性损伤模型!

为 M>9. 及其他的炎症研究奠定基础"

材料与方法

'I材料(原代人脐静脉内皮细胞 CaW(2购自美国

./+,)2,77公司!(21培养基购自美国 ./+,)2,77公司!脂多糖

_O.-_P%FF&.购自美国 .+*T3公司!]_PG 的 (_].M试剂盒

-23;I=5IEEE%%&.购自美国 09公司!胎牛血清购自 CA275),!

细胞培养瓶#培养皿#G 孔板#"G 孔板均为康宁公司产品"

%I方法(-'.细胞的复苏#培养#计数#分组(用 (21培养

基培养 CaW(2细胞!复苏!传代!细胞生长状态良好时分别将

每种细胞铺 G 孔板!细胞计数!每孔细胞数量 ' v'&

E

个!并进

行实验分组
/H!E0

!每组 G 孔(

!

_O. 致伤组(浓度分组分为(

*%E*

!!论!!著!

41,R >,:!M6*%&'$!W57IH% =5IF!!



&I'#'#'&#%&

1

*LT7H 组" 作用时间分组(观察 H#'%#%H#HF^ H

个时间点)

"

致伤对照组(采用等量无 _O. 的完全培养液加入

细胞中作为对照!同样观察 H#'%#%H#HF^ H 个时间点" -%.脂

多糖刺激细胞(将购买的脂多糖 '&T*溶于无血清的培养基

中!过滤!分装!冻存于 P%&u" 细胞铺板 %H^ 候按照分组分

别将脂多糖加入细胞中!轻轻摇匀后将细胞放回培养箱中"

-$.(_].M检测细胞上清中 ]_PG(收取细胞上清到 (O管中!

离心之后!将上清转移到另外一个 (O管中冻存于 P%&{2备

用" 稀释 (_].M试剂盒中标准品!做出标准曲线" 将收取的

细胞上清按照 (_].M试剂盒说明书测定 ]_PG 含量" 步骤包

括!用 '&&

1

7一抗包被酶标板 Hu过夜!洗板 $ 次后用 %&&

1

7

封闭液室温封闭 '^!洗板 $ 次后稀释样品至 '&&

1

7室温 %^!洗

板 E 次后加入 '&&

1

7二抗和表面抗原标志物的混合物室温孵

育 '^!洗板 # 次后加入 '&&

1

709显色液室温避光 &IE^!加

E&

1

7终止液!用酶标仪在 HE&)T处读出吸光值并记录" 试验

共重复 E 次"

$I统计学方法(数据应用 .O.. '%I& 统计分析软件处理

结果以均数 t标准差-(t<.表示!相同时间点#不同浓度间的

两两比较用 "检验!)s&I&E 为差异有统计学意义" 不同浓

度#不同时间点之间用线性相关"

结!!果

'I不同浓度 _O. 刺激 CaW(2!不同时间点时测

得细胞上清中 ]_PG 分泌量(H#'%#%H#HF^ 时!_O. 浓

度 &I'#'#'&#%&

1

*LT7时 ]_PG 分泌量与阴性对照相

比较!"均 r'I"G!)s&I&E!差异有统计学意义!可以

认为 _O. 浓度为 &I'#'#'&#%&

1

*LT7刺激 CaW(2时

分泌 ]_PG 比 &

1

*LT7_O. 刺激 CaW(2分泌 ]_PG

分泌高!见表 '"

表 +,不同浓度 ?/1刺激下'不同时间点时

5BZV6细胞上清中 N?3- 分泌量

浓度 H^ '%^ %H^ HF^

&I'

1

*LT7 '$#IG tHI" '"&IH t#I$ %E&IF tFI# $$EI& t#IF

'

1

*LT7 'EHIF tHIH '"'I% t#IG %E%I% tFI% $H%IF t"I%

'&

1

*LT7 'H'I% t'%I' 'F&IF tEI& %HFIH t'&I' $$"IF tEIF

%&

1

*LT7 '$$IF tEI' 'FEI& tHI' %HGIG t#I% $$"IH tFI"

阴性对照 $EIG t$IF $"IG tGIE HGIH tGI' G%IF tEI&

%I不同浓度 _O. 刺激 CaW(2!不同时间点时测

得细胞上清中 ]_PG 分泌趋势(H#'%#%H#HF^ 时&I'#

'#'&#%&

1

*LT7_O. 比 &

1

*LT7_O. 刺激后 ]_PG 分泌

明显增高!HF^ 内随时间增加!]_PG 分泌增加!相同

时间点不同 _O. 浓度刺激细胞产生的 ]_PG 分泌量

变化不大!见图 '"

图 +,不同浓度 ?/1#不同时间点时

5BZV6细胞上清中 N?3- 分泌量比较

!

讨!!论

血管内皮细胞的损伤在脏器炎症和休克等病理

过程起着关键的作用
/G0

!动物模型固然有接近人体

病理生理的优势!但由于其受影响因素多及动物养殖

时间等原因!炎症相关细胞的体外培养也是研究炎症

调控机制的重要方法" 内皮细胞能够合成并分泌多

种活性因子!其中 ]_PG#]2M1P' 较有代表性!而 ]_

PG 则被认为是内皮炎症反应的最佳标志分子
/#!F0

"

众多研究表明!内皮细胞作为 _O. 作用的靶细胞!在

内毒素脂多糖 _O. 引起的脓毒症#脓毒性休克#多器

官功能衰竭等病理过程中起着关键的作用
/"0

" 革兰

阴性杆菌产生的 _O. 是一种引起炎症及休克重要介

质!离体或在体内!细胞都能对 _O. 产生反应!不依赖

于动物体内的免疫反应" _O. 的分子结构主要由 $ 部

分组成(hP抗原#核心多糖和脂质 M!其中脂质 M和

_O. 都有引发炎症的作用!两者统称为内毒素
/'&!''0

"

_O. 是临床上引起脏器炎症的主要启动因子!因此有

关研究炎症的动物模型大多是用 _O. 来复制的"

微血管内皮细胞获取#培养#纯化十分复杂!尤其

传代次数稀少!成活率低!CaW(2比微血管内皮细胞

的分离和培养较为简便!传代次数相对高!且新生儿

脐带来源充足!因此脐静脉内皮细胞成为血管内皮细

胞体外实验的主要材料" 但由于 CaW(2不能无限

传代!且培养过程中必须加入内皮生长因子!其价格

昂贵" 血管内皮细胞既是靶细胞也是效应细胞!它的

损伤改变是机体发生炎症反应及高通透性肺水肿的

根本环节
/'%!'$0

" 研究 M>9. 的炎性调控!故体外建

立合理的炎性调控模型十分关键
/'H!'E0

"

本实验中用 CaW(2培养后分组!用不同浓度的

_O. 刺激 CaW(2!在不同时间点收样品!检测 ]_PG

水平" 发现在不同时间点用 &I'#'#'&#%&

1

*LT7_O.

比 &

1

*LT7_O. 刺激CaW(2后 ]_PG 分泌明显增高

*$E*
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-)s&I&E.!随着时间增加! ]_PG 分泌水平也明显

增加" 相同时间点不同 _O. 浓度刺激细胞产生的 ]_

PG 分泌差异无统计学意义 -)r&I&E ." 发现

CaW(2被 _O. 刺激之后!所以通过本实验!选定

CaW(2细胞-原代细胞培养到第 $ 代或第 H 代.为目

标细胞!可用 _O. 浓度 '

1

*LT7!时间刺激CaW(2HF^

作为体外炎性损伤模型" CaW(2作为原代内皮细胞

中相对容易培养的!可传代到 # 代左右!本实验可以

为体外研究 M>9. 的炎症调控机制!为后续研究奠定

基础!也为其他炎症性疾病的体外研究提供新的

思路"
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皮瓣穿支血管二维及三维超声探查

何发伟!姜!颖!戴!晴

!!作者单位('&&#$&!中国医学科学院L北京协和医学院北京协和医院超声科
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摘!要!目的!观察皮瓣穿支血管的二维#三维超声表现及血流动力学参数特点" 方法!应用高频二维-%9.和三维-$9.

探头对 %& 例正常人#$ 处皮瓣部位#共 H# 支皮瓣穿支血管进行 %9和 $9超声成像!观察穿支血管的解剖位置#走行特点#可显示

长度#内径!并测量各穿支血管血流动力学参数" 结果!超声成像探查穿支血管最小内径可达 &IETT)其走行方式有(斜行

E"IGJ-'E{Q#E{.#垂直 '#J- r#E{.#螺旋 '#J#平行浅出 GIHJ- s'E{.)%9成像中 H 支-FIEJ.穿支血管显示分支!显示的穿

支血管长度均值为 FI' t'I$TT!$9成像中 $$ 支-GGJ.显示分支!显示长度均值为 ''I# t&IFTT!$9超声成像显示穿支血管长
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