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!摘要"
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目的
!

观察异体内皮细胞输注对脓毒症猪血流动力学$乳酸$白介素
F(

!

2/F(

"和白介素
F("

!

2/F("

"的影

响#初步探讨内皮细胞对脓毒症的治疗作用#为将来构建体外内皮细胞生物反应器提供依据%方法
!
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头家猪

随机分为对照组!

&

头"$激素组!

&

头"和激素
-

内皮细胞组!

&

头"!简称激内组"%均静滴内毒素制造脓毒症模

型后#对照组不予处理#激素组给予甲基强的松龙!简称甲强龙"

!&":

D

静滴#激素
-

内皮细胞组静滴甲强龙
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:

D

后给予动脉注入
("

* 数量级的内皮细胞%观察血流动力学$生化指标和炎症因子的变化%结果
!

激素组和

激内组的
*?T

回升幅度明显高于对照组!激素组)

:+">"")

(激内组)

:+">"""

"(激内组的肺血管阻力升高幅度

明显低于对照组!

:+">"$&

"#而激素组与对照组无显著性差异!

:+">$)%

"(激内组的
13A

回升幅度明显高于对照

组!

:+">"""

"和激素组!

:+">"""

"(激素组和激内组的
?,O

升高幅度均明显低于对照组!激素组)

:+">""*

(激内

组)

:+">""&

"#而激素组和激内组间无显著性差异!

:+">*&*

"(激内组的
2/F("

明显低于对照组!

:+">"!(

"#激素

组与对照组无显著性差异!

:+">(&*

"%结论
!

异体内皮细胞联合激素干预猪脓毒症模型可以更明显地改善血流

动力学$延缓脏器功能衰竭$调节炎症水平#提示未来构建内皮细胞生物反应器治疗脓毒症的潜在价值%
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脓毒症一直以来严重威胁着人类的生命#发病

率和死亡率居高不下.

(

/

%对脓毒症机制和治疗的探

讨一直是医学界关注的问题%目前对脓毒症发病机

制的认识有了一个质的飞跃#认为脓毒症是一种病

原体入侵机体后广泛防御机制被激活后的机体免疫

平衡被打乱的免疫紊乱#其中位于正常组织与炎症

细胞之间的血管内皮细胞的功能异常在脓毒症的发

生发展上起关键性的作用#可称之为脓毒症中受损

的关键脏器.

!,)

/

%如果能逆转内皮细胞的损伤或替

代内皮细胞正常的细胞功能有可能改变脓毒症的进

程%因此参考
!"

世纪初兴起的细胞疗法#我们将同

种异体猪髂动脉内皮细胞从动脉内注入#观察其对

脓毒症猪血流动力学$乳酸$

2/F(

和
2/F("

的影响#

初步探讨内皮细胞对脓毒症的治疗作用#为将来构

建体外内皮细胞生物反应器提供依据%

资 料 和 方 法

动物与动物分组
!

实验动物选用
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头家猪#雌

雄随机#年龄
$

个月左右#体重在
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"
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#购买于

复旦大学实验动物科学部%猪进食标准饮食#实验

前一天晚上
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点后禁食%所有猪随机分为
$

组)
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对照组(

0

激素组(

1

激素
-

内皮细胞组!简称

激内组"%

内皮细胞的培养
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国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物

学研究所细胞库%本实验在此细胞株的
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代完

成%猪髂动脉内皮细胞生长于含
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胎牛血清#
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的
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谷氨酰胺的
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培养液中#

在
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$
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培养箱孵育%当
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! 培养瓶

中正常培养的
T20A

细胞达到
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融合后#

T3,

洗

涤
(

次#加入胰蛋白酶
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将其消化#培养液

终止消化后
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-

:'%
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#弃去上清#加

入
(:/T3,

#轻柔吹打为细胞悬液#另取
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进

行细胞计数%连续消化
$
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瓶培养瓶内的细胞#制

成
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的
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悬液#细胞数量约为
("

*

#

室温保存留待激内组进行内皮细胞干预#从消化到

动脉内输注内皮细胞时间不超过
!E

%

猪脓毒症模型的建立及干预

模型建立
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血流动力学的监测
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用动脉置管持续测定心率$

平均动脉血压!
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测定氧饱和度#
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从动脉置管处抽取
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动脉血#分别

测定血常规$肝肾功能$乳酸$

2/F(

$

2/F("

的血清浓

度%血常规$肝肾功能由华山医院检验中心即刻检

测%其余血液室温
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离心
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留取血
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2/F(

$

2/F("
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血清乳酸的测定
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根据南京建成生物工程研究

所乳酸测定试剂盒所附操作步骤说明书使用分光光

度计进行血清乳酸的测定%

血清
$!ND

#

$!NDL

的测定
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异体内皮细胞输注对脓毒症猪血流动力学$乳酸$

2/F(

和
2/F("

的影响

根据
?5/

公司所附操作步骤说明书进行测定%

统计学分析
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所有数据均以均数
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标准误表
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组血常规#肝肾功能#乳酸指标的改变
!

内毒

素注入后
$

组白细胞!

IE'7+PGBB#-+GG

#

13A

"

(E

即

下降#对照组一直保持低值#激素组和激内组在
!E

后开始回升#激素组明显高于对照组#差异具有统计

学意义!

:+">""$

"(激内组亦明显高于对照组#差

异有统计学意义!

:+">"""

"(激内组明显高于激素

组#差异具有统计学意义!

:+">"""

"(在激素和内

皮细胞输注干预下败血症猪
13A

恢复较快!表
$

#

图
$

"(

$

组血小板!

C

G$7+G+7

#

T/O

"均进行性下降#且

差异无统计学意义!

:+">("*

"(内毒素注入后
$

组

谷草转氨酶!

$6

C

$87$7+$:'%B78$%6R+8$6+

#

?,O

"进行

性上升#激素组和激内组升高幅度均明显低于对照

组#差异有统计学意义!激素组
:+">""*

(激内组

:+">""&

"#对肝功能的保护作用明显#而激素组和

激内组间差异无统计学意义!

:+">*&*

"(

$

组血肌

酐!

6+8":-8+$7'%'%+

#

,A=

"进行性上升#但
$

组之间

差异无统计学意义!

:+">!#

"(内毒素注入后
$

组

乳酸
(E

即升高#对照组进行性升高#激素组和激内

组
(E

后趋于稳定#但
$

组之间差异无统计学意义

!

:+">("*

"%

J

组
$!ND

#

$!NDL

的改变
!

内毒素注入后
$

组

2/F((E

即上升#后有所下降#

$

者之间差异无统计

学意义!

:+">(*(

"(

$

组
2/F("(E

即上升#对照组

从
!E

开始稍有下降后趋于稳定#激素和激内组从

!

"

)E

较稳定#

&E

开始下降#激素组与对照组差异

无统计学意义!

:+">(&*

"#而激内组明显低于对照

组#差异有统计学意义!

:+">"!(

"#激素加内皮细

胞干预减少了
2/F("

的浓度升高!图
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异体内皮细胞输注对脓毒症猪血流动力学$乳酸$
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讨
!!!

论

内毒素是革兰阴性细菌外膜上的一种双歧性糖

脂#其化学成分脂多糖
/T,

可引起实验动物休克#

导致低血压$代谢性酸中毒#甚至在几分钟内死亡%

/T,

主要成分脂质
?

与内毒素受体相互作用可激

活前炎性细胞因子系统而介导细胞毒性反应#最终

导致脓毒性休克甚至多器官功能障碍综合征%

脓毒症目前公认的动物模型有内毒素诱导$细

菌注射$腹膜炎模型即盲肠结扎穿孔模型%内毒素

诱导模型具有制模方便$快捷$模型稳定$易于评定

等优点.

&

/

%

本实验中#对照组在注入
/T,

后出现早期的高

排低阻#表现为早期
AN

的升高和
,W=

的降低#

*?T

正常(晚期心肌抑制$心脏代偿功能下降#

AN

开始下降#

*?T

降低%另外#肺循环的
T?T

$

TW=

持续升高#实验结果符合脓毒症高排低阻$肺循环阻

力升高的血流动力学特点.

%

/

%其次#本实验中白细

胞数目在注入
/T,

后立即出现剧烈的下降#最低达

!/("

#

-

/

#考虑是由于内皮细胞等激活后大量表达

黏附因子使白细胞易于黏附和穿越血管壁而向血管

外迁移#因而表现为短暂的血液粒细胞减少%血小

板在
/T,

注入后
(

"

%E

也持续下降#

3$"

D

E:$%

等.

'

/研究发现#脓毒症中血小板减少的机制是血小

板丢失或破坏增加以及激活的血小板进入外周血黏

附血管壁后外周血异常的结果%另外#本实验也观

察到肝功能$肾功能进行性升高及
2/F(

$

2/F("

的升

高均符合脓毒症的特征%

本实验运用甲强龙的本意是对抗异体内皮细胞

的排异#故在
/T,

注入后
$":'%

先静滴甲强龙
!&"

:

D

!

(!>&

"

(&>%:

D

-

S

D

"#然后体内再注入内皮细

胞#但实验结果发现甲强龙对脓毒症也有着显著的

改善作用%激素组
*?T

的回升#显著高于对照组#

与
LA

可以抑制诱导型
4N6

的活性#减少
4N

的过

量产生#抑制磷脂酶
?!

减少前列腺素的生成和促

进儿茶酚胺的生物合成从而升高血压#改善微循环#

维持循环功能的稳定有关.

*,#

/

(激素组
13A

显著

高于对照组#与
LA

能刺激骨髓造血功能#使红细胞

和中性粒细胞增加但却降低中性粒细胞游走$吞噬

等功能#因而减弱对炎症区域的浸润与吞噬活动有

关.

#

/

(

?,O

显著低于对照组#考虑与改善了微循环$

抑制了炎症因子$增加了氧合作用从而减少了酸中

毒#保护了肝功能有关(但
,A=

与对照组无显著

变化%

内皮细胞是脓毒症发生发展中起关键性作用的

细胞%实验中#激内组的
TW=

升高幅度明显低于

对照组#达显著性差异!

:+">"$&

"#而激素组与对

照组无显著性差异!

:+">$)%

"(激内组的
13A

回

升幅度明显高于激素组!

:+">"""

"(激内组的
2/F

("

明显低于对照组!

:+">"!(

"#而激素组与对照组

无显著性差异!

:+">(&*

"%从结果可以看出#内皮

细胞在脓毒症早期可显著降低肺循环压力(尽快恢

复下跌的白细胞数目#增加抵抗力(改善体内炎症水

平%因此#内皮细胞对脓毒症有改善作用#具体机制

可能是输注的内皮细胞使体内产生更多的活化蛋白

A

!

$-7'($7+#

C

8B7+'%A

#

?TA

"#起到抗炎$抗凝和抗

细胞凋亡的作用.

(",(!

/

(另外#外来的内皮细胞也可

生成内皮源性的一氧化氮合成酶和前列环素来调节
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