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众 所 blJ 知
,

中性粒 细胞 ( p o一y m o甲 h o n u e 一e a r n e u -

lor p hil
,

P M N) 在机体非特异性防御反应 中的地位毋

容置疑
。

然而近年大量研究证 实
: P M N 过度激活

、

在肺组织中大量扣押和清除延迟在全身性炎症反应

综合征 (
s y s t e m i

e i n fl a m m at
o钾 er s

p o n s e s
y n d or m e ,

S IR S )

~ 急性肺损伤 ( a e u t e l u n g i n

ju叮
,

A L I )~ 多器官功能

障碍 综 合 征 ( m u l t i p l e o 吧 a n dy
s
fu n e t io n s

y n d or m e ,

M o D )S 这一恶性发展的途径中作用重大 〔’ 1
。

因而适

时适度清除 P M N 及其有害 内容物对于控制炎症 的

发展和转归至关重要
。

最近发现 PM N 凋亡是非炎

性清除 P M N 的有效方式图
,

有关如何调控 P M N 凋

亡的研究颇受学者关注
。

W
a
dr 提出核因子

一

沼 ( nu
-

e l e a : fa e t o r 一 ` B
,

N F
一` B )信号转 导途径 有望 成为调控

P M N 凋亡的重要干预靶位 [ ’ 〕。

本实验拟用 s D 大鼠

气管内滴注大肠杆菌内毒素脂多糖 ( l i p o p o l y s a e e h a r -

i d e ,

r
J

PS )抑制或白细胞介素
一

10 ( in t e lr e u k i n 一

10
,

IL
一

10 )

促进 P M N 凋亡研究 P M N 凋亡失控在 A U 发病 中的

作用
,

并进一步探讨 N F
一 K B 在 P M N 凋亡发生过程 中

可能的调控作用
。

材料和方法

1
.

1 大鼠急性肺损伤模型复制及分组

健康 SD 大鼠
,

雌雄不拘
,

体重 2 00一 2 50 9
,

经乙

醚麻醉施行气管滴 注
。

随机分为假手术 (
,

ha m )组

(滴注无菌生理盐水
, n 二 9)

、

LPS 组 ( 100 拜岁只
, n =

7 )和 L sP
十

II,
一

10 组 ( L SP 与 I L
一

10 1此 /只同时滴注
, n

= 5 )
。

术后动物 自由活动
。

分别于术后 3h
、

6 h 和

18 h 放 血 处 死 动 物
,

行 支 气 管 肺 泡 灌 洗 ( bor n -

e h o al
v e l o a r l a v a罗

,

B A L )
。

1
.

2 检测指标和方法

( l) 支气管肺泡灌洗 ( B A )L

BA L参 照 co
x

报 道 的方 法进 行川
。

收集 全部

B A L r 离心 ( 10() 0 r/ m i n ,

10 m i n )
,

细胞沉淀经 4 % 多

聚甲醛固定后涂 片
,

用于免疫细胞化学 ( 3 h) 和凋亡

( 6 h
、

18 h) 检测
。

6 h 组部分 BA L F 上清用改 良酚试

剂法测定 蛋白含量 (拌酬m )L
,

沉 淀常规计数 白细胞

总数并分类计 数 500 个 白细胞
,

计算 B A L F 中 P M N

数量 ( x 10 6 / m L )
。

( 2) B A LF 中 P M N 的凋亡检测

采用脱氧核昔酸末端转移 酶介导 的 D N A 原位

末端标记技术 ( T U N E )L 检测 B A L F 涂片中 P M N 的凋

亡
。

阳性细胞核染成棕黄色
,

边界清楚
。

每张涂片

随机计数 200 个 P M N
,

计算阳性 P M N 所 占百分率
。

18 h 组部分 B ALF 细胞不经固定
,

用 叮吮橙 /澳 乙锭

( A o / E B )双荧光染 色立 即置荧光显微 镜下 观察照

相 〔5 }
。

( 3 ) B A LF 中 P M N 免疫细胞化学检测

分别采用兔抗 N F
一` B 5P 0

、

6P 5 及 x` B a 、

日多抗
,

应用 S P 免疫组织化学试剂盒
,

依次滴加一抗及相应

生物素化二抗
,

D A B 显色
,

封片照相
。

体积较小且

核分叶的细胞为 P M N
。

( 4) 肺组织的形态学观察

6 h 组部分动物放血处死后不进行 B IA
J ,

取肺组

织 4 % 多聚 甲醛 固定 24 h
,

常规制备石蜡 切片
、

H E

染色光镜观察
。
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1
.

3统计学处理

数据用均数
士
标 准差 (

x士 s)表示
。

B A F M L PN

数量行 多样本均 数 比较 的秩 和检验 ( Kr u s ka l
一

Wa lli s

法 )和两两 比较 的秩和检验 (N e m eny i法 )
,

其他结

果行单 因素方差分析 和两 两 比较 的 q 检 验 ( N ew
-

m an
一

K eu l 法 )
。

以 P < 0
.

05 为显著性差异
。

于 s ha m 组 ( P < 0
.

01 )
,

见表 ;l 光镜下可见肺泡萎陷

甚至结构消失
,

肺泡腔及间质弥漫性 P M N 浸润 (图

1 )
。

I J S + IL
一

10 组 B A L F 中蛋白含量和 P M N 数量均

显著低 于 L SP 组 ( P < 0
.

01 )
,

见表 ;l 肺组织中 P M N

浸润程度明显减轻
,

光镜结构基本正常 (图 1 )
。

表 1 气管滴注 6 h 各组 B A廿 蛋 白含 t 和 PM N 数 t 变化

2 结 果

2
.

1 几
一

10 抗 L P S 所致 A L I 的作用

L p S 组 B A LF 中蛋 白含量和 P M N 数量均明显高

组 别 蛋 白含量

(拜盯 m L )

PM N 数

( x 106 / m L )

hs
a n l

L PS

L SP
+ I L

一

10

3 1
.

74 土 13
.

1 1

95
.

2 2 士 19
.

14 1 )

37
.

0 1 士 2
.

25 1 )

0 X() 16 士 0
.

(洲刃 8

2
.

13 37 士 0
.

2 85 1 2 )

0
.

10 88 土 0
.

0 16 82 )

Dat a

aer
measn

士 S E
.

1 ) P < 0
.

0 1 。 ,
h am

,

2 ) P < 0
.

0 1 0 1正性

图 1 各组 S D 大 鼠气管滴注药物后 6 h 肺组织形态学变化 ( H E x 4X( 〕)

2
.

2 IL
一

10 和 L P S 对 B A L F 中 P M N 凋亡的影响

hs
a m 组 BA L F 细胞 主要为肺泡 巨噬细胞

。
LSP

+ IL
一

ro 组 6 h 和 18 h 的 UT N E L 阳性百分率均 明显

高于同时间点 的 L p S 组 ( P < 0
.

0 1 )
,

见表 2
。

各 组

BA L F 中的肺泡巨噬细胞未见 阳性反应
。

A O / E B 双

荧光染色观察到 LSP 组 ( 18 h) 以正常 P M N (核被 A O

染色呈黄绿色
一
黄色荧光

,

但密度不均
,

呈现结构样

特征 )居多
,

有少量早期凋亡 的 P M N (核亦被 A O 染

色
,

但染 色增 强
,

荧 光亢 进
,

呈均 匀一致 的绿 色 )
。

LSP
+ IL

一

10 组 ( 18 h )多见晚期凋亡 的 P M N (核被 E B

染色呈橙红色
,

并可见核的断裂和浓缩 )

肺泡巨噬细胞周围
,

见图 2
。

表 2 气管滴注 L邢
、

I L 1 0 BA L r 中 PM N

百分率的变化

,

并聚集在

凋亡

组 别 凋亡百分率

L IS ( 6 h )

L咫 + I卜 10 ( 6 h )

L咫 ( 1 8 h )

L SP + I L 10 ( 18 h )

7
.

5 3 士 1
.

49

3 2
.

田 士 6
.

87 1 )

10
.

2 7 土 2
.

2 8

4 2
.

3 3 士 5
.

6 32 )

D at a

aer me an , 土 S E
.

1) P < 0
.

0 1 o L咫 ( 6 h )
,

2 ) P < 0
.

0 1 o L咫 ( 18 h )

图 2 B IA 万 A O / E B双荧光 染色
.

A 正常 P M N B 早期凋亡的 PM N C 晚期凋亡的 P M N D 吞噬凋亡 P M N 的肺 泡巨噬细胞
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0 1和 L PS对 IK B降解
、

F N魂 B核移位的影

响

B AL F细胞涂片免疫细胞化学的结果显示
,

L PS

组 ( 3 h ) P M N 胞浆中 I` B a 、

p 阳性黄染程度明显弱于

LPS + x L
一

10 组 ( 3 h )
。

P M N 的 N F
一 ` B 5P 0

、

6P 5 阳性信

号 L l污 ( 3 h) 组位 于胞核 中
,

L IE + I L 10 组位于胞浆

中

3 讨 论

大量 P M N 在肺内聚集
、

浸润是我们采用的气管

内滴注 LSP 致 S D 大鼠 A ll 模型 的重要特征
。

本实

验结果证实气管内滴注 L p S 致 A IL 时
,

B A L F 中蛋 白

含量和 P M N 数量显著增加
,

并伴有明显的病理形态

学改变
。

提示 班S 可直接并 通过刺激肺泡 巨噬细

胞
、

血管 内皮细胞等 释放 多种 炎症介质 ( NT aF
、

IL
-

1俘
、

G M
一

cs F 等 )间接诱导 P M N 边集
、

滚动
、

粘附于血

管内皮细胞
、

进而游出向炎症灶趋化
,

在肺组织中大

量浸润
。

激活 的 P M N 通过 呼吸爆发释放大量氧 自

由基
、

蛋白水解酶及炎症介质等有害物质损伤血管

内皮细胞及肺泡上皮细胞
,

导致肺泡
一

毛细血管膜受

损
,

通透性增加
,

引起渗透性肺水肿
,

最终使肺弥散

功能障碍囚
。

可 以认为 P M N 是 L p S 致 A IL 的重要

效应细胞
,

通过 有效地清 除肺 内的 P M N 可 以减轻

A H
。

lL
一

10 是 目前公认的抗 炎细胞 因子
。

本 实验结

果显示
,

气管 内滴注 IL
一

10 使 L p S 所致 A H 的 BA L F

中蛋白含量和 P M N 数量明显下降
,

肺组织 中 P M N

浸润减轻
,

形态结构显 著改善
。

提示 IL
一

10 能够 明

显减轻 LPS 所致 A LI
,

其作用机理可能是减 少 P M N

在肺内聚集及或加速肺 内扣押的 P M N 清除
。

由于进人到炎症灶的 P M N 无法再 回到血循环
,

只能以坏死或凋亡的方式被清除
。

现已证实凋亡的

P M N 不仅脱颗粒
、

呼吸爆发等致炎功能下降
,

而且

更易被吞噬细胞识 别
、

吞噬
,

另外吞噬大量凋亡 的

P M N 能够使吞噬细胞产生 和释放前炎症介 质的功

能受到抑制
,

这种凋亡和清 除间的动态平衡既防止

了 P M N 的过度过量激活加重炎症反应
,

又能够避免

凋亡的 P M N 继发坏死释放毒性 内容物加重周围组

织损伤曰
。

由此 可 见 P M N 凋 亡作 为非 炎性 清 除

P M N 的主要方式
,

其启动的时机和程度决定了包括

A LI 在内的多种炎症反应的程度和转归 〔3〕 。

本实验

采用 T U N EI
J

和 A o / E B 双荧光染色两种方法证实气

管内滴注 l乃 具有延迟 P M N 凋亡的作用
,

而 I L
一

10

显著促进 BA L F 中 PM N 凋亡
,

进而被肺泡巨 噬细胞

吞噬清除
。

这一结果与 c ox 等所做报道一致冈
。

提

示 P M N 凋亡延迟 是 L PS 导致 大量 P M N 在 肺 内聚

集
、

浸润从而引起 A LI 的主要机制
。

而 IL
一

10 则通过

促进 P M N 凋亡
,

随即被肺泡巨噬细胞吞噬和清除起

到减轻 A U 的作用
。

Ihs ii 等人也报道紫外线照射能

够引起以 P M N 在肺内聚集为特征的 A IL
,

而 P M N 的

凋亡和被肺泡巨噬细胞清除是这种 A IL 得 以 自然恢

复的重要 因素川
。

P M N 凋亡失控在 A IL 发生
、

发展

中具有重要的病理生理学意义
,

因而我们试 图寻找

一条调控 P M N 凋亡的有效途径
。

N F
一

浦 是一组调控细胞凋亡 的重要转 录因子
,

由多肤 sP o 和 6P 5 亚基形成 同源或异源二聚体
,

其

中发挥主要生理功能的是 sP o
一

6P 5 异源二聚体
。

静

息时
,

N F
一 ` B 二聚体与其主要调控抑制蛋 白 I` B 形成

三聚体存在 于胞浆
。

胞外 因素可 引起 I比 磷酸化
,

与 N F
一 ` B 二聚体解离后 降解

,

N F
一 K B 二聚体得 以 向

核内迅速转移 [“口
。

D on al d so n
等人发现 T 淋 巴细胞

中 N F
一 ` B 的激 活 在 2一 3 h 达 高 峰

,

随后 陡然 下

降囚
。

因此本实验选择滴注药物后 3 h 这一时间点

检测 N F
一` B

,

发 现 LSP 能够 引起 P M N 中 IK

aB
、

俘降

解
,

和 N F
一 ` B PS O

、

6P 5 亚基核移位
,

而 IL
一

10 对此均

具有抑制作用
。

Wa dr 等人 曾报道 N F
一 ` B 是体外培

养的人血 P M N 自发凋亡的重要调控因子
,

使用多种

N F * B 抑制 剂 ( gl i o to x i n ,

SN 5o
,

即T e
, C u cr u m i n ,

M e
-

132 )都显著提高 P M N 凋亡百分率仁侧
。

由此我们推

测 N F
一` B 对本实验 中 P M N 凋亡失控可能起着重要

的调控作用
。

L PS 激 活 N F
一

沼 延迟 P M N 凋亡 的作

用可能是通过激活 I` B 激酶
,

使 I` B 磷 酸化后 降解

而实 现的 [ ” J
。

x L一。 通过抑 制 N F
一 K B 促进 PM N 凋

亡
。

S e h o t t e l i u s 等人 提 出 IL
一

10 在 I ` B 激 酶活 性及

N F
一

沼 亚基与 D N A 的结合活性 两个 水平发挥抑制

N F
一

沼 的作用 [`“ 〕
。

目前 N F
一

虑 下游调控凋亡的机制

尚未明了
。

现有资料表明激活的 N F
一` B 可能通过启

动具有抑制细胞凋亡作用 的生存蛋 白 ( su o iva l p or
-

t e i n s ,

如 e 一 m y e 、

be l
一

2 等 )的表达来抑制 P M N 凋亡 13」。

总之
,

初步的工作表明 P M N 凋亡失控在 LSP 致

A ll 发病中起着至关重要的作用
,

而 N F
一

沼 可能是

调控 P M N 凋亡 的重要靶位
。

深入研究 N F
一` B 及其

信号转导途径在调控 P M N 凋亡中的作 用及机制
,

进

而加以干预将为 A LI 乃至 M O D S 的最终控制开辟崭

新的前景
。
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成果简介
·

纳米粒子的分散及其有机复合材料的复合技术

徐国财 马 家举 邢宏龙

(淮南工 业 学院化学工 程系
,

淮南 2 3 2 00 1)

〔关键词 〕 纳米粒子
,

纳米复合材料
,

纳米作用能

有机纳米复合材料一般包括 聚合物基有机纳

米复合材料和聚合物基无机纳米复合材料
,

聚合物

基无机纳米复合材料是集有机组分和无机纳米组分

于一体的一种新型的功能高分子材料
,

是当今 高分

子材料科学最优先发展的方向之一 〔̀ 〕
。

它主要有三

种制备方法
,

即溶胶
一

凝胶法
、

嵌人法和纳米粒子填

充法
,

就材料制备方式和性能来讲
,

三种方法各有优

点和局限
,

这方面 已有多篇文献进行了论述
。

比较

而言
,

纳米粒子填充法具有下列优点
,

一是在聚合物

基体中可有 目的有选择地 引人单一或复合纳米组

分
,

二是聚合物基体本身的可选择空间较大
,

因此开

展纳米粒子填充法制造聚合物基无机纳米复合材料
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