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　　摘要　为探讨风湿性心脏病患者的细胞凋亡现象及其与细胞因子的相关性 ,对 20例风心病换瓣者

术中留取的新鲜瓣膜或心肌组织 ,采用原位杂交间接法检测 AP ,并分别用放免法和双抗体夹心 EliSa法

测定血清中的肿瘤坏死因子 ( TNF2a)及白细胞介素 - 6 ( ILc26)。结果 20例风心病患者心肌和心瓣膜标

本中 AP阳性 9例占 45 % ;其血清中 TNF2a为 (4181±2167)μg/ L , ILc26 (43. 48±19. 60) ng/ L ,均明显高

于 AP阴性组 (3105±1123)μg/ L、和 (28190±1103) ng/ L ( P < 0. 05、0. 01) ,且心功能越差者 TNF2a及

ILC26的浓度越高。结果表明 AP参与风心病的病理生理过程 ,细胞因子为这一 AP现象的诱导因素。

关键词　风湿性心脏病　　细胞凋亡　　细胞因子

　　晚近研究表明细胞凋亡 (AP)涉及多种心

血管疾病〔1〕。这种 AP现象是一种在基因调控

下发生的细胞主动死亡过程。为进一步研究

AP发生与细胞因子的关系 ,我们对此进行初

探。

1　对象与方法

111　对象　选择非风湿活动期的风心病换瓣

患者 20 例。男 8 例 ,女 12 例。年龄 35～58

岁 ,平均 45岁。心功能 N YHA分级Ⅰ级 6例、

Ⅱ级 9例、Ⅲ级 5 例。以 5 例意外交通事故死

亡者作心肌 AP对照。其中男 3例 ,女 2例 ;平

均年龄 35 岁。以 20 例健康查体者的血清作

细胞因子对照。其中男 10 例 ,女 10 例 ;年龄

25～45岁 ,平均 32岁。

112　方法　留取换瓣手术中新鲜心肌组织或

心瓣膜 5～10mm (其中二尖瓣 12例 ,主动脉瓣

3例 ,心肌组织 5 例)即刻置入 10 %甲醛溶液

中固定。AP检测采用原位杂交间接法 :使用

美国 ZYMED 公司 2 K—8008 试剂盒 ,常规制

备 4μm石蜡切片 ,捞片于硅烷化载玻片上 ,置

恒温箱 65℃24h ;二甲苯二级脱蜡 ,梯度酒精脱

水 ;水洗后置于 IN 盐酸 60℃裂解 30min , PBS

洗 3次 ,每次 5min ,015 %蛋白酶 K消化 ,室温

下 10min ,切片置于 p H6. 0 枸椽酸缓冲液中 ,

放入微波处理仪 94℃处理 10min , PBS 洗 3

次 ;加入 1∶1 000 正常小牛血清 ,再加 10ml 杂

交液 (生物素化探针) ,37℃孵育 1h ,再以 PBS

洗 3次 ,每次 5min。DAB显色 5min ,切片水洗

后淡染 Harris苏木素 10s ;10 %盐酸酒精分化

2min ,充分水洗 015 %氨水返兰 ,充分水洗 ,梯

度酒精脱水 ,二甲苯透明 ,中性树胶封片 ,光学

显微镜观察。细胞因子检测 : TNF—a 采用放

免法测定 ; ILc26 采用双抗体夹心 ELiSa 法。

全部受试者均于晨空腹采静脉血 3ml ,分离血

浆 - 20℃冰箱保存待测。

各组细胞因子检测数据先求出 x ±s ,再

采用 t 检验 ,AP检测率采用χ2检验。

2　结果

211　心肌 AP检测　AP阳性按每 10 个高倍

镜视野查见 3～5 个凋亡小体为弱阳性 ( + ) ,

每 10 个高倍镜视野查见 10 个以上凋亡小体

为阳性 ( Ï) ,每 10 个高倍镜视野查见 30 个以

上凋亡小体为强阳性 ( Ð) , (附照片) 。结果 20

例风心病患者心肌组织 AP 阳性者 9 例 ,占

45 %。5 例交通事故死亡者心肌 AP 均为阴

性。两者经统计学处理为显著性差异 ( P <

0105) 。9例 AP阳性者 6例心功能Ⅰ级的有 4

例为 AP( + ) ,9例心功能Ⅱ级的有 3例 AP为
( Ï) ,5 例心功能 Ⅲ级的有 2 例 AP 为 ( Ð) 。

即心功能愈差 ,AP的阳性程度愈高。

212　细胞因子测定 　风心病患者组血清中

TNF - a 及 ILc - 6 含量均分别明显高于健康

查体组 ( P < 0. 01、0. 05 ,表 1) ,且心功能越差

TNF - a、ILc - 6的浓度越高。
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表 1　风心病患者血清 TNF - a与 ILc - 6检测结果 ( x ±s )

组　别 n TNF - a (μg/ L) ILc - 6 (ng/ L)

正常组

风心病组

心功能Ⅰ级

心功能Ⅱ级

心功能Ⅲ级

20

20

6

9

5

1128±0138

3192±2186 ※

2135±0135 ※

3153±1101 ※☆

5189±1136 △☆

10183±6181

39124±10176 △

24132±11108 ※

37165±14192△☆

58176±16182△☆

　　与正常组比※P < 0. 05 , △P < 0101 ;与Ⅰ、Ⅱ级比☆P <

0101

213　AP与细胞因子的关系　AP阳性患者血

清 TNF - a及 ILC - 6 浓度显著高于 AP阴性

患者 ( P < 0. 05、0. 01 ,表 2) 。
表 2　AP阳性及阴性患者血清 TNF - a及 ILC - 6浓度　( x ±s )

组　别 n TNF - a (μg/ L) ILC - 6 (ng/ L)

AP阴性

AP阳性

11

9

3105±1123

4181±2167 3

28. 90±1. 03

43. 28±19. 60△

　　与 AP阴性组比 3 P < 0. 05、△P < 0. 01

3　讨论

AP是一种特殊的自身程序性细胞死亡形

式。这种由局部生理性或病理性刺激引起的

AP现象是受基因或其他生物活性物质调控

的。以往认为心肌细胞不发生 AP〔2〕,但目前

文献报道各种损伤均可诱导心肌发生 AP ,如

缺血、再灌注、机械性牵张和由心瓣膜病变引

起的压力负荷超载等 ,心肌细胞可在心瓣膜病

慢性压力负荷过重的情况下发生 AP ,细胞数

目的减少及心肌组织的纤维化这些病理性改

变则是造成心肌功能障碍的主要决定因素〔3〕。

而心肌细胞的减少则可能就是由 AP所致。本

组风心病患者心肌细胞或心瓣膜中 45 %的 AP

阳性结果 ,提示 AP参于风心病的病理生理过

程。我们认为这种 AP现象的发生可能系通过

风湿活动的反复发作引起瓣膜充血、肿胀、纤

维化及腱索乳头肌的粘连 ,这些均可导致不同

程度的心肌损伤而诱导心肌 AP ,最终导致心

力衰竭。

国外有研究表明细胞因子 , TNF - a 及白

介素是 AP的促发因素 ,并可能是通过一定信

号的传递方式激活生存或死亡相关基因 ,由此

控制细胞的死亡〔4〕。本组风心病患者心功能

愈差其细胞因子的浓度愈高 ,AP阳性程度亦

愈重。AP( + )较 AP( - )患者血清中细胞因子

的浓度明显增高又进一步表明细胞因子对心

肌 AP现象的发生发展关系密切。有人报道

TNF - a可直接损伤心肌纤维 ,使细胞间质分

图 1　AP阳性 A　原位杂交×100　AP( + ) 图 2　风心病患者 AP阳性片　原位杂交×100　AP( + )

图 3　AP强阳性片　原位杂交×100　AP( Ð) 图 4　风心病患者 AP阴性片　原位杂交×100
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裂 ,重新分布并使毛细血管液体渗出造成心肌

水肿 ,同时细胞因子还可诱发心室肌细胞的诱

导型一氧化碳合成酶导致细胞死亡的增加〔5〕,

据此表明细胞因子在 AP 中起重要的诱导作

用。
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胆固醇脂质体对
兔肾盂输尿管交界处平滑肌细胞的损害作用

严泉剑　郭金龙　刘恩靖　王洪同
(148医院 ,山东周村　255300)

　　摘要　为探讨胆固醇脂质体 cholestrol liposome ,对兔肾盂输尿管交界处平滑肌细胞的损伤作

用 ,分离幼兔肾盂输尿管交界处平滑肌 ,采用复合酶消化法行原代培养 ,人工制作胆固醇胆固醇脂

质体 ,按不同浓度作用细胞后行显微镜、原位包埋电镜观察 ,电镜示经胆固醇脂质体作用后的平滑

肌细胞部分细胞器肿胀、扩张、微丝有明显分开、减少趋势、提示胆固醇可引起平滑肌细胞膜、细胞

器的损害。

关键词　平滑肌细胞　　细胞培养

　　笔者等通过体外肾盂输尿管交界处平滑
肌 (U PS)细胞培养方法 ,观察胆固醇脂质体
(cholest rol liposome ,CL)对 ups细胞的损害作
用 ,旨在为高胆固醇血症可引起肾盂输尿管交
界处平滑肌损伤提供证据。
1　材料和方法
111　U PS细胞培养 　按文献〔1 ,2〕的方法取
1月龄新西兰幼兔 1只 ,氯胺酮麻醉后 ,无菌操
作分离肾盂输尿管交界处 ,刮去表面结缔组
织 ,置入加有培养液的直径 3cm培养皿中 ,于
解剖显微镜下仔细剥离筋膜和微小血管 ,放入
超净间 ,依次采用 0105 %胶原酶 ( Ⅰ型 ,Sigma)

和 01125 %胰酶消化后行原代培养。培养液采
用美国 GIBCORPM I—1640 和 DMEM 培养
基 ,浙江金华清湖犊牛应用研究站产胎牛血
清。传代细胞经α—Actin染色 (ABC法) ,阳性
率达 90 %以上。
112 　CL 的制备 　采用 New 等的改良方
法〔3〕,用上海化学试剂厂产 50mg胆固醇 (分析
纯) ,混合北京海定区微生物培养基制品厂产

100mg鸡蛋卵磷脂 ,按摩尔比 1∶1 制作 CL ,保
存于 4℃并于当天使用。使用前用 0145μm微
孔滤膜过滤后 ,以 3 倍浓度的 DMEM 或 RP2
M I—1640含血清培养液调至所需浓度。
113　显微镜观察　将 CL 按B组 015g/ L 和 C

组 110g/ L 浓度分别加入种植第四代细胞的培
养皿中 ,与 A组 (正常组)一起同时在 37℃5 %

CO2孵箱中培养 20h ,经 PBS漂洗后用奥地利

产倒量显微镜观察细胞结构特征变化。
114　透射电镜观察 　均采用原位包埋法 ,将
细胞传代种值于六孔培养板 ,待快长满时 ,按
以上分组 ,每组设 2 孔 ,继续培养 20h ,行原位
包埋 ,日本产 J EM - 2000EX电镜观察细胞超
微结构变化。
2　结果
211　显微镜观察　倒置显微镜下 3 组培养的
ups细胞呈纤维样单层生长、正常胞质内透明
无杂质 ,加入 CL 的两组细胞质内均见浓密 ,大
小不等点状颗粒 ,随 CL 浓度增加 ,细胞受抑加
重 ,其中 B 组细胞明显增殖 ,除胆固醇脂质体
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