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摘要　我们曾经报道, 大鼠或小鼠在束缚应激后血中产生了一种能抑制免疫功能的应激免疫抑制蛋白, (又称N eu2
ro imm une p ro tein, N IP, 神经免疫蛋白)。本工作证明, 运动员在大运动量的训练后血清中也产生一种能抑制淋巴

细胞转化的物质, 它的生化特性及分子量与前述大鼠和小鼠中的应激免疫抑制蛋白相同。在体外实验中, 应激大鼠

的血清培养人淋巴结细胞, 获得了与大鼠实验相同的结果, 即人淋巴结细胞也能产生应激免疫抑制蛋白。同时小鼠

束缚应激的血清和大运动量的人类血清可以分别抑制人正常淋巴细胞和正常小鼠由 ConA 诱导的淋巴细胞转化,

以上结果表明, 这种应激免疫抑制蛋白的种属特异性不强。

关键词　应激　人类　神经免疫蛋白

Ξ 　多年来, 我们以大鼠和小鼠为研究对象证明束

缚应激后血清中能产生一种抑制免疫功能的应激免

疫抑制蛋白[1 ] , 并对它的生成机制和生物学功能作

了大量研究[2, 3 ]。后来又证明这种应激免疫抑制蛋白

来源于外周淋巴组织[4 ]。为了进一步研究人体内是

否也能产生类似的蛋白质, 我们以大运动量训练的

运动员血清为对象进行研究, 并在体外实验中, 以

应激大鼠的血清培养人正常淋巴细胞, 观察这种应

激血清是否也能获得与大鼠相同的结果, 即在人淋

巴细胞中诱导出这种抑制蛋白。

1　材料和方法

111　实验试剂与动物

植物凝血素 (PHA ) 购自广州医药研究所。刀豆

蛋白A (ConA ) 购自美国 Sigm a 公司, 3H 胸腺嘧啶

核苷 (3H 2T dR ) 为北京原子能研究所产品。动物为

BALB öC 雄性小鼠, 鼠龄6- 8周, 体重22- 25g, 由

北京医科大学实验动物科学中心提供。

112　运动员训练方式和血清标本采集

自行车运动员8名, 男性, 20- 23岁, 均为国家

一级运动健将。在冬训期间每天按最大运动量训练

共18天。每人分别在训练前, 训练结束当天的第12h

和训练结束12天后取静脉血, 分离血清并在230℃下

贮存备用。

113　体外诱导生成应激免疫抑制蛋白

我们以前的研究发现, 以束缚应激 (3- 10h 以

上) 大鼠血清孵育正常大鼠淋巴结细胞, 孵育后收

集淋巴细胞并制成提取物。结果表明, 束缚应激血清

可诱导正常淋巴细胞产生应激免疫抑制蛋白[5 ]。本

工作以大鼠应激血清孵育人淋巴细胞, 观察人淋巴

细胞是否也能产生应激免疫抑制蛋白, 人的淋巴结

取自肿瘤手术病人活检剩余部分, 标本来自腹腔网

膜和纵膈淋巴结并制成单细胞悬液, 分别加入大鼠

应激10h 的血清和正常大鼠血清 (每毫升血清含5×

105个淋巴细胞)。上述标本在24孔板中孵育 (5%

CO 2, 95% 空气, 37℃) 16h, 随后用H ank’s 液洗

涤3次, 取出孵育过的细胞, 在01005N 盐酸中匀浆,

离心去沉淀, 上清冷冻干燥后备用。实验时以不完全

R PM I 1640复溶检查上述标本对正常小鼠淋巴细胞

转化的影响。

114　淋巴细胞转化

取同品系正常BALB öC 雄性小鼠的肠系膜周

围淋巴结制成单个淋巴细胞悬液 (115×106个öm l) ,

在培养液 (R PM I 1640) 中加入ConA (4Λgöm l) 及

血清 (稀释度为1÷16及1÷32) , 每种血清稀释度设三

复孔, 在CO 2孵育箱 (5%CO 2, 95% 空气, 37℃) 中

培养42h 后, 每孔加入3H 2T dR , 714kbq, 再培养6h,

最后以多头收集器将细胞收获在玻璃纤维滤纸上,

以 Β2液体闪烁仪测定放射活性 (以 cpm 值表示)。

115　应激小鼠血清及淋巴结提取物对人淋巴细胞

转化的影响

将人淋巴结 (来源同上) 制成单细胞悬液 (115

×106个öm l)。加入不同稀释度的正常及应激小鼠血

清、PHA (40Λgöm l) 和小鼠淋巴组织提取物, 观察

应激小鼠血清及小鼠淋巴结提取物对人淋巴细胞转

化的影响。

116　运动员训练后血清中免疫抑制物分子量测定
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取运动员训练前和结束后12h 的血清, 以 Sep 2
Pak C 18柱进行层析分离, 收集水洗脱组份, 冷冻干

燥后以高压液相层析洗脱液复溶并进行分离, 分离

柱为 Zo rbax GF250凝胶过滤柱, 进样体积为200微

升ö次, 洗脱液为011mo löL 磷酸盐缓冲液 (pH 710) ,

洗脱速度为1m löm in, 每015m in 收集一管。冷冻干

燥后复溶测定对淋巴细胞转化的影响。

2　结果

211　大运动量训练后运动员血清对正常小鼠淋巴

细胞转化的影响

自行车运动员训练前、训练18天后及训练结束

后12天共三次取血, 以上述三种血清培养正常小鼠

淋巴结细胞, 观察对小鼠淋巴细胞转化的影响。培养

液中ConA 浓度为4Λgöm l, 血清的稀释度为1÷16及

1÷32, 淋巴细胞转化值 (cpm ) 分别为26095±4057

(均值±标准误, 下同) , 42519±2254; 13582±3284,

36020±2127; 21842±4314以及42510±1548。以上

结果表明训练结束时与训练前相比淋巴细胞转化受

到明显抑制 (P < 0101, ANOVA , n= 8) ; 而训练

结束后12天淋巴细胞转化已得到恢复, 与训练前相

比无差异 (P > 0105, ANOVA , n= 8)。结果说明,

大运动量的应激可以使人的血清具有抑制正常小鼠

淋巴细胞转化的作用 (图1)。

F ig11　 Individual response of the lymphocyte p ro lifera t ion

to the serum from heavy physically stressed ath letes.

212　HPLC 分析

训练结束时血清标本以H PL C 分离, 结果表明

第9m in 洗脱物, 与训练前相同管洗脱物相比明显抑

制正常小鼠淋巴细胞的转化。经与标准品分子量相

比较, 第九管组份的分子量为140kD。其它管运动前

后 H PL C 分离洗脱物对淋巴细胞转化的影响均未

见到明显差别 (图2)。

F ig12　 Inden tificat ion of the mo lecu lar w eigh t of the serum

213　体外诱导实验

　Tab11　Supp ressive p ro tein in hum an lymphocytes in2
duced by incubation w ith stressed rat serum (xθ

±sxθ, n= 6)

D ilu tion
L ymphocyte p ro liferation (cpm )

Contro l Stress

1÷640 11249±1007 7914±4803 3

1÷1280 11753±663 6797±4693 3

　　3 3 P < 0101, vs con tro l (ANOVA ).

214　应激小鼠血清及提取物对人淋巴细胞转化的

影响

　Tab12　Effect of the serum from stressed m ice on hum an

lymphocyte p ro lifera t ion (xθ±sxθ, n= 6)

D ilu tion
L ymphocyte p ro liferaiton (cpm )

Contro l Stress

1÷16 6085±88 4669±3253 3

1÷32 8704±494 7587±4663 3

　　3 3 P < 0101, vs con tro l (ANOVA ).

取人淋巴结淋巴细胞制成单个细胞悬液, 加入

应激大鼠血清 (5×105个细胞ö毫升) , 在CO 2孵育箱

中孵育16h 后, 以细胞匀浆制成提取物 (方法见前

述) , 检查对淋巴细胞转化的影响。对照及应激血清

培养后的细胞提取物在稀释度为1: 640及1: 1280时,

淋巴细胞转化值 (cpm ) 分别为11249±1007, 11753

±663; 7914±480, 6797±469, 两组相比差异显著

(P < 0101, ANOVA , n= 6)。说明应激大鼠血清能

诱导出人淋巴细胞产生抑制淋巴细胞转化的物质

(表1)。

为了检验应激小鼠的血清及淋巴结提取物抑制

淋巴细胞转化的作用是否具有种属特异性, 进行以

下两项实验。
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取人淋巴结细胞 (115×106个öm l) , 分别加入对

照及应激小鼠的血清及 PHA (40Λgöm l) , 血清的稀

释度为1÷16及1÷32时淋巴细胞转化 (cpm ) 分别为

6085±88, 8704±494及4669±325, 7587±466。二

者相比差异显著 (P < 0101, ANOVA , n= 6) (表

2)。

应激小鼠淋巴结提取物对人淋巴细胞转化的影

响。取人淋巴结细胞 (115×106个öm l, 分别加入对照

和应激小鼠淋巴结提取物及 PHA (40Λgöm l) , 当稀

释度为1÷160及1÷320时淋巴细胞转化值 (cpm ) 分别

为973±66, 1594±71及857±46, 1008±43。两者相

比差异显著 (P < 0105, ANOVA , n= 6)。上述两种

结果表明, 应激小鼠血清及淋巴结提取物都可以抑

制人淋巴细胞转化 (表3)。

　Tab13　Effect of the lymph node ex tract from stressed

m ice on hum an lymphocyte p ro lifera t ion ( (xθ±S xθ, n= 6)

D ilu tion
L ymphocyte p ro liferation (cpm )

Contro l Stress

1÷160 973±66 857±433 3

1÷320 1594±71 1008±433 3

　3 P < 0105, vs con tro l (ANOVA ).

3　讨论

我们室以前的工作证明束缚应激大鼠和小鼠的

血清可以抑制正常 T 淋巴细胞由 ConA 诱导的转

化反应, 并证明这是由一种大分子 (155及370kD ) 的

蛋白质所引起, 后来证明这种蛋白质来源于外周淋

巴组织, 究竟人类应激后是否也能产生与大鼠和小

鼠类似的应激免疫抑制蛋白, 一直是我们想要回答

的问题。近来北京体育大学与我们合作进行了研究。

结果表明, 人大负荷运动 (应激) 时血清内也能产

生一种抑制物抑制由ConA 诱导的小鼠淋巴细胞转

化。进一步的结果表明这种抑制物的分子量为

140KD , 溶于水, 与我们在大鼠和小鼠体内发现的大

分子抑制蛋白基本一致。本工作还证明, 小鼠应激血

清及淋巴结提取物也能抑制人类淋巴细胞的转化。

体外实验也证明, 大鼠应激血清孵育人淋巴细胞能

使人类淋巴细胞产生应激免疫抑制蛋白, 上述结果

从不同角度提示, 人类和动物产生的应激免疫抑制

蛋白在生化特性和功能上有类似之处, 说明这种蛋

白的种属特异性不强。
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GENERATION OF SUPPRESSIVE PROTE IN AFTER
HEAVY PHY SICAL STRESS IN ATHL ETES

Shao L i　J iao W ei　Zhu X iao song　Fan Shaogung
(D epartm en t of Physio logy, Beijing M edical U niversity, 　Beijing　100083)

ABSTRACT

　　O u r p reviou s w o rk show ed that under the condit ion of rest ra in t st ress and the con tro l of cen tra l ner2
vou s system , a supp ressive p ro tein (neu ro imm une p ro tein, N IP) w as genera ted in periphera l lymph t issue

and released in to the b lood stream , w h ich acts as an imm une supp resso r. In the p resen t study the serum

from the ath letes perfo rm ed a heavy ath let ic t ra in ing fo r 18 days w as also ab le to supp ress the lymphocyte

p ro lifera t ion of no rm al m ice. T he mo lecu lar w eigh t of the supp ressive facto r in ath lete serum determ ined

by gel f ilt ra t ion H PL C w as sim ilar to that in m ice and ra ts. In vit ro experim en t, the no rm al hum an lym 2
phocytes w ere incubated w ith the serum from restra in t st ressed ra ts fo r 12h and then the ex tract of hum an
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lymphocyte w as m ade fo r test ing the effect on no rm al lymphocyte p ro lifera t ion. T he resu lt show ed that it

supp ressed no rm al mou se lymphocyte p ro lifera t ion. T h is resu lt w as sim ilar to ou r p reviou s experim en t by

u sing no rm al mou se lymphocyte incubated w ith the ra t serum treated w ith rest ra in t st ress. It w as also

found that the serum and the ex tract of lymph node from restra in t st ressed m ice supp ressed hum an lym 2
phocyte p ro lifera t ion induced by PHA. T he resu lts suggest tha t supp ressive p ro tein induced by stress in

m ice and ra ts cou ld also be induced in hum an beings and there is no dist inct species specif icity among

them.

　　KEY WORD S　　stress; 　ath lete; 　neuro imm une p ro tein (N IP)

别嘌呤醇对急性运动后骨骼肌丙二醛 (MDA )的影响
周丽波　　1徐东青

(包头医学院病理生理教研室, 　包头　014010; 　1天津体育学院运动生理研究所)

运动时自由基生成主要来源是线粒体的半醌和组织上皮细胞的黄嘌呤氧化酶 (XO )。关于XO 介导自由基生成对机体构

成的损害已为许多缺血2再灌注研究所证实。但有关 XO 对运动性自由基产生的作用并没有直接证据。本实验观察了大鼠递增

负荷运动至力竭后即刻和24h 后骨骼肌M DA 含量的变化和大鼠服用黄嘌呤氧化酶抑制剂—别嘌呤醇后M DA 含量的变化,

以探讨运动性自由基产生的机制。

1　材料与方法

雄性 Sp rague- D aw ley 大鼠36只, 体重230- 260g, 随机分为未服药组和服药组, 每组18只。再分为安静组, 运动后即刻组

和运动后24h 组, 每组6只, 分笼饲养, 自由饮食。所有服药组动物于实验前48h, 24h, 1h 以50m gökg 灌服别嘌呤醇。运动方式采

用Bedfo re 建立的递增负荷运动至力竭的模型略加改动, 按以下五级负荷程序, 1级: 5°, 6m öm in, 15m in (相当于53%VO 2m ax)

→2级: 5°, 15m öm in, 15m in (相当于62%VO 2m ax) 3级: 5°, 20m öm in, 15m in (相当于64%VO 2m ax) 4级: 5°, 24m öm in, 15m in (相

当于68%VO 2m ax) 5级: 5°, 28m öm in, 至力竭 (相当于72%VO 2m ax)。实验总运动时间为90±27m in, 运动时使用适当刺激以保

证运动速度。

分别于相应时刻, 用215% 苯巴比妥50m gökg 腹腔麻醉动物, 迅速取出腓肠肌用于M DA 的测定。肌肉组织在冰浴条件下

制成匀浆。采用 Yagi 等的组织脂质过氧化物测定方法。离心后取上层液于 H ITA CH I2650型荧光分光光度计 Ex515nm , Em 553

时测定荧光强度, 分别按公式计算M DA 含量 (nmo löm g 湿重)

按常规方法进行统计学处理, 显著水平定为0105。对服药组和未服药组运动后骨骼肌含量进行相关分析。

2　结果与讨论

未服药组安静时M DA 值为178154±12176 nmo löm g。在运动后即刻最高204106±21105 nmo löm g. 24h 后略有下降

(194183±9149 nmo löm g)但仍显著高于对照 (P < 0105)。

服药组安静时M DA 值为176142±10125 nmo löm g 运动后即刻增高200147±19156 nmo löm g, 较未服药组相应时刻没有

明显改变 (P > 0105) 运动后24h 服药组M DA 为186108±18163nmo löm g, 和相应时刻未服药组相比下降较为明显, 但无统计

学意义 (P > 0105)。

XO 在代谢紧张时是介导自由基产生的重要途径, 这已为许多缺血2再灌注研究所证实。剧烈运动后代谢应激与缺血2再灌

注损伤有许多相似之处, 但不同的是, 较大强度运动时, 机体处于相对乏氧期, 运动中A T P 并非由于机制性缺氧, 而是需求大

于生成。本实验的动物模型采用递增负荷运动。可以引起线粒体呼吸链酶活性下降, 导致电子传递受阻, O 2生成增多。同时, 由

于A T P 相对不足黄嘌呤氧化酶 (XO ) 也可能参与自由基的生成, 造成运动后骨骼肌脂质过氧化水平增高, 但是 XO 的作用可

能在恢复期更加明显, 此时氧的供应更加充足。

以上结果可以看出, 剧烈运动后, 组织中的自由基增多并导致脂质过氧化水平同时增高。别嘌呤醇对恢复期的自由基生

成有一定抑制作用, 但就整个运动过程来说并不明显。我们推测递增负荷性运动后自由基的增多并由此而致的脂质过氧化可

能以线粒体呼吸链机制为主, 而黄嘌呤氧化酶的作用似乎并不主要。
(1996- 10- 17收稿　1997- 7- 14修回)
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