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&&!摘&要"&目的&研究新生儿窒息后血清诱导的人肾小管细胞粘附中性粒细胞的作用及机制% 方法&以

êT$ 细胞株为研究对象$ 用含 $"K的窒息后血清作为诱导因素% 实验分空白对照组*窒息组(窒息后 !$=$? 2

组)和吡咯烷二硫氨基甲酸(1cI')干预组% 分别检测各组细胞悬液中髓过氧化物酶(A19)活性#检测 êT$ 细胞

膜Z'MAT! 和细胞核内8BT

:

b的表达% 结果&窒息后 ! 2血清组细胞悬液A19值显著高于各1cI'干预组*对照

组及窒息后 =$? 2血清组(!L"7"!)% 窒息后 ! 2血清组 êT$ 细胞表面Z'MAT! 表达和 êT$ 细胞核8BT

:

b表达

亦显著高于各1cI'干预组*对照组及窒息后 =$? 2血清组(!L"7"!)% 结论& 窒息后血清可以诱导肾小管上皮

细胞活化进而粘附中性粒细胞$其作用机制可能涉及到窒息后血清活化了 8BT

:

b$从而使肾小管上皮细胞膜表面

Z'MAT! 表达增加$进而粘附中性粒细胞% !中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&PFF 'PFP"

!关&键&词"&新生儿窒息#血清#肾小管上皮细胞#中性粒细胞#细胞间粘附因子#核因子T

:

b
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b

(8BT

:

b) ,Q̂ eT$ :.66SU.4..Y3/)*.2 U)-( -(.)//P*,()S-,:(./):36S-3)*)*F7@-,34/,&I(..Y04.SS),* ,QA19)* -(.

0,S-T3S0(RY)36!T23RS.4P/-4.3-/.*-F4,P0 U.4.S)F*)Q):3*-6R()F(.4-(3* -(3-)* -(.1cI'-4.3-/.*-3*2 -(.:,*-4,6F4,P0S

3SU.663S-(.0,S-T3S0(RY)36= 3*2 ?T23RS.4P/-4.3-/.*-F4,P0S(!L"7"!)7I(..Y04.SS),* ,QZ'MAT! 3*2 8BT

:

b)* -(.

0,S-T3S0(RY)36!T23RS.4P/-4.3-/.*-F4,P0 U3S36S,S)F*)Q):3*-6R()F(.4-(3* -(3-)* -(.,-(.4F4,P0S(!L"7"!)7

A+5.43,0+5,&D.4P/Q4,/3S0(RY)3-.2 *.,*3-.S:3* )*2P:.̂ eT$ :.6632(.S),* -,*.P-4,0()6S$ 0,SS)\6R-(4,PF( 3:-)O3-)*F

8BT

:

b3*2 )*:4.3S)*F-(.SR*-(.S)S3*2 .Y04.SS),* ,QZ'MAT! ,* -(.SP4Q3:.,Q4.*36-P\P634.0)-(.6)36:.66S7

!A905B A+5/-2)C-:06/*$ !""#$ $" (%)&PFF 'PFP"

&&D-8 ;+*:,&&8.,*3-363S0(RY)3# D.4P/# C.*36-P\P634.0)-(.6)36:.66# 8.P-4,0()6# Z*-.4:.66P63432(.S),* /,6.:P6.#

8P:6.34Q3:-,4T

:

b

&&新儿窒息导致的多器官功能损伤中$以肾损伤

发生率最高!!"

$而肾小管是最早*最为敏感的部位%

我们前期研究显示!$$="

&新生儿窒息后血液及尿液

中存在各种损伤因子升高$这些损伤因子随再灌注

血流进入至肾组织导致肾损伤的发生% 根据窒息后

发生肾损伤的再灌注原理!>"

$我们前期工作将窒息

后血清作为再灌注因素$建立了窒息后血清诱导肾

小管损伤的细胞模型$观察到窒息后血清可诱导肾

小管细胞损伤*活化 !#$<"

$但是活化的肾小管是否可

以粘附再灌注血流中炎症细胞在肾脏滞留$尚不清

'==<'
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楚$本研究对此进行了探讨%

$E材料与方法

$7$E材料及试剂

人近曲肾小管上皮细胞 ( êT$)$引自 MI''

(M/.4):3* IR0.'P6-P4.',66.:-),*)#cA_AGB!$ 培

养基(美国 Z̀b'9公司)#标准胎牛血清(天津灏洋

生物)#胰酶和吡咯烷二硫氨基甲酸(0R44,6)2)*.2)T

-(),:34\3/3-.S$1cI') (美国 D)F/3公司)#鼠抗人

Z'MAT!* 8BT

:

b0<# 单克隆抗体(深圳晶美生物工程

公司)#髓过氧化物酶 (/R.6,0.4,Y)23S.$A19) 和

Mb'试剂盒(武汉博士德生物公司)%

$7!E方法

!7$7!&新生儿窒息后血清的制备&&选择 $""# 年

!" 月至 $""< 年 ! 月我科住院的足月重度窒息新生

儿(出生后 ! 分钟 M0F34评分
"

= 分为重度窒息)$

均未使用免疫抑制制剂*无明显感染性疾病% 在窒

息后 !$ =$? 2 分别抽取外周血 # /a(肝素抗凝)$

$ #"" 4G/)* 离心 !" /)*$分离血清$ #<r 水浴

=" /)*灭活补体$微孔滤器过滤除菌$采用 cA_A

培养液成 $"K(体积比$OGO)的攻击浓度待用!#$<"

%

!7$7$& êT$ 细胞株的复苏&培养&传代&&从液氮

罐取出冻存的 êT$ 细胞投入 =?r 的温水中$摇动

使其尽快解冻% 吸出细胞悬液并滴加 !" 倍体积的

质量分数为 !"K的胎牛血清的cA_AGB!$ 培养基$

混匀$! """ 4G/)*离心 # /)*$弃上清液后再重复洗

涤 ! 次% 用含 !"K的胎牛血清的 cA_AGB!$ 培养

液将细胞悬液稀释混匀$接种于 !"" /a培养瓶中$

=?r$#K '9

$

细胞培养箱中静置 !$ ($换液除去未

贴壁细胞后至细胞长满成片 %"K以上% 用 "7$#K

的胰蛋白酶消化后$传代%

!7$7=&窒息新生儿外周血中性粒细胞的分离&&

取足月窒息后 $> ( 时新生儿外周静脉血 # /a(肝

素抗凝)于 !% E$$r$$ """ 4G/)*离心 =" /)*$取出

离心管可见中间白细胞层% 用吸管轻轻吸出白细

胞$加入 1bD 缓冲液洗涤 = 次$离心 = 次 (!% E

$$r$%"" 4G/)*$离心 !" /)*)$然后悬浮于 cA_AG

B!$ 完全培养基中$光学显微镜下计数中性粒细胞

数目$调整中性粒细胞密度至 ! d!"

@

Ga备用%

!7$7>&实验分组及实验过程&&实验分为&空白对

照组*窒息组(窒息后 !$=$? 2 组)和 1cI'干预组

(窒息后 ! 2 1cI'*= 2 1cI'*? 2 1cI'干预组)%

根据分组$将已生长至约占培养瓶底 %"K的细胞$

在细胞培养瓶中用含 "7$#K胰蛋白 o"7"$K_cIM

消化液消化成单个细胞$按每 >" """ 个细胞接种到

$> 孔培养板中% 均于接种后 !$ ( 换液使细胞生长

繁殖同步后$进行如下处理&

!

各窒息组&各窒息组

培养液换成含 $"K窒息血清的cA_AGB!$ 培养液#

"

各1cI'干预组&每组培养液换成含 $"K窒息血

清的cA_AGB!$ 培养液的同时每孔加入终浓度为

>"

&

/,6Ga的1cI'#

#

空白对照组&每组培养液换

成含 !"K胎牛血清的cA_A培养液$上述培养体系

其余培养条件完全一致$在 =?r *#K'9

$

的条件下

培养 $> (% 窒息后血清诱导细胞损伤模型的建立参

考本实验室前期工作!#$<"

%

!7$7#&指标的检测&&

!

细胞悬液中A19活性的

测定 $> 孔板各孔板细胞培养 $> (后$加入密度为 !

d!"

@

Ga的中性粒细胞悬液 "7! /a$=?r *#K '9

$

的条件下培养! (% 各孔去培养基并用 1bD 洗涤 =

次$各孔加入同样体积的质量分数为 "7$#K的胰蛋

白酶消化成细胞悬液$按照A19检测试剂盒操作步

骤进行$利用酶标仪测定各孔9c值$根据公式A19

活力(XGa) V!测定管 9c值 ;对照管 9c值"G

(!!7= d取样量(/a) d匀浆浓度)$计算 A19的活

力单位% 根据中性粒细胞内含一定量的 A19$因此

测定细胞悬液中 A19活性来推断被粘附中性粒细

胞的数目!?"

%

"

免疫组化法检测8BT

:

b*Z'MAT! 的

表达 $> 孔板各孔内提前放入盖玻片进行细胞爬

片% 各组细胞爬片用非免疫血清封闭 !# /)*% 一抗

(工作浓度为!h!"")为鼠抗人 8BT

:

b*Z'MAT! 的单

克隆抗体$室温下孵育过夜% Mb'试剂盒按说明书

进行操作$显色后光镜下观察% 采用 D̂'9C_值间

接表示 8BT

:

b*Z'MAT! 表达的强弱!?"

& D̂'9C_V

$

1)()o!)$)表示免疫组化颗粒 Z'MAT! 的光密度

值 !$$ 或 =(分别表示抗原表达的弱$中和强)$1)表

示每种光密度值的细胞占所有细胞的百分值%

$7FE统计学处理

各组实验数据以均数 ]标准差(N]H)表示$各

实验组组间进行单因素方差分析$组内比较进行 W

检验% !L"7"# 为差异具有显著的统计学意义%

!E结果

!H$E新生儿窒息后血清诱导 TDM! 细胞粘附中性

粒细胞的情况

在A19值的测定结果中$与窒息后 !$=$? 2

1cI'干预组 ("7<" ]"7!!*"7#? ]"7"?*"7#? ]

"7!=)*窒息后 = 2 组*? 2 组("7#@ ]"7"@*"7#? ]

"7"<)和空白对照组("7#< ]"7">)相比$窒息后 ! 2

'>=<'
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组A19值("7%? ]"7!@)升高$差异具有显著性意

义(!L"7"!)#而与空白对照组相比$窒息后 = 2*

? 2 组A19值差别无统计学意义#与空白对照组比

较$各1cI'干预组A19值差异无统计学意义%

!H!E新生儿窒息后血清诱导 TDM! 细胞 NA(?M$

的表达情况

在Z'MAT! 的表达结果中$与窒息后 !*=*? 2

1cI'干预组 ($7#= ]"7"$*$7#$ ]"7"$*$7>? ]

"7"=)*窒息后 = 2 组*? 2 组($7## ]"7"$*$7#$ ]

"7"=)和空白对照组($7#= ]"7">)相比$窒息后 ! 2

组Z'MAT! 的表达( D̂'9C_值) (=7"< ]"7"$)升

高$差异具有显著性意义(!L"7"!)#而与空白对照

组相比$窒息后 = 2*? 2组Z'MAT! 的表达( D̂'9C_

值)差别无统计学意义#与空白对照组比较$各

1cI'干预组A19值差异无统计学意义(图 !)%

&&图 $E窒息后血清诱导TDM! 细胞的NA(?M$ 表达$倒置显微镜 $̂""%(

(&空白对照组#O&窒息后 ! 2 组#A&窒息后

= 2 组# K&窒息后 ? 2组# Q& 1cI'组% 空白对照组细胞贴壁良好$透明度大$折光性强$呈扁平的多角形$细胞膜 Z'MAT! 弱阳性表

达#窒息后组细胞形态发生改变$连接松散$细胞间可见较多细胞碎片$细胞膜Z'MAT! 阳性表达$以窒息后 ! 2最为明显%

!HFE新生儿窒息后血清诱导 TDM! 细胞 RIM

"

O的

表达情况

在8BT

:

b的表达结果中$与窒息后 = 2 组*? 2

组($7>% ]"7">*$7># ]"7"$)和空白对照组($7>@

]"7"$)相比$窒息后 ! 2 组 8BT

:

b表达( D̂'9C_

值)($7@< ]"7"$)升高$差异具有显著性意义(!L

"7"!)#而与空白对照组相比$窒息后 = 2*? 2组 8BT

:

b表达( D̂'9C_值)$差别无统计学意义(图 $)%

&&图 !E窒息后血清诱导TDM! 细胞的RIM

"

O表达$倒置显微镜 $̂""% (

(&空白对照组#O&窒息后 ! 2 组#A&窒息后

= 2 组# K&窒息后 ? 2组% 棕黄色颗粒为 êT$ 细胞表达的8BT

:

b$可见空白对照组细胞核 8BT

:

b弱阳性表达#窒息后细胞核 8BT

:

b

阳性表达$以窒息后 ! 2最为明显%

FE讨论

缺血再灌注损伤后可激发机体出现一系列的炎

症反应% 首先是大量活性介质的产生$包括氧自由

基和细胞因子等$而氧自由基是造成内皮细胞损伤

的主要因素$这是造成器官组织损伤的重要原

因!$ E@"

% 因此$有学者把肾脏缺血再灌注损伤等同

于+炎症性疾病,

!>"

% 我们前期研究发现$炎症反应

同样存在新生儿窒息后肾损伤的发病过程$新生儿

窒息同样是一种+炎症性疾病,% 窒息时机体受到

缺氧和再灌注损伤等因素影响时$产生过多炎症介

质$如I8BT

7

*ZaT% 等$激发机体出现全身炎症反应

综合征$这些活性物质在血液中水平升高$在窒息后

复氧的过程中$随再灌注血流进入肾脏$很可能直接

导致肾损伤的发生!$$#$<$@"

% 本研究显示&窒息后血

'#=<'
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清具有诱导 êT$ 细胞粘附窒息新生儿外周血中性

粒细胞的作用$这种作用以窒息后 ! 2 的血清最为

明显$而窒息后 =*? 2血清并不明显$这与窒息后炎

症反应具有时间性$肾损伤发生的高峰在 $> ( 的观

点相一致!%"

%

很多研究表明$核因子T

:

b( *P:6.34Q3:-,4T

:

b$

8BT

:

b)是调节缺血再灌注时炎症反应的关键因子

和触发器!!""

% 当细胞受到炎症介质*病原体感染*

氧化应激等刺激后$Z

:

b磷酸化而被降解$8BT

:

b游

离后即进入细胞核内$结合到相应的靶基团的启动

子与增强子的
:

b结合域$进而促进多种炎症因子

转录和表达 !!!"

$导致炎症反应的发生% 抗氧化剂

1cI'就是一种公认的8BT

:

b抑制剂$可以阻断Z

:

b

的磷酸化进而抑制了 8BT

:

b的活化!!""

% 很多学者

研究发现!!$"

$细胞受到缺氧刺激后 Z'MAT! 的表达

增加$而加入1cI'可以降低Z'MAT! 表达% 我们前

期工作也发现!?"

& êT$ 细胞经缺氧G复氧处理后$细

胞膜表面Z'MAT! 的表达明显增加$而在缺氧G复氧

处理前加入 1cI'后细胞表面 Z'MAT! 的表达受到

抑制 % 这些研究说明缺血(缺氧)的刺激可能诱导

8BT

:

b的活化$进而诱导 Z'MAT! 等炎症基因的表

达$参与缺血再灌注时组织器官的损伤过程% 本研

究进一步显示&窒息后血清诱导 êT$ 细胞损伤时$

细胞表面Z'MAT! 和和细胞核8BT

:

b的表达明显增

加$而加入8BT

:

b抑制剂(1cI')$阻断8BT

:

b活性

后Z'MAT! 的表达显著减少$而且粘附中性粒细胞

数量减少$这种作用以窒息后 ! 2 的血清最为明显$

而窒息后 =*? 2血清并不明显%

新生儿窒息后血清导致 8BT

:

b活化的原因可

能与血清中存在的过多炎症介质如ZaT!*ZaT%*ZaT<*

I8BT

7

等有关$这些因子随再灌注血流进入肾脏组

织$进而导致 êT$ 细胞内 8BT

:

b的活化*转位$进

而结合于相应基因的启动子或增强子的
:

b结合

区$进一步使相关因子 Z'MAT! 的表达上调% 同时

这些因子可持续刺激并激活中性粒细胞$使中性粒

细胞内的 aBMT! ('c!!3G'c!%$Z'MAT! 的相应配

体)磷酸化*变构!!="

$进而与 êT$ 识别*粘附$进一

步造成肾脏持续炎性损伤% 这可能是新生儿窒息后

肾损伤时发生炎症反应的细胞内重要信号机制% 这

为临床认识窒息后肾损伤的发病机制和采取抗炎症

治疗提供了一定的实验性理论依据%
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