
3　讨论

支气管肺泡灌洗技术可直接采集支气管及肺泡内液的标

本 , 有效地反映肺内病变 , 属于无创性肺内标本采样技术 [ 2] 。

利用 BALF中成分的变化及其在疾病中的意义 , 对研究各种

环境因素所致肺病具有重要的理论和实际应用价值。尤其是

BALF中一些酶类的变化可以直接反应肺组织细胞的氧化损伤

情况。

本实验研究表明 , 小鼠 BALF中不同剂量组的 LDH、 ACP

和 AKP与对照组相比 , 含量均有所增加 (P<0.05), 但组间

差异无统计学意义 (P>0.05)。 LDH是一种胞浆酶 , 来源于

上皮细胞 、 中性粒细胞和肺泡巨噬细胞 (AM)。正常情况下 ,

由于细胞的衰老死亡 , 细胞外液中存在一定活力的 LDH, 当

细胞受损伤或膜通透性增加时 , LDH会大量逸至胞外 , 使细

胞外液中 LDH活力增加 , BALF中 LDH活性升高 [ 3] 。小鼠经

吸入性甲醛亚慢性染毒后 , BALF中 LDH活力增加 , 表明甲

醛对肺组织细胞有损伤作用 , 可能是甲醛的毒性作用引起炎

症反应而致膜损伤造成的。 ACP是溶酶体酶 , 它参与肺部防

御感染。实验可见 , ACP活性升高 , 可能是因为甲醛导致肺

组织炎性反应 , 促进了激活状态的肺泡巨噬细胞 (PAMs)、

多形核中性粒细胞 (PMN)溶酶体的释放 , 细胞发生溶解和

死亡 , 使大量 ACP进入 BALF, 从而反映了甲醛对肺组织的

损伤作用。 AKP主要存在于肺泡Ⅱ型上皮细胞膜上 , 是一种

结合酶 [ 4] 。 AKP活性升高 , 说明肺泡 Ⅱ型上皮细胞膜受到损

伤 , 白细胞活动增加 , 细胞的炎症反应加剧 [ 5] 。 BALF中 AKP

活性升高还可能由于肺泡血管内皮细胞受损 , 血浆渗出而引

起。同步观察肺组织病理变化 , 可见肺组织毛细血管出血 ,

肺泡间隔增宽 , 肺泡腔内出现炎细胞浸润 , 尤其在高剂量染

毒组 , 有大量炎细胞和含铁血黄素细胞出现。这表明吸入一

定浓度的甲醛可以造成肺组织的细胞损伤。小鼠肺组织是否

对甲醛引起的细胞损伤存在一个阈剂量 , 有待进一步研究。
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　　摘要:选取健康 Wistar大鼠 25只 , 随机分为 3组 , 即正

常对照组 、 轻度和重度中毒组 , 采用流式细胞仪检测中毒后

早期心肌和肝细胞的凋亡百分率。结果中毒组细胞早期凋亡

率明显高于正常对照组 (P<0.01), 重度中毒组心肌细胞和

肝细胞早期凋亡率显著高于轻度中毒组 (P<0.01)。表明急

性有机磷中毒早期即可出现实质器官细胞的损害并且与中毒

严重程度密切相关 , 提示在急性有机磷中毒的临床救治中 ,

早期应加强保护重要器官 , 防止发生多器官功能障碍综合征。
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　　近年一些研究表明 , 有机磷中毒 (AOPP)存在细胞凋亡

现象 , 提示有机磷中毒所致的呼吸肌麻痹可能与膈肌细胞凋

亡有关 [ 1] , 神经元细胞凋亡在中毒后迟发性神经病的发病机

制中起重要的作用 [ 2] 。急性有机磷中毒后实质器官是否出现

细胞凋亡现象 , 目前尚未见报道。 为此 , 我们建立了急性甲

胺磷中毒动物模型 , 对染毒大鼠的心脏和肝脏进行细胞凋亡

检测 , 为今后临床抗凋亡治疗提供相关的实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

30%甲胺磷乳油 (湖北沙隆股份有限公司提供), FACS-

Callbur型流式细胞仪 (美国 BECTONDICKINSON公司)。

1.2　动物分组

健康 Wistar大鼠 25只 (由南昌大学医学院实验动物研究

中心提供), 雌雄兼并 , 体重 200 ～ 240 g, 随机分为 3组 , 正

常对照组 5只 , 轻度中毒组和重度中毒组各 10只。中毒组分

别按 10mg/kg、 40mg/kg给予甲胺磷皮下注射染毒 , 对照组

给予 2 ml生理盐水皮下注射。

1.3　标本采集

对照组注射生理盐水 8 min后断头处死取心脏和肝脏组

织;轻度中毒组染毒后出现流泪 、 肌无力 、 行走不稳 、 肌颤 ,

8 min后取心脏和肝脏组织;重度中毒组染毒后均迅速死亡 ,
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立即取出心脏和肝脏组织。

1.4　流式细胞仪检测

取心脏和肝脏组织各 100mg, 分别置于两个培养皿中 , 洗

去组织块表面的淤积血块, 用眼科剪将其剪碎 , 加 2 ml磷酸盐

缓冲液 (PBS)过滤 , 反复吹打后放置数分钟, 经 300目尼龙

网过滤置试管中 , 调整单细胞悬液主细胞数为 1×106 /ml, 从

而制备心肌细胞和肝细胞单细胞悬液 , 分别取心肌细胞和肝细

胞单细胞悬液 100 μl(1×106 /ml)置入专用试管中 , 先加入 5

μlAnnexinV和 10 μlPI, 再立即加入 100 μlBuffer工作液混

匀 , 放 4℃冰箱反应 30 min, 然后加 400 μlBuffer工作液 , 最

后上机检测心肌细胞和肝细胞的早期凋亡百分率。

1.5　统计学分析

所得数据以均数 ±标准差 (x±s)表示 , 采用 SPSS10.0

统计软件包进行 t检验分析。

2　结果

　　表 1可见 , 中毒后心肌和肝细胞早期细胞凋亡率明显升

高 , 且重度中毒与轻度中毒比较有明显差异 (P<0.01)。图

1, 2显示 , 重度中毒组心肌和肝细胞早期即出现大量凋亡。

表 1　染毒组及对照组心肌细胞 、 肝细胞早期凋亡率

比较 (x±s) %

分组 n 心肌细胞 肝细胞

对照组　　 5 1.71±0.11 0.39±0.05

轻度中毒组 10 13.71±2.27＊ 5.76±1.10＊

重度中毒组 10 46.26±4.08＊■ 55.80±9.81＊■

　　与对照组比较 , ＊P<0.01;与轻度中毒组比较 , ■P<0.01

图 1　重度中毒心肌细胞流式细胞仪散点图

图 2　重度中毒肝细胞流式细胞仪散点图

3　讨论

细胞凋亡又称程序性细胞死亡 , 由一些特殊信号刺激细

胞内在固有的死亡程序所诱发的细胞主动死亡现象 , 是机体

细胞代谢过程中保持自身稳态的一种生物现象。 其机制目前

证实是由多种因子参与的一系列化学连锁反应 , 许多因素可

诱导凋亡或抑制凋亡 , 导致疾病的发生。

近年来一些研究已证实中毒过程中存在脏器实质细胞的

凋亡 , 如毒鼠强 、 醋氨酚和氟化钠中毒 [ 3 ～ 5]等。国外研究表

明 , 在低剂量对氧磷中毒鼠模型中发现有典型细胞凋亡的特

征 [ 6] 。国内研究表明 , 急性有机磷农药中毒并发多器官功能

障碍综合征患者 T淋巴细胞大量凋亡 , 造成患者细胞免疫功

能低下或紊乱 [ 7] 。多器官功能障碍综合征患者外周血单个核

细胞亦存在细胞凋亡增加的情况 [ 8] 。 以往在 AOPP对心脏的

毒性研究中提出 , 血清肌钙蛋白 I(CTnI)可作为 AOPP引起

心肌损害的早期诊断标志 [ 9] 。肝功能损伤表现为 AST、 ALT、

LDH增高和黄疸 , 而从细胞凋亡的角度研究 AOPP对心脏和

肝脏实质细胞的影响尚未见报道。本研究采用 AnnexinV/PI

双染流式细胞技术研究急性甲胺磷中毒大鼠早期心肌细胞和

肝细胞凋亡情况 , 结果显示 , 重度中毒时心肌细胞和肝细胞

早期即出现大量的凋亡 , 且细胞凋亡率明显高于对照组 (P<

0.01), 说明甲胺磷中毒可引起心肌细胞和肝细胞早期凋亡 ,

且重度中毒导致的细胞凋亡更显著。 有机磷中毒患者由于组

织缺氧破坏机体正常的氧化还原的动态平衡 , 使体内形成严

重的氧化应激和自由基损伤 , 由于大量自由基和活性氧的产

生 , 对重要器官组织进行攻击 , 形成化学性的中毒炎症反

应 [ 10] , 其炎症细胞释放出细胞因子 (如 TNF、 IL-6、 IL-8),

激活促凋亡基因 , 引起组织器官细胞的凋亡。通过本项研究 ,

提示在急性有机磷中毒的临床救治中 , 应在早期加强保护重

要器官的功能 , 防止多器官功能障碍综合征的发生。
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