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摘要院目的 了解烧伤血清和痂下水肿液对内皮细胞凋亡和坏死的影响袁探讨烧伤血清在烧伤后内皮细胞损伤中的作
用遥方法 将烧伤血清和痂下水肿液与人脐静脉内皮细胞一同孵育 12尧2 4 h后袁采用Annexin-V-Fluos渊A-V冤和碘化丙啶
渊Propidiumiodide袁PI冤标记内皮细胞袁流式细胞仪检测其凋亡和坏死百分率遥结果 烧伤血清和痂下水肿液与人脐静脉
内皮细胞一同孵育 1 2 h后袁即出现凋亡和坏死增多袁2 4 h后凋亡和坏死进一步增加遥结论 烧伤血清和痂下水肿液均可
导致内皮细胞凋亡和坏死袁在烧伤后内皮细胞损伤中可能起重要作用遥
关键词院烧伤曰内皮细胞曰细胞凋亡曰坏死
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iodide(PI)wereincubatedwithperipheralbloodserumorSTFcollectedfrompatientswithsevereburninjuries,andapoptosis
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血管内皮细胞衬覆于血管内壁袁构成血管通透性
的主要屏障袁能合成和分泌调节血管舒张和凝血原纤
溶系统等的多种因子袁并在血管形成尧创伤愈合和炎
症反应中起重要作用咱1暂遥血管内皮细胞损伤是烧伤后
脏器损害发生的病理基础咱2暂袁既往研究表明烧伤血清
和痂下水肿液可损伤内皮细胞咱3暂遥本研究观察了烧伤
血清和痂下水肿液诱导下的内皮细胞凋亡和坏死情

况遥

1 材料和方法

1.1 烧伤血清和烧伤痂下水肿液(STF)的制备

10例本院收治的严重烧伤病人袁男性 7名袁女性
3 名袁年龄渊24.7依6.7冤岁袁烧伤总面积占体表总面积
渊TBSA冤的渊42.8依11.5冤%袁其中Ⅲ度烧伤面积均超过
20%TBSA遥每例病人均在烧伤后 3~4d切痂前取外

周静脉血 5ml 并分离血清袁于术中用无菌注射器收
集 STF袁以 8例健康成人外周静脉血血清为对照遥

STF和血清按 20%比例与M199培养液混合袁分别刺
激内皮细胞遥
1.2 内皮细胞培养

常规方法复苏 ECU304内皮细胞株袁接种于细胞
培养板中袁当细胞生长达亚融合时弃培养液袁加入无
血清培养液 RPMI1640 培养 2 4 h袁再弃去培养液遥将
血清分为正常血清组尧烧伤血清组尧STF组袁在各组培
养板中加入血清或 STF袁继续培养 12和 2 4 h后分别

收集细胞袁用 70%乙醇固定遥
1.3 流式细胞仪检测

采用Annexin-V-Fluos 和 PI双标法流式细胞仪

检测细胞凋亡和坏死百分率遥步骤如下院收集血清和
STF刺激后的内皮细胞袁调整细胞密度为 106个 /ml袁
PBS液冲洗袁200伊g离心 5min袁加入预先配制好的双
标液 100滋造渊1 mlHepes 缓冲液 +20滋造A-V+20滋造
PI袁购自德国宝灵曼公司冤袁室温孵育 10~15min袁上机
检测遥
1.4统计处理

所有数据以曾依泽表示袁组间数据比较采用两样本
均数贼检验遥
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1 临床资料

患者袁男袁65岁袁因多饮尧多尿 12年袁胸闷尧心悸 1 个月袁下
肢及阴囊水肿 1周于 1999年 10月 29日入我院内分泌科遥查

体院血压 23/10kPa袁口唇轻度紫绀袁颈静脉充盈袁右下肺可闻及
少许湿罗音袁心界向左下扩大袁心率 86次 /min袁律齐袁各瓣膜
区未闻及杂音遥移动性浊音阳性袁阴囊水肿袁双下肢明显水肿遥尿规
示尿蛋白+++尧血尿素氮 8.8mmol/L尧血肌酐 310滋皂燥造辕蕴尧血清
白蛋白 28g/L尧空腹血糖 6.2mmol/L遥
入院诊断为野II型糖尿病袁糖尿病肾病曰高血压病 III期袁高

渊下转 240页冤

2 结果

烧伤血清和 STF刺激体外培养的人脐静脉内皮

细胞 1 2 h后袁内皮细胞凋亡和坏死百分率均明显增
多袁尤以 STF诱导更明显袁2 4 h后内皮细胞凋亡和坏

死百分率进一步上升渊表 1尧2冤遥

3 讨论

血管内皮细胞并不仅仅是被动的靶细胞袁其本身
具有屏障和分泌等功能袁在严重烧伤后脏器损伤中起
重要作用遥严重烧伤后损伤内皮细胞的因素众多袁但
大多数为循环血液中异常增多的物质 渊如内毒素尧
TNF琢等冤遥既往研究咱3暂表明烧伤血清和痂下水肿液均
可导致内皮细胞形态尧功能和通透屏障的变化袁本实
验进一步发现烧伤血清和痂下水肿液不但可诱导内

皮细胞坏死袁也可导致内皮细胞凋亡袁而且凋亡百分

率高于坏死百分率袁提示烧伤血清和 STF损伤内皮

细胞袁部分可能是以细胞凋亡的方式进行遥有研究表
明内毒素所致的血管内皮细胞损伤是以细胞凋亡形

式出现的袁大鼠被注入内毒素或 TNF-琢后 6 h袁肠尧肺
等脏器在非内皮细胞组织损伤前即出现内皮细胞凋

亡袁内皮细胞凋亡在内毒素休克发病中起重要作用咱4暂遥
由于血管内皮细胞不属于快速自我更新的细胞群体袁
内皮细胞凋亡后降低了内皮细胞储备咱5暂袁造成血管管
腔表面内皮细胞丢失袁其屏障及分泌功能也受影响袁
从而加重组织微循环障碍袁导致组织缺血缺氧遥虽然
烧伤血清和痂下水肿液可诱导体外培养内皮细胞凋

亡和坏死袁但内皮细胞凋亡在机体烧伤后内皮致细胞
和脏器损伤中的机制尚有待进一步研究遥
烧伤痂下水肿液诱导内皮细胞坏死和凋亡作用

较烧伤血清强袁可能与痂下水肿液中内毒素尧TNF琢
等含量较高有关遥因烧伤血清和烧伤痂下水肿液可诱
导内皮细胞凋亡和坏死袁临床上我们应尽早切痂袁切
除坏死烧伤组织同时引流痂下水肿液袁并可用血液交
换尧滤过等手段袁减轻烧伤血清和痂下水肿对内皮细
胞的损伤遥
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表 2 烧伤血清或痂下水肿液刺激内皮细胞 2 4 h后细胞凋亡

和坏死的百分率(%袁曾依s)

栽葬遭援圆孕藻则糟藻灶贼葬早藻燥枣葬责燥责贼燥贼蚤糟葬灶凿灶藻糟则燥贼蚤糟藻灶凿燥贼澡藻造蚤葬造糟藻造造泽
葬枣贼藻则蚤灶糟怎遭葬贼藻凿憎蚤贼澡遭怎则灶泽藻则怎皂燥则杂栽云枣燥则圆源澡(%袁酝藻葬灶依杂阅)

Group Apoptosis Necrosis

Normalserum 2.1依0.6 1.8依0.7

Burnserum 15.3依3.8* 7.3依0.9*
STF 21.5依5.6*△ 13.2依4.1*△

*孕<0.01增泽normalserumgroup; △孕<0.01 增泽burnserumgroup

表 1 烧伤血清或痂下水肿液刺激内皮细胞 1 2 h后细胞凋亡

和坏死的百分率(%袁曾依泽)
栽葬遭援员孕藻则糟藻灶贼葬早藻燥枣葬责燥责贼燥贼蚤糟葬灶凿灶藻糟则燥贼蚤糟藻灶凿燥贼澡藻造蚤葬造糟藻造造泽
葬枣贼藻则蚤灶糟怎遭葬贼藻凿憎蚤贼澡遭怎则灶泽藻则怎皂燥则杂栽云枣燥则员圆澡(%袁酝藻葬灶依杂阅)

Group Apoptosis Necrosis

Normalserum 1.7依0.5 1.1依0.4

Burnserum 9.4依1.6* 2.6依0.5*
STF 13.8依2.7*△ 3.1依0.8*△

STF: Subeschartissuefluid;*孕<0.01增泽normalserumgroup; △孕<0.01增泽
burnserumgroup
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