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摘 要
:

【目的】探讨大鼠羊水与 斑3L
一

2珊 肥大细胞共培养后是否有脱颗粒现象发生
。

【方法】取大鼠不同稀

释度的羊水与大鼠来源的 BR L
一

23H 肥大细胞系共培养
,

用酶联免疫法测定不同时间样品上清的组胺
、

自发释放的

组胺和总组胺
,

计算组胺释放率
。

对细胞用阿利新蓝染色
,

计算脱颗粒指数
。

用流式细胞仪测定 R B I了 2珊 细胞

nA ne ix n V 标记后的阳性细胞率
。

[结果 ) 与不同稀释度的羊水共培养后
,

细胞的组胺释放率有显著差异
,

组胺的

释放和羊水浓度正相关
。

阿利新蓝染色后计算的脱颗粒指数与组胺释放率测定结果一致
。

细胞 nA ne ix n v 标记

后的阳性率在羊水刺激后明显上升
,

进一步证明了脱颗粒的发生
。

【结论】羊水中的物质可以通过直接作用导致
R 131

) 一

2 3H 肥大细胞脱颗粒
,

为羊水栓塞时肥大细胞脱颗粒机制的研究提供了一定的实验依据
。
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羊水栓塞是产科严重并发症之一
,

它起病急
、

病情凶险
、

死亡率高
,

往往造成死者家属对医疗工

作的误解而引发医疗纠纷
。

传统观念认为其发生

机理是羊水成份进人人体造成机械性阻塞所致
口

近几年来
,

有许多学者提 出羊水栓塞和过敏有关
,

认为羊水栓塞的发生是由于羊水作为外来抗原刺
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大鼠羊水与 BR L
一

23H 肥大细胞共培养后脱颗粒的检测

激机体的肥大细胞脱颗粒
,

释放过敏介质引起一系

列的病理反应
,

其主要依据是
:

①羊水栓塞的临床

表现和过敏反应极其相似 ;②羊水栓塞时血液中的

过敏介质如白介素
、

前列腺素等明显上升
,

肺组织

及血液中的类胰蛋白酶水平也明显上升
。

但是
,

到

目前为止
,

认定过敏的发生还缺少足够的实验证

据
。

对过敏的发生机制也有争议
,

有一部分学者认

为这种过敏反应是 Ig E 依赖性的 工型过敏反应 [ `〕
,

而另一部分学者则认为是 I g E 非依赖性的过敏样

反应圈
。

BR L
一

2 H 3 细胞是 由美国 B ar su m ian :
小组

研究获得
、

来源于大鼠的细胞系
,

它是一种粘膜型

的肥大细胞川
,

现在 已经被广泛应用于脱颗粒研

究
,

因而我们选择它为研究对象
,

观察在羊水抗原

的刺激下细胞是否发生 以释放组胺为代表的脱颗

粒反应
。

1 材料和方法

1 1 动物与仪器

15 0一 2 4 0 g
DS 怀孕大 鼠

,

胎龄 2 1 d 左右
。

R 13L -2 3H 细胞为本 室保存
。

E M EM 培 养基 为

G I B CO I3R L 公司产品
。

组胺测定试剂盒为 OC ul t er

公司产品
。

nA
n e x i n V

一

F lu o S S t a in in g k i t 购自美国

罗氏公司
。

小牛血清为杭州四季青公司产品
。

流

式细胞仪为肠ul et :
公司 E PI CS lE iet E S P 型

。

1
.

2 羊水收集

DS 大鼠乙醚麻醉
,

并在局麻辅助 的条件下
,

开

腹全部切除子宫
,

在无菌的条件下抽取全羊水
,

依

次稀释 2 倍和 4 倍
。

1
.

3 细胞培养和分组

复苏 R B L
一

23H 细胞
,

加人 10 m L 含 100 m L几

热灭活小牛血清的 E加正M 培养基
,

置 37 ℃孵育
,

6

h 后第 1 次换液
,

继续培养
,

Zd 传代 1 次
,

细胞密度

约为 1 只 1护m/ L
。

以不加人羊水的细胞为组胺自

发释放组
,

以加人全羊水
、

2 倍和 4 倍稀释羊水的

细胞为全羊水组
、

2 倍稀释羊水组和 4 倍稀释羊水

组
。

每 z 组 又按孵育时间分为 5 m sn
、

3 0 m in
、

6 0

m in 各 3 组
,

每组样本数均为 6 份
。

羊水加人比例

为 1 : 2
。

1
.

4 组胺的测定

严格按试剂盒要求进行
。

待细胞生长稳定后
,

选取对数生长期的细胞
,

用胰酶消化收集
,

PBS 洗

2 次
,

消除自发释放的组胺
,

调整细胞密度为 l x

1护m/ L
,

重新悬浮培养于 6 孔板中
,

每孔培养体积

4 m cL 先从每孔分别取细胞悬液 200 拼L 和 100

拜L 的组胺释放缓冲液 (试剂盒自带 )混合
,

37 ℃分

别孵育 5 m in
、

3 0 m i n
、

6 0 m i n 后
,

1 0 0 0 :

nr/ i n
,

4 ℃

离心 5 m in
,

收集上清
,

作为组胺 自发释放组
。

再从

每孔分别取细胞悬液 200 拜L 和 100 拜L 的全羊水
、

2 倍稀释的羊水以及 4 倍稀释的羊水混合
,

37 ℃分

别孵育 5 m i n
、

30 m i n
、

60 m i n 后
,

以 1 0 0 0 r

m/
in

,

4

℃离心 5 m in
,

收集上清
,

作为全羊水
、

1 : 2 羊水 以

及 :1 4 羊水组
。

最后从每孔分别取细胞悬液 2 00

拼L 和 10 0 拼L 的组胺释放缓冲液混合
,

反复冻溶
,

制备细胞裂解液
,

以 1 0 0 0 r

m/
in

,

4 ℃ 离心 5 m i n
,

收集上清
,

再稀释 20 倍作为检测细胞总组胺的样

品
。

将以上收集的上清液每 2 00 拜L 加人 50 拜L 乙

酞化缓冲液和 50 拜L 乙酞化溶液混匀
,

取出 50 吕L

乙酞化后的样品上清
,

依次加人已由组胺单克隆抗

体包被好的 % 孔板中
,

每孔再加人 2 00 拜L E IL S A

工作液
,

4 ℃
,

350
:

加in 震摇下孵育 Z h
,

常规洗板

后
,

每孔依次加人 2 0 0 产L 底物 ( 3 m i n 内完成 )
,

封

板
,

2 0 ℃
,

3 5O r / h l i n 震摇下孵育 3 0 m i n
,

每孔依次

加人 50 拼L 反应终止液 (3 m in 内完成 )
,

酶标仪测

读
,

波长 4 05
n m

,

以上操作时均 同时有标准液和对

照液
,

以及底物和羊水空 白对照
。

1
.

5 组胺释放率的计算和统计学处理

组胺释放率按照
: 〔(样品组胺 一 自发释放组

胺 ) / (总组胺 一 自发释放组胺 )〕火 100 %进行计算
,

数据用均数 士标准差 ( 历 土 :
)表示

,

组间比较用 t

检验
。

1
.

6 脱颗粒指数 (D )I 计算

按文献报道的方法 〔7 1取组胺 自发释放组孵育

6 0 m in 的细胞和全羊水作用组孵育 60 m in 的细胞

各 1() O 拜L 加人 150 拜L 的阿利新蓝染液充分混和

后滴人计数板
,

低倍镜检
,

计数 9 大格
。

按照
: 「(组

胺自发释放组着色细胞数 一 羊水作用组着色细胞

数 ) /组胺 自发释放组着色细胞数」火 100 %
,

计算阳

性百分比
。

1
.

7 A l l n ex in V 阳性率检测和统计学处理

取组胺自发释放组孵育 60 im
n
的细胞和全羊

水作用组孵育 60 m in 的细胞用 P璐 洗 2 次
,

按本

室郭薇等〔“ 〕的方法
,

应用罗氏公司的 A n n
ex in 从

lF uo : : at iin gn ik t 试剂盒和流式细胞仪对细胞进行

碘化丙吮 ( p or p id i u m i o d id e )和 灿
n e x i n v 双荧光

染色测定
,

计数 nA ne
x in V 阳性的细胞数

。

数据用

均数 士标准差 ( 至 土 :
)表示

,

组间比较用 t 检验
。
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2 结 果

2
.

1 细胞培养

复苏后的细胞生长 良好
,

呈梭状
、

椭圆状
,

细胞

内可见颗粒状物 (图 1 )
。

未发生脱颗粒的细胞 nA
n
ex in V 和碘化丙陡

均低染
,

发生脱颗粒的细胞 A n n ex in V 高染
,

碘化

丙咙低染
。

组胺 自发释放组孵育 60 im
n
的细胞

A n r ze x in V 染色阳性率为 8
.

4 % 土 0
.

5%
,

全羊水作

用组孵育 60 m in 的细胞 nA
n
ex in V 染色阳性率为

24
.

5 % 土 1
.

2 %
,

二者 差异有显著性 ( 尸 < 0
.

05 )

(图 2 )
。

份Q口t

ǎ。p洲Po洲

A

书毛

O口t.目男书名
。山以匕思叭

衬卜洲的u。尸“训尸u。。阴。阳on曰灿

图 工 培养在 E氏住M 培养基中的 R B L
一

2 3H 细胞

F ig
.

1 R B L Z珊 ce l ls cu l tu r e d i n E入11)》 4 n l仪】ium ( 200
又 )

2
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2 组胺释放率

大鼠羊水与 邓 L
一

2 3H 细胞共培养后
,

上清中

组胺的检测结果显示
,

孵育相同时间后的组胺释放

率随羊水浓度的不同差别显著 (表 1 )
。
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3 脱颗粒指数 (D l )

根据上述 1
.

6 列出的公式计算孵育 60 m in 组

着色细胞百分比为 23 %
,

与组胺释放率测定结果

一致
。

2
.

4 A nn ex in V 阳性率比较

图 2 流式细胞仪测定 A n ll e x in V 阳性细胞比率
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大鼠羊水与 R 13L
一

2比 肥大细胞共培养后脱颗粒的检测

近年来
,

大量国内外学者 5j[ 提出羊水栓塞发生时可

能有肥大细胞脱颗粒机制的参与
,

肥大细胞可以由

特异性抗原通过 I妞介导激活
,

也可以由非特异性

触发剂诱发脱颗粒 6[]
,

在激活以后脱颗粒释放多种

细胞介质参与过敏的发生
。

我们提取了大鼠的羊

水和 R B L Z3H 肥大细胞共培养
,

以观察羊水对肥

大细胞脱颗粒的影响
,

试图为羊水栓塞时肥大细胞

的脱颗粒的发生机制提供一定的依据
,

邓L
一

2 H 3

肥大细胞与腹腔肥大细胞相 比应用于脱颗粒实验

时有以下优点
:
易于获得

、

容易培养
、

重复性好和低

耗等
。

在本实验中我们将羊水和细胞直接共同培

养
,

以观察是否有脱颗粒现象的发生
,

我们选用组

胺的释放为主要标准
。

组胺是肥大细胞释放的原

发性介质
,

在肥大细胞受到刺激后很快释放
。

试剂盒提供的 96 孔板上包被有抗组胺单克隆

抗体
,

待测样品中的组胺和试剂盒提供的组胺 一碱

性磷酸酶偶合物竞争和抗体的结合位点
,

组胺由于

分子太小不足 以完全占据抗体的结合位点
,

因此在

结合前必须先乙酞化
。

乙酞化的组胺和组胺
一

碱性

磷酸酶偶合物竞争抗体有限的结合位点
,

孵育完以

后洗去未结合的组分
,

加人底物 p N P P 检测结合上

的酶量
,

其显色强度和样品中的组胺呈反 比关系
。

我们选用组胺释放率作为衡量组胺释放的指标
,

因

为组胺释放率排除了自发释放组胺的影响
,

更为客

观
。

经过检测和计算
,

我们发现和羊水共培养后
,

R 13L
一

2 H 3 肥大细胞在 5 m in
、

3 0 m i n
、

6 0 m i n 的组

胺释放率和羊水抗原的浓度呈剂量依赖关系
,

为正

相关
,

证明羊水 中的物质可以诱导 拙 L
一

2 H 3 肥大

细胞脱颗粒
。

我们通过形态学观察计算了脱颗粒指数
,

这个

指数来源于 H I31卫
、

方法 v[]
,

该方法对脱颗粒强度

判定具有很好的特异性
、

灵敏度和重复性
,

实用简

便可靠
。

本实验计算全羊水作用组 细胞孵育 60

m in 的脱颗粒指数
,

结果为 23 %
,

和对应 的组胺释

放率结果相符
。

nA
n
ex in V 是参与细胞胞吐过程

的蛋白
,

1 9 9 9 年 D e

mo [8 ]首次报道用 A n n e x i n v 来

标记脱颗粒的肥大细胞
,

nA ne ix n V 和细胞表面的

分泌颗粒发生特异性的结合
,

本室郭薇等〔9〕成功利

用它测定了肥大细胞在 I 型过敏反应时的脱颗粒
。

本实验检测 了组胺 自发释放组孵育 60 m in 的细胞

nA ne ix n V 阳性率和全羊水作用组孵育 60 im
n 的

细胞 nA
n
ex in V 阳性率

,

二者差异 明显
,

和组胺释

放率结果相平行
,

进一步证明了细胞脱颗粒发生
。

本实验证明
:
在体外

,

羊水可以直接刺激 R 13L
一

2H 3

肥大细胞发生脱颗粒反应
,

R B L
一

23H 细胞没有经

特异性 Ig E 的致敏
,

与以往文献 〔̀ 0 〕报道 的由 Ig E

介导的 R B L
一

2 3H 肥大细胞脱颗粒相 比
,

在强度和

速度上都较弱
,

羊水的直接刺激类似于非特异性诱

发剂导致的脱颗粒发应
。

本实验不能排除羊水栓

塞时 馆E 介导的 工型过敏机制的存在
,

相关研究还

需进一步继续
。
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