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风湿热患者外周血淋巴细胞和血清

对心脏细胞的毒性作用
`

张书刚 余步云

附属第三 民院内科 )

提 妻 用 26例风湿热患者外周血淋巴细咆和
.

血清分别加到原代培养的人胚心肌细 胞 和心肌间质

细胞中
,

观察其对
.

上述两种细胞的毒性作用
,

结果发现
:

①风湿性心脏炎患者外周血 T 淋巴细 胞 和血

清抗心肌抗体对心肌细胞和心肌间质细胞均有毒性作用
。

②单纯风湿性关节炎患者和 风 湿性心脏病风

湿活动静止期患者外周血 T 淋巴细胞和
.

血清对心肌细胞和心肌间质细胞无毒性作用
。

提示 体 液免疫和

细胞免疫均参与风湿性心脏炎的发病机制
。

、

关健词 风湿热 , 心肌炎 , 免疫

中圈号 R 5 9 3
.

2 1

.

风湿热的发病机制目前尚不清楚
。

大多数

人认为本病是由 A 组溶血性链球菌感染引起的

自身免疫性疾病
。

大量研究证实该菌和哺乳类

动物机体组织存在多种交叉抗 原
〔 ’ , ” 。

K aP al n

和 M e y es er ia n 等发现患者血中存在与 哺 乳动

物心肌起交叉反应的抗体
〔 ’ · ` ’ 。

国内外一些作

者证实风湿热患者血清抗心肌抗体对体外培养

的心肌细胞有毒性作用
,

但人们也发现有些风

湿性心脏炎患者血清中检测不到抗心肌抗体
。

尸体解剖的心肌损害部位也无此抗体
,

而表现

为风湿性肉芽肿— 风湿小结
。

这均提示细胞

免疫可能参与风湿热的发病机制
。

但是
,

用患者

外周血淋巴细胞攻击体外培养心肌细胞
,

探讨

细胞免疫在发病中的作用的研究报道甚少
。

作

者用风湿热患者外周血淋 巴细胞和血清分别加

到体外原代培养的人胚心肌细胞和心肌间质细

胞中
,

观察其细胞毒性作用探讨细胞免疫和体

液免疫在风湿性心脏炎发病中的作用
。

14 例
,

男性 3 例
、

女性 1 1例
,

年龄邓一歼岁
,

②单纯风湿性关节炎 6例
,

男性 1 例
、

女性 5

衬 象 和 方 法

研究对象

风湿热患者 26 例
:

其中
:

①风湿性心脏炎

铃 国家教委博士点基金资助课题

例
,

年龄 10 一 51 岁
。

③风湿性心瓣膜病风湿活

动静
一

正期患者 6 例
,

男性 2 例
、

女性 4 例
,

年

龄 18 ~ 52 岁
。

诊断标准按 1 9 8 2年修订 oJ en s 标

准
。

实验设立正常对照 8 例
,

均为近期内无链

球菌感染
,

既往无风湿热病史及其它心胜病史

的正常人
。

研究方法

1
.

心脏细胞培养 方法基本同李 连 达等

介绍的方法并加以改良
〔 5 ’ 。

·

取 4 一 6 个月水囊
引产的胎儿心生肌

,

剪成 l m m `的小 块
,

用

aH
n k 液冲洗后

,

以 0
.

06 %的胰蛋白酶 ( 美国

D i fc 。 ) 消化成单个心脏细胞
,

用 含 20 % 小牛

血清的 1 99 培养液调成细胞浓度为 1 x 10
,

/ m l

的悬液
。

此悬液中含心肌细胞和间质细胞 ( 包

括内皮细胞和成纤维细胞 )
,

由于心肌细胞贴

壁生长较间质细胞晚
,

本实验 按 BI O n de l
’

等的

方法将两者分开
〔 6 ’ 。

具体方法为将上述心脏细

胞悬液在 37 ℃培养 3一 6 h
,

见有细 胞 开始贴

壁时
,

轻摇培养瓶
,

让未贴壁的细胞浮起
,

吸

出瓶内细胞悬液加到另一空瓶中吟简称甲瓶:

主要含心肌细胞 )
,

原瓶中加入等量含 20 %小

牛血清的 19 9 培养液 (简称乙瓶
,

主要含间质细
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胞 )
,

继续37 ℃培养 3 ~ s d
,

细胞 长 成单层

用于实验
。

经上法分离的单 层 细 胞
,

经 P A S

糖原染色 鉴 定 :[]
。

甲 瓶 中心 肌 细 胞 约 占

8 6
.

6 4 %
,

乙瓶中间质细胞约占9 1
.

1婆%
。

2
.

淋 巴细 胞毒性试验 无菌取 患 者外周

血 ( 肝素抗 凝 ) s m l ,

用 F i e o l l
一

c o n r a y 淋巴

细胞分离液分离淋巴细胞
,

用含 10 % 一 20 %小

牛血清的 199 培养液配 成 1 x 10 丫m l 的细胞悬

液
。

取上述单层细胞甲
、

乙瓶各 1 瓶
,

加入等

量淋巴细胞悬液
,

轻摇后吸出少量培养液测乳

酸脱氢酶 ( L D H )活性
。

封闭瓶口
,

在 37 ℃下培

养 2 4 h 后测培养浪中 L D H 活性
,

培养后 L D H

与培养前 L D H 之差为培养后 L D H 活 性 升 高

值
。

同时在显微镜下观察有无细胞坏死脱壁情

况
。

3
.

血清细胞毒性试验 用含 10 %小 牛 血

清的 1 99 培养液
,

按 1 :
5 稀释病人血清

。

取培

养的细胞甲
、

乙各 1 瓶
。

吸去培养液
,

加入等

量的上述病人稀释血清
,

轻摇后吸出少量培养

液测 DL H 活性
,

37 ℃培养 3 0m in 后加入补体

( 原瓶中培养液量的 1 / 5 )
,

20 ℃下置 Z h,

再在 37 ℃下 Z h
,

按上方法测 培 养 液 中 L D H

活性
。

实 验 结 果

外周血淋巴细胞毒性试验

14 例风湿性心脏炎患者外周血淋巴细胞对

心肌细胞和心肌问质细胞毒性 ;试 验 后 培养液

L D H 活 性 升 高 7 8
.

54 士 80
.

94 U 和 47
.

58 土

3 9
.

67 U
。

两组心脏细胞均见有片状细胞坏死脱

壁
。

而 8 例正常对照组两种心脏 细 胞 培养 浓

L D H 活性 无 升 高相 反呈 现 负 值
,

分 别 为

一 6 9
.

6 3 土 4 7
.

9 U 和 5 1
.

5 士 2 9
.

4 4U
,

同时也未发

现细胞有坏死脱壁现象
。

6 例单纯风湿性关节

炎患者外周血淋巴细胞毒性试验结果
,

试验后

培养液中 L D H 活性无升高反而降低
,

分 别为
一 9 2

.

6 7 士 7 5
.

8 3 U 和I 一 9 8
.

3 3 士 8 4
.

9 5 U
。

也未

见有细胞坏死脱壁
。

6 例风湿性心瓣膜病风湿

活动静止期患者外周血淋巴细胞毒性试验
,

实

验前后两种心脏细胞培养液中 DL H 活性无升

高 反 而 降低
,

分 别 为
一 31 士 4 3

.

4 3 U 和

一 3 9
·

6 7 士 3 4
.

咒 U ,

镜下也未见细胞坏 死脱壁

理华
。

风湿性心脏炎组淋巴细胞毒性试验前后

两种心脏细胞培养液中 L D H 活性明显 高于正

常对照组 ( t = 4
.

7
, p < 0

.

0 0 1君 t = 6
.

1 4 , P <

0
.

0 0 1 )
,

高于单纯风湿性关节炎组 ( t = 4
.

41
,

p < 0
.

0 0 2和 t = 5
.

3 4 , P < 0
.

0 0 2 ) 也高于风湿

性心瓣膜病风湿活动静止 期 组 ( t = 3
.

1 ,
p <

0
.

0 0 2和 t 三理
.

6 5 , p < 0
.

0 0 2 )
。

以上 结果提

示风湿性心脏炎患者外周血中存在对心肌细胞

和心肌间质细胞有毒性作用的淋巴细胞 ( 主要

为 T 淋巴细胞 、 ,

而单纯风湿性关节炎和风湿

性心瓣膜病风湿活动静止期患者外周血中则无

此种淋巴细胞
。

说明细胞免疫在风湿性心脏炎

发病中具有重要作用
。

血清细胞毒性试验

1 4例风湿性心脏炎患者血清 ( 另加补休 )

加到单层的心肌细胞和心肌间质细胞中
,
侧定

试验前 后 培 养 液 中 L D H 活 性 升 高 值 为

1 0 8
.

7 8 士 1 5 8
.

3 8 U 和 9 9
.

1 1 士 i 4 7
.

6 8 U ; 8 例

正 常 对 照 组 分 别 为 一 30
.

8 8 士 2 .4 12 U 和

一 7 1
.

44 士 6 3
.

3 5 U ,

前者可见有片状细胞坏死脱

壁而后者则无
。

G 例单纯性风湿性关节炎患者

血清对两种心脏细胞毒性试验前后 L D H 活 性

不升高反而降低
,

分别为 一 51
.

25 士 34
.

3 2 U和
一 81

.

75 士 58
.

07 U ,

镜下也未见细胞坏 死脱壁

现象
。

与风湿性心脏炎 比 较 有 显 著性 差 异

( t == 2
.

7 9 , p < 0
.

0 2和 t = 3
.

2 9 , P < 0
.

0 2 )
,

6 例风湿性心瓣膜病风湿活动静止期患者血清

对两种心脏细胞毒性试验前后 L D H 活 性无升

高反 而 降低
,

分 别为
一

24
.

25 士 1 6
.

2 8和 一 34

士 1 9
.

4 2 U
。

镜下
,

也 未见细胞坏死脱壁
,

与风

湿性心脏炎组比较有显著 性 差 别 ( t = 2
.

12 卜

p < 0
.

0 5 和 t = 2
.

1 6 7
, p < 0

.

0 5 )
,

而 与正常

对照组
、

单纯风湿性关节炎组比较
,

差别均无

显著性 ( p > 0
.

0 5 )
。

讨 论

风湿热的发病机制至今仍不完全明了
,

但

多数作者认为是 A 组溶血型链球菌感染后引起
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的一种自身免疫性疾病
。

人们对免疫复合物 的

作用
,

体液免疫和细胞免疫在本病的发病机制

中的意义愈来愈重视
。

但实验性研究均限于在

动物体中进行
,

应用原代培养的人胚心肌细胞

研究体液免疫和细胞免疫在发病中的作用 尚未

见报道
。

早在 60 年代就发现风湿热患者血清中存在

抗心肌抗体
,

此后又证实此抗体可被链球菌吸

附
。

iL da 等
〔。’
用风湿热病人血清 加 到 培养的

人心脏细胞株细胞和成纤维细胞株细胞中
,

发

现血清只对成纤维细胞有毒性作用
,

对心脏细

胞无毒性作用
,

本研究结果与 iL da 等 结 论存

在较大不同
。

本研究发现急性风湿性心脏炎患

者血清对体外培养的胎儿心肌细胞和心肌间质

细胞有毒性作用 ; 单纯风湿性关节炎
、

静止期

风心病患者血清对心肌细胞和间质细胞均无毒

性作用
。

两实验存在不同结论的原因可能为
:

①iL da 实验仅观察了 5 例风湿 热 病人
。

未 对

不同临床类型和病期的病人加以区别地观察
,

本实验发现风湿性心瓣膜病风湿活动静止期和

单纯风湿性关节炎患者血清对两种心脏细胞无

毒性作用多 ②所用细胞不同
,

L id a 所用心脏细

胞为细胞株
,

aY
n g 等证实闭

,

经 3 次 以 上传

代的心脏细胞往往呈现类似成纤维细胞的生物

学特征
,

传代次数越多
,

抗原性越弱
。

本实验

采用原代培养的心脏细胞
,

未经传代
,

抗原性

保持较好
,

实验更接近人体生理情况
。

近年来
,

人们开始注意到细胞免疫在风湿

热发病中的作用
〔 ` 。 ’ ,

国外曾有人用 鼠 心 脏细

胞和人心脏细胞株细胞做研究
,

发现风湿性心

脏炎患者外周血淋巴细胞对上述细胞有毒性作

用
。

本研究改用原代培养的人胚心脏细胞
,

使

实验更接近人体
,

结果也发现风湿性心脏炎患

者外周淋 巴细胞 ( 主要指 T 淋巴细胞 ) 对心脏

细胞有毒性作用
。

更进一步说明细胞免疫在风

湿性心脏炎发病机制中具有重要作用
。

本研究说明
,

体液免疫和细胞免疫均参与

风湿性心脏炎的发病
,

但两者在发病的不同阶

段以及临床类型或临床表现不同的风湿热发病

机制中所起的作用是否相同有待进一步研究
。
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C Y T O T O X I C E F F E C T S O F L Y M P H O C Y T S A N D

S E R A O F R H E U M A T I C F E V E R P A T I E N T S

O N H E A R T C E L L S

Z h a n g Shu g a n g Y u B u y u n

( T h ir d A f f i l i a t e d H o s P i ta l )

P e r iPh e r a l l y m P ho e y t es a n d s e r a ft o m 2 6 P a t i e n t s s u f f e r e d f r o m r h e u m e t i e f e v e r w e r e
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新成果
·

直 流 电 神 经 刺 激 器

课题负资 陈光哗

( 孙逸仙纪念医院 )

该研究仪器是专利产品
,

是根据人体神经电位差原理制成
。

外观如同钢笔大小
,

操作简便
,

易于消毒
,

为解剖

和修复神经提供客观依据
,

避免或减少神经的损伤
,
适用于各手术科术中识别颅神经和周围 神 经

,

鉴别运动神

经和感觉神经
,

验证神经的功能或神经吻合是否正确对位
,

刺激效应达 100 %
。

采用该仪器解剖识别颅神经和周

围神经
,

尤其对面神经解剖可使病人免遭毁容
,

确保病人身心健康
,

有显著社会效益
。

该仪器与国 外 同类产品

相比
,

更具有创造性和新颖性
,

达到国际领先水平
,

该成果由孙逸仙纪念医院口腔科陈光哗教 授 等 人 完 成
,

1 99 2年获广东省医药卫生科技进步二等奖
。

( 陈丽芳 )


