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$形成的反馈调节方式&方法
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将联胺损伤内皮细胞"
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$的信息分

别反馈于下丘脑"

?

$'垂体"

.

$'下丘脑
)

垂体"
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$!制成
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轴条件培养液并作用于正常和受损
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!检测
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丙二醛"
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$含量

和一氧化氮合酶"
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$的表达&结果
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种条件培养液"
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$对正常内皮细胞"

-)&W

$
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代谢'

->/

表达的影响无明显

变化"
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$#而对受损内皮细胞"

()&W

$!
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和
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的作用也不明显"
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能使其
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含量下降!
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表达显著增

强"
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轴对
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代谢'
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的表达的反馈调控作用依赖于轴的完整性&
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动脉粥样硬化$
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&是一种发病机制复杂

的心血管疾病#下丘脑
)

垂体$

?.

&神经内分泌因素在其发生)

发展中起着重要作用*
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(前期研究表明
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轴对内皮细胞

$
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&代谢)一氧化氮合酶$
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&的表达有反馈调控作用*
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#本文用体外细

胞培养方法#将受损内皮细胞$

()&W

&的信息反馈于
?.

轴的各

个环节#观察这些条件培养液对
&W1('

代谢和
->/

表达的

影响#进一步探讨
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轴在
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形成过程中的反馈调控方式(
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材料与方法
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材料
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选取
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个月胎龄的水囊引产人胎#人胎的使用经

本院医学伦理委员会批准#并征得家属同意及签订0胎儿捐献

用于科学研究同意书1(人脐静脉内皮细胞株$
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免疫细胞化学试剂盒$武汉博士德生物工程有
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条件培养液的制备
!

复苏
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并传代扩增#按
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Y 个"
6,

密度接种至
5$6,

培养瓶中#
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YAW>
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条件

下用
!$A

小牛血清
Z.1V!@2$

培养
"2<

#加入联胺#使其终浓

度为
!e!$

Y

6C9

"
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#作用
2<

#弃液换成无血清
1&1

培养液#培

养
"2<

后分别收集上清液#离心去细胞碎片制成
&W

条件培

养液(

@#A#A

!
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轴条件培养液的制备
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培养箱中静置培养
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左右#

倒置显微镜下细胞透亮#颗粒少或无#而且下丘脑细胞突起多

时#另取样本作甲苯氨蓝染色#如显示下丘脑细胞胞体中尼氏

体丰富则表明细胞处于代谢旺盛期#即可进行换液培养!
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培养液#继续培养
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#分别收集上清液#离心后即为
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信息反馈后的
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轴条件

培养液(
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分组实验
!

将
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)每孔
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入
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大组又分为
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个对照组和
5

个实验组$
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贴壁后
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组加入与联胺等量的无菌生理盐水#作用
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相应的
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小牛血清
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小牛血清
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(
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培养液各
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#继续

培养
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#收集上清液离心后作
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测定%
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用
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醛固定
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后检测
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的阳性表达(
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的检测
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用硫代巴比妥酸法按
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试剂盒说明

书操作#最后用
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型分光光度计在
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波长测定
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的

吸光度(根据以下公式换算出
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含量!
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测定空白管吸光度"标准管吸光度
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吸光度&
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免疫细胞化学染色和图像分析
!

按
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免疫

细胞化学试剂盒说明书操作#用
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液洗涤#
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甲醇溶液
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工作浓度的
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一抗#加生

物素化羊抗小鼠"兔
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#
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和
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室温下显色#脱水透

明#封片(用计算机图像分析系统$
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&半定量检测各组
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胞浆
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的表达#其含量用积分光密度$
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统计学处理
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实验结果用
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软件作方差分析$
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检验&#两样本均数间比较用
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检验#以
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$#$Y

为差异有统计学意义(
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结
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果
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上清液中
1('

含量的变化
!

联胺能使
&W1('

的

生成量显著增加$
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$

$#$!

&%把不同的
?.

轴条件培养液$即

?

)

.

)

?.

&分别作用
-)&W

后#其
1('

含量变化差异无统计学

意义$

:

%

$#$Y

&%而作用
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后#
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个实验组与对照组相比#

1('

含量虽呈下降趋势#但只有
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组的下调作用最为显著

$

:

$

$#$!

&#

?

组和
.

组的效应不明显$

:
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&#见表
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表
!
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含量$
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比较%

&
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#与对照组中
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&W

比较(

A#A

!

&W->/

阳性表达的变化
!

联胺可诱导
&W->/

的阳性

表达明显减弱$

:

$

$#$Y

&%分别用
?

)

.

)

?.

条件培养液培养

&W

后#

-)&W

组
->/

的阳性表达呈递减特征#但无统计学意

义$

:
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$#$Y

&#而
()&W

组
->/

阳性表达均高于对照组#其中

?.

组升高显著$
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$#$!

&#但
?

组和
.

组的作用不明显$
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$#$Y

&#见表
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表
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阳性表达的
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比较(
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讨
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论

'/

的主要病理特征是血管
&W

受损)平滑肌增生*

Y

+

(脂

质过氧化是
&W

的主要损伤因素#细胞脂质过氧化的终产物

1('

含量可以反映脂质过氧化物的水平*

@)%

+

(一氧化碳$

->

&

是一种细胞信使分子#有抗氧化和抑制炎症反应中细胞因子的

产生等生物学效应#是内源性抗
'/

的重要机制*

:)D

+

(

*OKF)

KG78

*

!$

+通过实验发现刺激猴下丘脑外侧区可造成
&W

的损伤#

表现出
'/

早期的病理特征#并分析其神经机制可能为!$

!

&直

接途径#即神经核团直接调控血管壁%$

"

&间接途径#即神经体

液途径#中枢神经系统产生的物质通过血液作用于血管壁(有

研究证实
?.

神经内分泌因素有抗氧化作用#通过调整
?.

神

经内分泌功能可调节动物的血脂代谢*

!!)!"

+

#

?

)

.

组织条件培

养液对
&W

的
->

和脂质过氧化物的代谢有明显调控作

用*

!5)!2

+

(本实验也发现
?.

轴接收
&W

受损反馈信息以后#能

对
&W1('

代谢和
->/

表达作出显著的调节作用#而接收其

它无关反馈信息的作用不明显*

5

+

#但这种反馈调节作用是通过

何种途径实现还有待于进一步证实(本研究结果显示#将联胺

损伤
&W

的信息分别反馈刺激
?

)

.

和
?.

#

?

)

.

对
-)&W

和
()

&W

的
1('

代谢和
->/

表达几乎不起作用#但
?.

对
()&W

有明显的调节效应#能使其
1('

含量下降#

->/

阳性表达升

高#而对
-)&W

的作用却不明显(这表明当
&W

受到损伤时#信

息反馈到
?.

轴#单独的
?

或
.

并不能起明显的调节作用#只

有二者联合才能抑制
&W

的脂质过氧化#减少
1('

的产生#同

时上调
->/

的阳性表达#使
->

生成增加#增强
->)->/

系

统的内源性保护功能*

!Y)!@

+

#以恢复
&W

的正常状态(由此可以

认为机体存在
&W

(

下丘脑
(

垂体
(

&W

的信息反馈调节机制#

而且这种反馈调节机制必须在
?.

轴完整的情况下才起效#轴

上的任何环节都不能单独起作用#这在
'/

形成过程中具有重

要意义#也为临床预防和治疗
'/

提供新的思路(
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的糖类抗原而引起
W'!D)D

水平升高#但当肿瘤比较小#不引

起或者引起的梗阻性黄疸较轻#或者肿瘤本身由于酶的缺乏而

无法分泌糖类抗原时*

!Y

+

#患者
W'!D)D

水平可处于正常范围

内#而使得阴性预测值较低(同时由于良性病变的影响#使得

W'!D)D

的诊断特异性不强(对于大部分的胰腺癌来说#在早

期利用血清
W'!D)D

水平诊断胰腺癌敏感性较低#但随着肿瘤

的增大)侵犯)转移#

W'!D)D

水平不断升高#其敏感性也相应增

高*

!5

+

(而!:

U)U(*.&=

"

W=

是利用肿瘤自身对葡萄糖的代谢

与正常组织的代谢差异来诊断病变#即使原发病灶较小)分期

较早的胰腺癌亦可出现葡萄糖摄取增多而表现为高代谢灶#从

而弥补了肿瘤标志物在诊断上的不足(但某些显像呈高摄取

的胰腺良性病变本身并不引起肿瘤标志物的升高#二者联合应

用可以提高!:

U)U(*.&=

"

W=

诊断的特异性(

随着影像技术及检验医学的发展#将为临床提供更多辨别

肿瘤良)恶性的方法#多种方法的联合应用#也将在肿瘤定性诊

断中起着越来越重要的作用(
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