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严重烧伤后中性粒细胞对血管内皮细胞 
形态与功能的影响及参麦注射液 

对其作用的实验研究 

黄金华 赵风景 刘亦峰 徐刚 周杰 

【摘要】 目的 了解严重烧伤后中性粒细胞(PMN)对血管内皮细胞形态与功能的影响及参麦 

注射液对 内皮细胞 的保护作用 。 方法 从健康体检者和烧伤患 者(伤 后 6、24、48 h)静脉血 中分离 

出 PMN，与血管 内皮细胞株 ECV304体外共培 养 ，采用 噻唑蓝 法检测 ECV304细胞 活力 ，放射 免疫法 

检测培养上清液中内皮素 l、一氧化氮(NO)的含量，并计算两者的比值(内皮素 1／NO)。另取伤后 

24 h血液标本 与 ECV304共培养 ，分 别加入等渗盐水及 0．5、2．0、8．0 g／L参麦 注射液 各 100 ILL，观察 

参麦注射液对上述指标及 ECV304形态 的影 响。 结果 与健康体 检者 比较 ，在伤后 6 h的 PMN刺 

激下 ECV304活力明显下降 、内皮素 1含量 明显上升(P <0．01)，伤后 24 h的 PMN刺 激时尤为显著 ； 

而伤后6 h在 PMN刺激下 NO含量明显上升达峰值[(48．9±2．6)o,mol／L，P<0．01]，伤后 24、48 h 

PMN刺激 ECV304的 NO含量 与健 康体检者 比较 ，无明显差异 (P >0．05)；内皮 素 1／NO的变 化趋势 

同内皮素 1。加入不 同浓度参麦 注射液共培养后 ，可使 内皮细胞活力 明显上 升 、内皮 素 1含量 明显下 

降 、NO含量 明显升高 ，其 中中浓度参麦注射液 可使体系 中 内皮细胞 形态近 似正常 。 结论 严重烧 

伤后 PMN对 血管 内皮 细 胞形 态 、细胞 活力 、内皮 素 1／NO均 有 不 同程度 的影 响 ，且 以伤 后 24 h的 

PMN刺激最 明显 ；参麦注射液 可以改善上述情况 ，对严 重烧 伤后血管 内皮细胞损伤 具有保护作用 。 
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【Abstract】 0bjective To study the influence of neutrophils from severe burn patient on the morphol— 
ogy and function of vascular endothelial cells(VEC)．and the protective effect of Shenmai concoction on 

VEC． Methods Neutrophils were isolated from the venous blood of healthy volunteers and burn patients 

[at 6，24，48 post burn hour(PBH)]，and they were cocultured with VECs(ECV304)in vitro．The viability 

of VECs was assessed bv MTT．The contents of endothelin(ET)l and nitric oxide(NO)in supernatant were 

determined by radioimmunoassay．the ratio between ET—l and NO (ET．1／N0)was also calculated．Blood 

samples from burn patients were collected at 24 PBH to repeat experiment as above．but l00 ILL isotonic sa— 

line or 100 ILL Shenmai concoction in concentrations of 0．5，2．0，8．0 g／L was added to the cultures respec— 

tively．The effect of Shenmai concoction on above indices and morphology of ECV304 were also observed． 

Resuhs Compared with neutrophils from healthy volunteers，the activity of VECs cocuhured with neutrophils 

from burn patients at 6 PBH was obviously decreased．the content of ET—l obviously increased ，especially 

with neutrophils obtained at 24 PBH(P <0．01)．The content of NO in supernatant of VEC co—cultured with 

neutrophils from burn patients at 6 PBH was increased obviously(48．9±2．6 mo1／L，P <0．01)．There 

were no obvious difference in the content of NO under the stimulation of neutrophils between that of healthy 

volunteers and burn patients blood obtained at 24．48 PBH(P >0．05)．With different concentrations of 

Shenmai．the activity of VECs and the content of NO were obviously increased ．while the content of ET—1 

was significantly decreased．The morphology of VECs after treatment of neutrophils of 24 PBH and 2．0 g／L 

Shenmai was similar to normal VECs． Conehsion The morphology．activity of VEC．and ET／NO can be 

affected by neutrophils after severe burn．especially that of 24 PBH in vitro．Shenmai concoction can amelio— 

rate above indices，thus might possibly exert protective effects on VECs after severe burn． 
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以往的研 究表明 ，炎性 反应介导 的血 管内皮细 

胞损伤在烧伤脏器损害过程中起关键作用 。参麦 

注射液 由人参和麦冬两味药组成 ，具有防治冠心病 

与抗肿瘤的作用 ，为 当今治疗心血管疾 病 的常用 

药物。本实验拟观察严重烧伤后中性粒细胞(PMN) 

对血管内皮细胞形态和功能的影响，以及参麦注射 

液对 内皮细胞的保护作用 ，为减少严重烧 伤后 早期 

并发症提供实验依据。 

1 对象与方法 

1．1 临床资料 

选择 2006年 3—9月人 院的严 重烧 伤 患者 9 

例 ，其 中男 7例、女 2例 ，烧伤总面积(62±18)％、其 

中Ⅲ度(28±19)％TBSA，年龄 (45±22)岁 ，均于伤 

后 6 h内人院 (烧伤组 )。取 同期健康查体者 10名 

作为正常对 照组，其 中男 8例 、女 2例 ，年龄 (38± 

10)岁。组问年龄相似 (P >0．05)，均 排除 自身免 

疫性疾病 、原发感染性疾病 、恶性肿瘤 、肝 肾功能障 

碍 、外伤等可能对本研究有影响的疾病 。 

1．2 材料来源 

人脐静脉血管内皮细胞株ECV304(中国科学院 

上海药物研究所 )，M199培养基(美 国 Gibeo公 司)， 

超级新生胎牛血清(FBS，杭州 四季青生物工程材料 

有限公司)，胰蛋 白酶 (1：250，上海实生细胞生物有 

限公司 ，进口分装 )，噻唑蓝 (MTT，华美生物工程公 

司，进口分装 )，二甲亚砜 (DMSO，分析纯 ，上海生工 

生物工程有限公 司)，聚蔗糖一泛影葡胺淋 巴细胞分 

离液 (上海华精生物与科技有 限公司)，参麦注射液 

(杭州正大青春宝药业有限公 司)。 

1．3 内皮细胞 的培养 

常规复苏 ECV 304细胞株 ，收集细胞悬浮于含 

100 U／mL青 霉 素、100 U／mL链 霉 素 和体 积 分 数 

10％FBS的 M199培养液 ，接种 于培养 瓶 中常规培 

养 。取传至第 3～8代的细胞备用。 

1．4 人外周血 PMN的制备 

抽取健康体检者 和烧伤组患者伤后 6、24、48 h 

静脉血(供者均知情同意 )3～5 mL，加入 1／4体积的 

等渗盐水(含 6 g／L右旋糖酐)，室温斜置 30～45 

min，使红细胞下沉。取上层细胞按体积 比 1：1叠加 

到聚蔗糖一泛影葡胺淋巴细胞分离液 面上 ，离心半径 

20 elT1．5000 r／rain离心 30 min。将 沉淀细胞用 8．3 

g／L NH C1溶液去除红细胞 ，离心洗 涤后悬浮于 2～ 

3 mL含 1 g／L白明胶 的 Hank溶 液 中，计数并调整 

细胞浓度至 1×10 个／mL。取细胞涂 片 ，分类计 数 

确认 PMN大于 0．95，锥虫蓝染色活细胞大于 95％。 

1．5 内皮素 1、一氧化氮(NO)的测定 

将 ECV304接种于 96孔 板 (1×10 个／孔 )，隔 

夜培养后 ，用 M199培养基冲洗 2次 ，加入烧伤后各 

时相点 的中性粒细胞悬液 100 L(1×10。个／孔 )， 

常规培养半小 时。提取 培养板 中上清液，按照 内皮 

素放射免疫试剂盒(解放军总医院科技开发 中心放 

射免疫所 )、NO试剂盒(南京建成生物工程研究所 ) 

说明书测定 内皮 素 1、NO含量 ，并计算两者 的 比值 

(内皮素 1／NO)。 

1．6 细胞活力的测定 

选取对数 生长期 ECV304细胞 ，采用 2．5 g／L 

胰蛋 白酶消化 ，以 1×10 个／mL接种于 96孔板 ，每 

孔 100 L，再 加 入 PMN悬 液 (1×10 个／mL)100 

L。连续培养 3 d后加入 MTT溶液 ，使其终浓度达 

20 g／L，继续培养 4 h。小心 吸去培养液 ，以 150 L 

DMSO溶解结晶物，振荡 10 min，采用 自动酶标分析 

仪(上海天呈科技有 限公 司)测量波长 490 nm处吸 

光度值。 

1．7 参麦注射液对血管内皮细胞的影响 

经前述实验得知 ，伤后 24 h静脉血分离培养的 

PMN与 内皮 细胞共 培养 时上 述指标 变化 最显 著。 

取伤后 24 h静脉血重 复上述实验 时分别加入等渗 

盐水及 0．5、2．0、8．0 g／L参麦注射液各 100 L，培 

养 30 min，观察参麦注射液对细胞形态 、细胞活力及 

培养上清液 内皮素 1、NO含量的影响。 

1．8 统计学处理 

数据采用 ±s表示 ，应用 SPSS 11．0统计软件 

进行 t检验。 

2 结 果 

2．1 细胞 活力及内皮素 1、NO含量 

与烧伤后 6、24、48 h的 PMN共培养后 ，ECV304 

细胞活力依次 为 2．04±0．23、1．90±0．21、1．85± 

0．21，较与正常人 PMN共培养时显著下降 ；内皮素 1 

含量 依 次 为 (131±9)、(204±16)、(155±11) 

pg／mL，较与正常人 PMN共 培养时显著升高 (P < 

0．O1)。伤后 24、48 h的 PMN刺激下 ECV304 NO含 

量无明显变化 (P >0．05)。将 2．0 g／L参麦注射液 

加入共培养体 系后 ，内皮细胞 活力 (2．44±0．27)、 

NO含量[(50．1±2．0)~mol／L]显著上升而内皮素 

1含量 [(109±11)pg／mL]显著下 降(P <0．O1)， 

与加入 8．0 g／L参麦注射液的效果相似。内皮素 1／ 

NO的变化同内皮素 1。见表 l，2。 
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表 l 正 常 人 及 烧 伤 患 者 P M N 对 血 管 内皮 细 胞

功 能 的 影 响 ( i ± s )

注 ：细 胞 活 力 以 吸 光 度 值 表 示 ；P M N 为 中 性 粒 细 胞 ；N O 为 一 氧 化

氮 ；与 正 常 人 P M N 刺 激 比 较 ，

。

P < 0 ． 0 l

表 2 参 麦 注 射 液 对 共 培 养 体 系 中 血 管 内皮 细 胞

功 能 的 影 响 ( 孑 ± s )

注 ： 细 胞 活 力 以 吸 光 度 值 表 不 ；N O 为 一 氧 化 氮 ；与 等 渗 盐 水 比

较 ，

“

P < 0 ． 0 5
，

“
P < 0 ． 0 1

2 ． 2 细 胞 形 态 学 观 察

正 常 E C V 3 0 4 贴 壁 生 长 状 态 良 好 。 与 烧 伤 组 伤

后 2 4 h P M N 共 培 养 后 ，
E C V 3 0 4 胞 体 变 小 ， 细 胞 间 隙

增 大 ， 细 胞 间 连 接 消 失 ， 少 数 细 胞 脱 落 。 0 ． 5 g ／L 参

麦 注 射 液 刺 激 下 ，
E C V 3 0 4 数 量 、 密 度 增 加 ， 细 胞 间 隙

减 小 ， 细 胞 间 连 接 恢 复 ；2 ． 0 g ／L 参 麦 注 射 液 刺 激 下 ，

细 胞 壁 完 整 、 胞 质 饱 满 、 立 体 感 显 著 ， 与 正 常 E C V 3 0 4

形 态 相 似 ； 8 ． 0 g ／L 参 麦 注 射 液 刺 激 下 ， 细 胞 生 长 密

度 适 中 ， 贴 壁 生 长 状 态 良好 ， 细 胞 连 接 紧 密 。 图 1 ～ 5 。

图 l 正 常 血 管 内 皮 细 胞 呈 铺 路 石 状 镶 嵌 排 列 倒 置

相 差 显 微 镜 X 2 0 0

� 2 0 l �

图 2 与 烧 伤 组 伤 后 2 4 h 中 性 粒 细 胞 培 养 3 0 m i n 后 ， 血

管 内 皮 细 胞 间 隙 增 大 倒 置 相 差 显 微 镜 x 2 0 0

图 3 0 ． 5 g ／L 参 麦 注 射 液 加 入 共 培 养 体 系 后 ， 血 管 内

皮 细 胞 间 隙 减 小 ， 细 胞 密 度 增 加 倒 置 相 差 显 微 镜 x

2 0 0

图 4 2 ． 0 g ／L 参 麦 注 射 液 加 人 共 培 养 体 系 后 ， 血 管 内

皮 细 胞 形 态 近 似 正 常 倒 置 相 差 显 微 镜 × 2 0 0

图 5 8 ． 0 g ／L 参 麦 注 射 液 加 入 共 培 养 体 系 后 ， 血 管 内

皮 细 胞 生 长 密 度 适 中 倒 置 相 差 显 微 镜 × 2 0 0

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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3 讨 论 

严重烧伤后早期发生广泛的微血管通透性增 

强 ，凝血 、抗凝血功能紊乱和血管功能失调 ，均与血 

管内皮细胞受损有着密切关 系。正常生理状态下 ， 

内皮细胞产生缩血管物质 (如内皮素)与舒血管物 

质(如 NO)，两者 比值保持在一个稳定 的水平上 ，维 

持着血管正常的舒缩功能和正常的脏器血流量。烧 

伤后早期物理因素和体液 因子引起广泛 的毛细血管 

通透性增强，大量的体液丢失，微循环发生障碍，组 

织血液灌注不足，血管 内皮细胞 因缺氧性 损害使 内 

皮素和 NO分泌 增加且 比例 失调。本研究 结果 表 

明，内皮素分泌的增加比 NO更有意义 ，缩血管物质 

的过量加重 了组织缺血缺氧性损 害，且在一定程度 

上导致复苏治疗失败 。 

研究表明，内皮素是迄今 已知作用最强 的缩血 

管物质 ，主要 由血管 内皮细胞 合成 。烧伤后 内皮 

素水平异常增高 ，除发挥其强大的缩血管作用外 ，还 

直接促进 了毛细血管通透性 的增强  ̈。本实验结果 

表明，伤后内皮素 1水平显著升高，24 h达峰值，与 

烧伤后体液渗出高峰基本一致。本实验中，伤后 6 h 

烧伤组 NO水平明显高于正常对照组 ，伤后 24、48 h 

时则与正常对照组相似。分析原 因可能与下列因素 

有关 ：(1)休克。伤后 6 h NO浓度明显升高 ，它有强 

大的扩血管作用 ，同时损伤血管 内皮细胞 ，使毛细血 

管通透性增强 ，创面组织液大量外渗 ，有效循环血量 

显著减少容易产生休克。Shuhz和 RaijH 的研究证 

明，烧伤后诱导型一 氧化氮合酶 (iNOS)活性增加 ， 

NO合成量增多 ，对渗出有促进作用。(2)感染 。烧 

伤渗出液在创面 内积聚，为细菌提供 了充足 的养分 。 

本研究伤后 48 h NO浓度下降 ，减 轻 了对中性粒细 

胞、单核细胞、酸性粒细胞的趋化作用 ，从而抑制 

了机体免疫系统对细菌 、真菌的诱杀能力 ，导致创面 

感染 。烧伤后虽然 iNOS活性增加 ，但体 内结构型一 

氧化氮合酶大量减少 ，致内源性 NO合成少 。 

本实验中，烧伤后各时相点 内皮素 1／NO的比 

值高于正常对照组。在体 内，内皮素通过其 B受体 

促进 NO释放 ，而 NO则经环鸟苷一磷酸途径抑制内 

皮素的产生，并且 NO还可能通过参与调节内皮素 

受体对内皮素产生反馈作用，使两者比值保持在稳 

定水平 ，这对于维持脏器血供相对恒定极为重要。 

参麦注射液中人参及总皂甙有增强心肌收缩力 

的作用 ，能促进损伤心肌 DNA合成 ，加速心肌修复； 

麦冬为百合科多年生草本植物，能提高缺氧耐受能 

力 ，增加冠状动脉流量 ，对心肌有明显保护作用。参 

麦注射液能抑制心肌膜腺苷三磷酸酶的活性 ，减少 

细胞 内钠 泵 出，促 进 细胞 内外 Na -Ca“ 交换 ，使 

Ca 进入细胞 内增加心肌 收缩力 。本研究 表明，加 

人参麦注射液后内皮素 1水平明显降低 ；加人 中、高 

浓度参麦注射液后 NO水平 明显升高，且 2．0 g／L参 

麦注射液对保护血管 内皮 细胞功 能的效果最佳 ，可 

能与它对 内皮细胞选择性抑制作用有关 。虽然严 

重烧伤患者 的内皮素 1／NO比值较健康人升高 ，但 

加人参麦注射液后该 比值较加入 等渗盐水 降低 ，提 

示它能减少严重烧伤后 内皮 素 1的生成 和释放 ，降 

低内皮素 1／NO比值，改善微循环，维持血流动力学的 

稳定 
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