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　　[摘　要 ]　将大鼠肠粘膜微血管内皮细胞分为空白对照组、BSA 对照组、L PS1组、L PS2组、L T 1组和L T 2组

6个组,分别用维持培养液,含50 ΛgömL BSA、1或10 ΛgömL L PS、10或50 ΛgömL L T 的培养液静置培养12 h,研究

不同浓度L PS和L T 对体外大鼠肠粘膜微血管内皮细胞形态及NO 分泌量的影响,并确定L PS和L T 致大鼠肠粘膜

微血管内皮细胞损伤的模型剂量。结果表明, L PS可使细胞长宽比增大,间隙变宽,而L T 可使细胞肿大,排列紊乱;

各浓度的L PS和L T 均能引起肠粘膜微血管内皮细胞的NO 分泌量升高,但1 ΛgömL L PS与50 ΛgömL L T 的作用

更明显; L PS和L T 致大鼠肠粘膜微血管内皮细胞损伤的模型剂量分别是 1和 50 ΛgömL。
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　　大肠杆菌外毒素 ( the heat2lab ile tox in, L T )和

内毒素 (L ipopo lysaccharide, L PS)是大肠杆菌的主

要致病因子。有研究[1 ]表明,血管内皮细胞是内毒素

作用的主要靶细胞,在内毒素的作用下,血管内皮细

胞会发生形态、结构和功能的变化。虽然有关内毒素

对体外培养血管内皮细胞影响的报道很多,但是不

同部位的血管内皮细胞在形态、结构、功能上存在异

质性,不同组织器官的微血管内皮细胞的异质性则

更大,因此研究内毒素对不同类型微血管内皮细胞

的影响非常必要。

一般认为,大肠杆菌肠毒素主要作用于肠粘膜

上皮细胞,并且这种作用是特异的。小肠粘膜是毒素

吸收的主要部位,除上皮细胞外,肠粘膜微血管内皮

细胞是毒素最先作用的细胞,也是肠道各种炎症发

生的“门户”[2 ]。到目前为止,尚未见有关肠毒毒素和

肠粘膜微血管内皮细胞相互作用的研究报道。为此,

本试验研究了不同浓度L PS和L T 对体外大鼠肠粘

膜微血管内皮细胞形态及NO 分泌量的影响,并确

定了L PS和L T 致大鼠肠粘膜微血管内皮细胞损伤

的模型剂量,以期为大肠杆菌的致病机理研究提供

基础资料。

1　材料与方法
1. 1　材　料

1. 1. 1　主要试剂　DM EM 培养基、BSA、L PS 和

L T 均为Sigm a 公司产品,胰酶为G IB ICO 公司产品,

NO 检测试剂盒购自晶美生物工程有限公司,大鼠ET 2
1酶联免疫检测试剂盒购自A ssay D esign s公司。

1. 1. 2　大鼠肠粘膜微血管内皮细胞　大鼠肠粘膜微

血管内皮细胞由北京农学院动物科学系实验室提供。

1. 1. 3　主要溶液的配制　DM EM 基础培养液: 称

取DM EM 干粉 13. 4 g, N aHCO 3 3. 7 g, 溶于 1 000

mL 超纯水中,调节pH 值为 7. 2; DM EM 完全培养

液: DM EM 基础培养液83 mL + 29. 2 göL 谷氨酰胺
溶液 2 mL + FBS 15 mL ; 细胞维持培养液: DM EM

基础培养液93 mL + 29. 2 göL 谷氨酰胺2 mL + FBS

5 mL ; 2. 5 gömL 胰酶; 含 1, 10 ΛgömL L PS 的细胞

维持培养液; 含 10, 50 ΛgömL L T 的细胞维持培养

液; 含50 ΛgömL BSA 的细胞维持培养液。以上液体

均过滤除菌。

1. 2　细胞接种

用2. 5 gömL 胰酶消化大鼠肠粘膜微血管内皮

细胞,调整密度为5×104ömL ,充分混匀后接种于48

Ξ [收稿日期 ]　2005209216
[基金项目 ]　北京市自然科学基金项目 (6021001)
[作者简介 ]　王　新 (1971- ) ,男,吉林松原人,讲师,在读博士,主要从事细胞动态生化研究。E2m ail: x inw 2004m e@ sohu. com
[通讯作者 ]　穆　祥 (1960- ) ,男,江苏启东人,教授,硕士生导师,主要从事中医药2微血管2细胞微环境学研究。
　　　　韦旭斌 (1950- ) ,男,重庆人,教授,博士生导师,主要从事兽医临床中药学研究。



孔培养板中,每孔0. 5 mL ,然后置入37 ℃、体积分数

5% CO 2 培养箱中静置培养, 48 h 后取3个孔的细胞

计数, 当细胞密度增至 1×105ömL 时, 进行下述试

验。

1. 3　L PS 和L T 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞形

态的影响

取 30个孔的细胞,分为空白对照组、BSA 对照

组、L PS1 组、L PS2 组、L T 1 组和L T 2 组等 6 个组,

每组5孔。各组均于试验前换液,依次在各孔中加入

0. 5 mL 不同的培养液,空白对照组加维持培养液,

L PS1和L PS2组分别加含1和10 ΛgömL L PS的细

胞维持培养液,L T 1和L T 2组分别加含10和50 Λgö

mL L T 的细胞维持培养液,然后置入 37 ℃、体积分

数 5% CO 2 培养箱中静置培养, 12 h 后在倒置显微

镜下观察各组细胞的形态学变化,并拍照记录。

1. 4　L PS和L T 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞NO

分泌量的影响

1. 4. 1　细胞上清液收集　培养12 h 后吸取每孔细

胞的上清液, 分别收集到贴好标签的小离心管中,

3 000 röm in 离心10 m in,然后将各管中的细胞上清

液在无菌条件下,平均分装到3个小离心管中,分为

3批,封口,于- 20 ℃冰箱中保存备用。

1. 4. 2　NO 分泌量的测定　NO 分泌量的测定按试

剂盒说明书进行。

1. 5　数据分析

试验数据采用 t检验进行显著性分析。

2　结果与分析
2. 1　L PS 和L T 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞形

态的影响

由图1可以看出,空白对照组 (图1A )与BSA 组

(图 1B )的肠粘膜微血管内皮细胞轮廓清晰,胞核明

显,胞浆饱满,细胞之间结构均匀, 排列整齐; L PS1

组 (图 1C)的肠粘膜微血管内皮细胞轮廓变得模糊

不清, 细胞间隙变宽, 细胞长宽比增大, 排列不齐;

L PS2组 (图1D )的肠粘膜微血管内皮细胞几乎看不

出明显的轮廓,“铺路石”样的结构消失,排列紊乱,

有些区域的细胞间看不出明显的界限; L T 1 组 (图

1E )的肠粘膜微血管内皮细胞变化不明显, 但细胞

有所增大,轮廓不清; L T 2 组 (图 1F )的肠粘膜微血

管内皮细胞明显变大,细胞结构不均,间隙疏松,细

胞轮廓变得模糊不清。结果表明, 对于 L PS,

1 ΛgömL即可引起肠粘膜微血管内皮细胞形态学变

化,而 10 ΛgömL 的剂量对细胞的作用更强; 对于

L T , 10 ΛgömL 对肠粘膜微血管内皮细胞有一定的

作用, 50 ΛgömL 对肠粘膜微血管内皮细胞有明显

的作用。2种毒素对肠粘膜微血管内皮细胞形态学

的影响均呈量效关系。

图 1　L PS和L T 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞形态的影响 (10×40)

A. 空白对照组细胞 (10×40) ; B. BSA 对照组细胞; C. L PS1组细胞; D. L PS2组细胞; E. L T 1组细胞; F. L T 2组细胞

F ig. 1　R espective effects of L PS and L T on the shapes of in test inal m ucous m em brane m icrovascu lar endo thelia l cells

A. B lank con tro l group cellsπshapes (10×40) ; B. T he BSA con tro l group cellsπshapes; C. T he L PS1 group cellsπshapes;

D. T he L PS2 group cellsπshapes; E. T he L T 1 group cellsπshapes; F. T he L T 2 group cells shapes
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2. 2　不同浓度L PS 和L T 对大鼠肠粘膜微血管内

皮细胞NO 分泌量的影响

由表 1可以看出, BSA 对照组肠粘膜微血管内

皮细胞NO 的分泌量高于空白对照组,但二者差异

不显著 (P > 0. 05) ,其他组的NO 分泌量均极显著高

于空白对照组 (P < 0. 01) ; 所有毒素组肠粘膜微血

管内皮细胞NO 分泌量均极显著高于BSA 对照组

(P < 0. 01) ; L PS1组较L PS2组NO 分泌量高, L T 2

组较L T 1 组NO 分泌量高; 在所有的毒素组中,

L PS1组肠粘膜微血管内皮细胞NO 分泌量最高,

L T 1组NO 分泌量最低,L T 2组和L PS2组NO 分泌

量差异不显著 (P > 0. 05)。上述结果表明, 1 ΛgömL

的L PS和50 ΛgömL 的L T 在12 h 内对肠黏膜微血

管内皮细胞分泌NO 的影响较明显, 所以考虑以 1

ΛgömL的L PS 和 50 ΛgömL 的L T 作为对肠黏膜微

血管内皮细胞作用的模型剂量。
表 1　不同浓度的L PS和L T 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞NO 分泌量的影响

T able 1　R espective effects of differen t concen tra t ion of L PS and L T on the in test inal

m ucous m em brane m icroviscu lar endo thelia l cells excret ing NO

孔号
T he serial
num ber of
the w ells

空白对照组
B lank
con tro l
group

BSA 对照组
BSA contro l

group

L PS1组
L PS1 group

L PS2组
L PS2 group

L T 1组
L T 1 group

L T 2组
L T 2 group

1 39. 44 36. 62 63. 38 53. 52 52. 11 64. 79

2 45. 77 48. 59 71. 13 63. 38 57. 75 62. 68

3 45. 07 52. 11 78. 17 72. 53 55. 63 61. 27

4 37. 32 40. 14 72. 54 69. 01 57. 75 71. 13

5 42. 96 52. 81 87. 32 76. 76 51. 41 76. 06

平均值
A verage 42. 11±3. 67 a 46. 05±7. 30 a 74. 51±8. 89 b 67. 04±9. 02 c 54. 93±3. 01 d 67. 19±6. 22 c

　　注:表中同行数据后标不同小写字母表示差异极显著 (P < 0. 01)。

N o te: T he differen t low er case letters after the data on the sam e line demonstrate mo st m uch sign ifican t difference (P < 0. 01).

3　讨　论

NO 和内皮素 (ET )是血管内皮细胞分泌的、可

引起血管紧张度改变的一对因子。在生理条件下, 2

种因子共同调节血管的正常功能,一旦出现合成障

碍或释放 2 种因子的比例失调,将会导致多种疾病

的形成和发生。有很多试验[3 ]证明,NO 和ET 都可

作为血管内皮细胞损伤中的标志物。有研究[4 ]表明,

正常情况下,血管内皮细胞会分泌少量的NO ,但在

内毒素或其他致病因子的刺激下,内皮细胞分泌的

NO 量则急剧增加。早在20世纪60年代,人们就注

意到革兰氏阴性杆菌内毒素对血管内皮细胞的形

态、功能及代谢有明显的影响。有研究[5 ]证明,血管

内皮细胞受损是全身性炎症反应综合征以及多器官

功能障碍的基本原因。

肠粘膜作为机体内最易受到损伤的部位,其微

血管内皮细胞在肠道感染、细菌移位以及内毒素性

休克中起重要作用,但有关内毒素对肠粘膜微血管

内皮细胞影响的研究还未见报道。本试验研究了

L PS 对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞的影响,结果表

明,内皮细胞经L PS 刺激后,形态发生明显变化,主

要表现为细胞排列紊乱,正常的“铺路石”状结构模

糊不清,细胞变长, 并且这种变化与L PS 剂量呈明

显的量效关系,这与程君涛等[6 ]的研究结果相似。

本试验结果显示, 1 ΛgömL 的L PS和50 ΛgömL

的L T 均可以使大鼠肠粘膜微血管内皮细胞充分受

到损伤, 但并不损害细胞的基本功能, 这与一些文

献[628 ]报道的L PS 和L T 致其他器官的内皮细胞损

伤的模型剂量是一致的。简华刚等[7 ]报道,L PS剂量

在0. 001～ 1 ΛgömL 时,体外培养大鼠肺微血管内皮

细胞NO 分泌量随L PS 剂量的增加而升高; 但当

L PS剂量大于 1. 0 ΛgömL 时,随L PS 剂量的增加,

NO 分泌量不再增加。本试验结果显示, 1 ΛgömL的

L PS剂量即可引起大鼠肠粘膜微血管内皮细胞NO

分泌量明显增多,并且分泌量较10 ΛgömL的还多,

这与简华刚等[7 ]的研究结果基本一致。从L PS引起

微血管内皮细胞分泌NO 升高的程度来看,本试验

1. 0 ΛgömL L PS 引起肠粘膜微血管内皮细胞分泌

NO 的量约为原来的1. 8倍;而简华刚等[7 ]的研究结

果显示,L PS作用于肺微血管内皮细胞后,NO 的分

泌量是原来的 8 倍,这可能与不同组织器官的微血

管内皮细胞在分泌能力上存在差异有关。其他剂量

的L PS对大鼠肠粘膜微血管内皮细胞NO 分泌量的

影响,还需作进一步研究。10 ΛgömL剂量的L PS对

细胞形态的影响较1 ΛgömL剂量的大, 而其对NO

分泌的影响较1 ΛgömL剂量的小。这可能是由于10
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ΛgömL L PS作用一定时间后,细胞在一定程度上丧

失了原有的分泌功能,而1 ΛgömL L PS 的作用在细

胞的代偿功能范围之内。1 ΛgömL的L PS能引起肠

粘膜微血管内皮细胞明显的形态学变化,说明在此

剂量下内皮细胞已受到一定程度的影响,但尚具有

一定的分泌功能,可考虑将此剂量作为内毒素致肠

粘膜微血管内皮细胞损伤的模型剂量。

陈清等[8 ]研究过L T 对豚鼠回肠上皮细胞的影

响, 结果发现, L T 能引起上皮细胞的线粒体肿胀,

并且细胞出现空泡化和胞浆疏松现象。本研究发现,

L T 对肠粘膜微血管内皮细胞形态的影响, 主要表

现为细胞体积增大,间隙变宽,说明肠粘膜微血管内

皮细胞通透性增加,这可能是导致水盐渗出的直接

原因。L T 对肠粘膜微血管内皮细胞分泌NO 的影响

结果表明, 10 ΛgömL 的剂量对细胞的分泌功能有

一定的作用, 50 ΛgömL 的剂量对其分泌有明显的

影响,可考虑将50 ΛgömL 的剂量作为L T 致肠粘膜

微血管内皮细胞损伤的模型剂量。

综上所述, L PS 和L T 致大鼠肠粘膜微血管内

皮细胞损伤的模型剂量分别是 1和 50 ΛgömL ,这与

一些文献[628 ]报道的L PS 和L T 致其他器官微血管

内皮细胞损伤的模型剂量是一致的。
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(1 P astu rag e and T heria trics S chool, J ilin U niversity , Chang chun, J ilin 130062, Ch ina;

2 a A nim al S cience D ep artm en t; b F oreig n L ang uag e D ep artm en t, L aiy ang A g ricu ltu ra l Colleg e,Q ing d ao, S hand ong 266109, Ch ina;

3 Institu te of M ilita ry V eterinary A cad emy of M ilita ry M ed ica l S cience, PL A , Chang chun, J ilin 130062, Ch ina;

4 A nim al S cience D ep artm en t,B eij ing A g ricu ltu ra l Colleg e, Changp ing ,B eij ing 102206, Ch ina;

5 P rolog ue and T heria trics S chool, S heny ang A g ricu ltu ra l U niversity , S heny ang , L iaon ing 110161, Ch ina)

Abstract: T he in test ina l m uco sa m icrovascu lar endo thelia l cells w ere divided in to b lank con tro l group ,

BSA con tro l group , L PS1 group , L PS2 group , L T 1 group and L T 2 group. By adding feeding m edium 50

ΛgömL BSA , 1 ΛgömL L PS, 10 ΛgömL L PS, 10 ΛgömL L T and 50 ΛgömL L T cu ltu re flu id respect ively in to

the 6 group s to cu lt iva te sta t ica lly fo r 12 hou rs, the respect ive effects of d ifferen t concen tra t ion s of L PS and

L T on the in test ina l m ucou s m em b rane m icrovascu lar endo thelia l cellsπshape and excret ing NO w as stud2
ied, then the model do sage of L PS and L T dam aging in test ina l m uco sa m icrovascu lar endo thelia l cells in

ra ts w as decided. L PS m akes the ra t io betw een the length and the w idth of a cell increase and the gap s be2
tw een cells w ider; L T m akes the cells sw ell and the alignm en t in diso rder. Bo th L PS and L T of every con2
cen tra t ion can lead to the rising of the secret ion of NO by in test ina l m uco sa m icrovascu lar endo thelia l cells,

bu t the funct ion of 1 ΛgömL L PS and 50 ΛgömL L T is mo re obviou s. T he model do sage of L PS and L T

dam aging in test ina l m uco sa m icrovascu lar endo thelia l cells in ra ts is respect ively 1 ΛgömL and 50 ΛgömL.

Key words: in test ina l m uco sa; m icrovascu lar endo thelia l cells; L PS; L T
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