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　　 【摘要】目的　探讨嗜铬粒蛋白 Ａ（ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ，ＣＧＡ）衍生多肽 Ｃｈｒｏｍｏｆｕｎｇｉｎ（ＣＨＲ）
对肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）诱导血管内皮细胞钙内流的影响。方法　以人脐静脉内皮细胞系
ＥＡｈｙ９２６细胞为研究对象，建立 ＴＮＦα刺激炎症模型，实验分为对照组、ＴＮＦα组、１０ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＨＲ＋ＴＮＦα组、１００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ＋ＴＮＦα组和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ＋ＴＮＦα组。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检
测ＥＡｈｙ９２６细胞通透性，激光共聚焦法检测ＥＡｈｙ９２６细胞内钙离子浓度 （［Ｃａ２＋］ｉ）的变化。结
果　与对照组比较，ＴＮＦα组明显增加 ＥＡｈｙ９２６细胞通透性 ［（１１８９±００８６）ｖｓ（１７７１±
０１９５），ｔ＝４３４３，Ｐ＝００１］；１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和 １０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ抑制 ＴＮＦα诱导的
ＥＡｈｙ９２６细胞通透性增加，其中１０ｎｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ显著降低 ＴＮＦα诱导的 ＥＡｈｙ９２６
细胞高通透性 ［（１７７１±０１９５）ｖｓ（１３１５±０１３４），ｔ＝３４０３，Ｐ＝００４２；（１７７１±０１９５）ｖｓ
（１２３６±０１８１），ｔ＝３９８５，Ｐ＝００１７］，１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ降低 ＴＮＦα诱导的 ＥＡｈｙ９２６细胞高
通透性，差异无统计学意义 ［（１７７１±０１９５）ｖｓ（１４１１±０２５５），ｔ＝２６７９，Ｐ＝０１２６］。１０
ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ作用于 ＥＡｈｙ９２６细胞时细胞内 Ｃａ２＋浓度无明显变化。
ＴＮＦα诱导ＥＡｈｙ９２６细胞外Ｃａ２＋快速内流，各时间点细胞内 Ｃａ２＋荧光强度 Ｆｔ４０、Ｆｔ１００与起始荧光
值Ｆｔ３０比较，差异具有统计学意义 ［荧光强度分别为： （４１４９７±３７８８）ｖｓ（５６１９３±３０８２），
Ｆ＝１９６１２９，Ｐ＝００００； （４１４９７±３７８８）ｖｓ（５３４５７±４５３６），Ｆ＝１０１１９，Ｐ＝００００］，１０
ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ能够抑制ＴＮＦα引起的Ｃａ２＋快速内流。结论　 ＣＨＲ抑制
ＴＮＦα诱导的ＥＡｈｙ９２６细胞通透性增加，这一作用可能是通过阻止ＴＮＦα诱导的细胞外Ｃａ２＋内流
来实现的。
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ｃｈｒｏｍｏｆｕｎｇｉｎ（ＣＨＲ）ｏｎｃａｌｃｉｕｍｉｎｆｌｕｘｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ
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ｒｅｓｅａｒｃｈｏｂｊｅｃｔ．ＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｗａｓｂｕｉｌｔｂｙｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＮＦα．Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｗａｓｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＴＮＦαｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，１０ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ ＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ，１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＨＲ＋ＴＮＦαａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ ＋ＴＮＦαｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｍｏｎｏｌａｙｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓ
ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（［Ｃａ２＋］ｉ）ｉｎ
ＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
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（１７７±０１９５），ｔ＝４３４３，Ｐ＝００１］．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／Ｌ
ＣＨＲｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｈｙｐｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＮＦαｉｎＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓ；ｉｎｔｈａｔ，１０ｎｍｏｌ／Ｌａｎｄ１００
ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｔｈｅｈｙｐｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＮＦα［（１７７１
±０１９５）ｖｓ（１３１５±０１３４），ｔ＝３４０３，Ｐ＝００４２；（１７７１±０１９５）ｖｓ（１２３６±０１８１），ｔ＝
３９８５，Ｐ＝００１７］．Ａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｈｙｐｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙＴＮＦα，ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈ１０ｎｍｏｌ／Ｌａｎｄ１００ｎｍｏｌ／
Ｌ［（１７７１±０１９５）ｖｓ（１４１１±０２５５），ｔ＝２６７９，Ｐ＝０１２６］．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１０
ｎｍｏｌ／Ｌ，１００ｎｍｏｌ／Ｌａｎｄ１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲｃｏｕｌｄｎ’ｔｉｎｄｕｃｅａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋
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Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ

　　脓毒症时机体分泌多种炎症因子，如肿瘤坏死
因子α（ＴＮＦα）、缓激肽等，可引起血管内皮细
胞通透性增加［１２］。血管内皮细胞通透性增加可导

致微循环障碍，组织水肿，有效循环血容量下降，

最终可能导致多器官功能障碍甚至死亡［３］。到目

前为止脓毒症中血管内皮细胞通透性增加的机体自

身调节机制尚未完全阐明。

脓毒症时交感肾上腺轴的激活可诱发交感神
经兴奋，肾上腺髓质分泌大量嗜铬粒蛋白 Ａ
（ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ，ＣＧＡ），ＣＧＡ是肾上腺髓质含量
丰富的激素原蛋白之一。ＣＧＡ具有多种生物学功
能，如对心肌的负性调节作用，调节分泌小泡形

成，参与高血压调节机制等［４５］。ＣＧＡ的 ＮＨ２端
ＣＧＡ１７６具有重要的心血管调节作用，同时 ＣＧＡ１７６
对ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞通透性增加具有一
定的调节作用［６７］。已知ＴＮＦα引起血管内皮细胞
通透性改变与诱导细胞外 Ｃａ２＋内流密切相关，
ＣＧＡ４７６６ （ｃｈｒｏｍｏｆｕｎｇｉｎ，ＣＨＲ）作为 ＣＧＡ１７６的重
要功能基团，是否参与血管内皮细胞钙信号的调节

而改变炎症状态下的血管通透性尚未有研究。本研

究旨在明确ＣＨＲ是否能够通过钙信号途径而影响
ＴＮＦα诱导的人脐静脉内皮细胞通透性增加。

１　 材料与方法

１１　实验试剂和材料
人工合成多肽 ＣＨＲ由上海科肽生物科技有限

公司合成 （上海，中国）。人脐静脉内皮细胞株

ＥＡｈｙ９２６购买自上海汉恒生物有限公司 （上海，

中国）。胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基购买自
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司 （洛根，美国）。钙离子荧光探针

Ｆｌｕｏ３ＡＭ、ＴＭＢ显色液购买自上海碧云天生物技
术有限公司 （上海，中国）。重组人 ＴＮＦα、辣根
过氧化物酶 （ＨＲＰ）购买自 Ｓｉｇｍａ公司 （阿宾顿，

英国）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购买自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司 （麻

省，美国）。

１２　细胞培养
ＥＡｈｙ９２６细胞由含 ００２％ ＥＤＴＡ的 ０２５％

胰酶消化后种植于培养瓶内，加入含１０％ 胎牛血
清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液置于３７℃、５％ ＣＯ２培养
箱中培养。

１３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测 ＣＨＲ对 ＥＡｈｙ９２６细
胞通透性的影响

取３００μＬ密度为１×１０５个／ｍＬ的 ＥＡｈｙ９２６
细胞悬液，接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，培养２４ｈ
至细胞融合为单层。上室加入不同浓度 ＣＨＲ（１０
ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和 １０００ｎｍｏｌ／Ｌ）预处理 ３０
ｍｉｎ后加入２２ｎｇ／ｍＬＴＮＦα，培养２４ｈ。ＰＢＳ洗涤
细胞３次，在上室加入含ＨＲＰ（５０ｍｇ／Ｌ）的 ＰＢＳ
３００μＬ，下室加入ＰＢＳ３００μＬ，２ｍｉｎ后收集下室
液体１０μＬ／孔移至９６孔板，加入２００μＬＴＭＢ显色
液。１５ｍｉｎ后用酶标仪 （波长４９０ｎｍ）测定的吸
光度Ａ值即表示细胞相对通透性。
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１４　 激光扫描共聚焦显微镜检测 ＣＨＲ 对
ＥＡｈｙ９２６细胞 ［Ｃａ２＋］ｉ的影响

将ＥＡｈｙ９２６细胞以１×１０５个／ｍＬ密度接种于
玻底培养皿，培养２４ｈ。ＰＢＳ洗涤细胞３次，钙离
子荧光探针 Ｆｌｕｏ３ＡＭ （５μｍｏｌ／Ｌ）３７℃孵育４５
ｍｉｎ。配制Ｈｅｐｅｓ缓冲液 （氯化钠１４０ｍｍｏｌ／Ｌ；氯
化钾 ５ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖 １０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ０１
ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｈｅｐｅｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７０）。Ｈｅｐｅｓ缓冲
液洗涤细胞３次。分别观察 ＣＨＲ和 ＴＮＦα在不含
Ｃａ２＋和含有 ２５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋的 Ｈｅｐｅｓ液中对
ＥＡｈｙ９２６细胞内 Ｃａ２＋的影响。同时，在正常
ＥＡｈｙ９２６细胞和 ＴＮＦα（２２ｎｇ／ｍＬ）作用下的
ＥＡｈｙ９２６细胞加入不同浓度 ＣＨＲ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ、
１００ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）观察细胞内 Ｃａ２＋荧
光强度的变化。用激光共聚焦显微镜 （ｃｏｎｆｏｃａｌ
ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）图像分析系统分
析ＥＡｈｙ９２６细胞内 Ｆｌｕｏ３ＡＭ荧光强度变化，得
到反映 ［Ｃａ２＋］ｉ随时间变化的荧光强度动态曲线
图，并比较各组不同时间点细胞内Ｃａ２＋荧光强度。
１５　统计学方法

计量资料用均数±标准差 （ｘ±ｓ）表示，多组
均数进行单因素方差分析 （ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）和两
两比较 （Ｔｕｋｅｙ），Ｃａ２＋荧光强度分析采用重复测量
方差分析。以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。数
据用ＳＰＳＳ１７０软件进行分析，Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１００进行
作图。

２　结果

２１　ＣＨＲ抑制 ＴＮＦα诱导 ＥＡｈｙ９２６细胞通透
性增加

与空白组比较，２２ｎｇ／ｍＬＴＮＦα组 ＥＡｈｙ９２６
细胞通透性明显增加 ［（１１８９±００８６）ｖｓ（１７７
±０１９５），ｔ＝４３４３，Ｐ＝００１］，１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００
ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ能够抑制ＴＮＦα诱导
的 ＥＡｈｙ９２６细胞通透性增加，其中 １０ｎｍｏｌ／Ｌ、
１００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ组的细胞通透性比 ＴＮＦα组显著
降低 ［（１７７１±０１９５）ｖｓ（１３１５±０１３４），ｔ＝
３４０３，Ｐ＝００４２；（１７７１±０１９５）ｖｓ（１２３６±
０１８１），ｔ＝３９８５，Ｐ＝００１７，图 １］。１０００
ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ降低 ＴＮＦα诱导的 ＥＡｈｙ９２６细胞通
透性增加，差异无统计学意义 ［（１７７１±０１９５）
ｖｓ（１４１１±０２５５），ｔ＝２６７９，Ｐ＝０１２６，图
１］。

Ａ：空白组；Ｂ：ＴＮＦα组；Ｃ：ＣＨＲ１０ｍｏｌ／Ｌ＋ＴＮＦα组；Ｄ：

ＣＨＲ１００ｍｏｌ／Ｌ＋ＴＮＦα组；Ｅ：ＣＨＲ１０００ｍｏｌ／Ｌ＋ＴＮＦα组；细

胞相对通透性以 （ｘ±ｓ）表示；与空白组比较，ａＰ＝００１；与 ＴＮＦ

α组比较，ｂＰ＜００５

图１　ＣＨＲ对ＴＮＦα诱导的ＥＡｈｙ９２６细胞高通透性的影响

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＨＲｏｎＴＮＦαｉｎｄｕｃｅｄｈｙｐｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎ

ＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌ

２２　ＣＨＲ对正常ＥＡｈｙ９２６细胞 ［Ｃａ２＋］ｉ无影响
在ＣＬＳＭ下获得 ＥＡｈｙ９２６细胞清晰的荧光图

像，形态与白光下倒置显微镜所见一致。无论

Ｈｅｐｅｓ液中是否含 Ｃａ２＋，１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ
和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ均未能引起ＥＡｈｙ９２６细胞内
［Ｃａ２＋］ｉ的荧光强度变化 （图２）。１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００
ｎｍｏｌ／Ｌ和 １０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ组各时间点细胞内
Ｃａ２＋荧光强度 Ｆｔ４０、Ｆｔ１００与起始荧光强度 Ｆｔ３０比较，
差异无统计学意义 （图３）。
２３　ＣＨＲ抑制 ＴＮＦα诱导 ＥＡｈｙ９２６细胞外

Ｃａ２＋内流
在不含 Ｃａ２＋的 Ｈｅｐｅｓ缓冲液中，２２ｎｇ／ｍＬ

ＴＮＦα不能诱导ＥＡｈｙ９２６细胞内Ｃａ２＋荧光强度变
化 （图４Ａ）；在２５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋的 Ｈｅｐｅｓ缓冲液
中，２２ｎｇ／ｍＬＴＮＦα可以诱导 ＥＡｈｙ９２６细胞内
Ｃａ２＋荧光强度明显增加，提示 ＴＮＦα引起细胞外
Ｃａ２＋内流 （图４Ｂ）；在２５ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋的 Ｈｅｐｅｓ
缓冲液中，使用 １０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００
ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ预处理３０ｍｉｎ均可抑制ＴＮＦα诱导的
细胞内Ｃａ２＋荧光强度的增加 （图４Ｃ，Ｄ，Ｅ）；１０
ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ组在后期随着时间的
延长Ｃａ２＋荧光强度轻度增加 （图４Ｃ，Ｅ）。ＴＮＦα
组各时间点细胞内 Ｃａ２＋荧光强度 Ｆｔ４０、Ｆｔ１００与起始
荧光强度Ｆｔ３０比较，差异具有统计学意义 ［荧光强

度分别为： （４１４９７±３７８８）ｖｓ（５６１９３±
３０８２），Ｆ＝１９６１２９，Ｐ＝００００； （４１４９７±
３７８８）ｖｓ（５３４５７±４５３６），Ｆ＝１０１１９，Ｐ＝
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００００，图 ５］；１０ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ ＋ＴＮＦα、１００
ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ＋ＴＮＦα和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ＋ＴＮＦα

组各时间点细胞内 Ｃａ２＋荧光强度 Ｆｔ４０、Ｆｔ１００与起始
荧光强度Ｆｔ３０比较，差异无统计学意义。

［Ｃａ２＋］ｏ表示细胞外液中Ｃａ２＋浓度，［Ｃａ２＋］ｉ表示细胞内液中Ｃａ２＋浓度

图２　ＣＨＲ对ＥＡｈｙ９２６细胞 ［Ｃａ２＋］ｉ的影响
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＨＲｏｎ［Ｃａ２＋］ｉｉｎＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌ

　　Ａ：含Ｃａ２＋的Ｈｅｐｅｓ缓冲液中，加入ＣＨＲ后比较各时间点ＥＡｈｙ９２６细胞内 Ｃａ２＋荧光强度 Ｆｔ３０、Ｆｔ４０和 Ｆｔ１００变化，；Ｂ：含２５ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｃａ２＋的Ｈｅｐｅｓ缓冲液中加入ＣＨＲ后比较各时间点ＥＡｈｙ９２６细胞内Ｃａ２＋荧光强度Ｆｔ３０、Ｆｔ４０和Ｆｔ１００变化。Ｆｔ３０表示加入 ＣＨＲ时细胞内 Ｃａ２＋

荧光强度；Ｆｔ４０表示加入ＣＨＲ１０ｓ时细胞内Ｃａ２＋荧光强度；Ｆｔ１００表示加入ＣＨＲ７０ｓ时细胞内Ｃａ２＋荧光强度

图３　ＥＡｈｙ９２６细胞内各时间点Ｃａ２＋荧光强度比较

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａ２＋ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｔｅｒｖａｌｓｉｎＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌ
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ＥＡｈｙ９２６细胞Ｃａ２＋荧光强度的变化 （Ａ、Ｂ）以及不同浓度ＣＨＲ对 ＴＮＦα作用下的ＥＡｈｙ９２６细胞Ｃａ２＋荧光强度变化的影响 （Ｃ－Ｅ）

图４　ＣＨＲ对ＴＮＦα诱导ＥＡｈｙ９２６细胞Ｃａ２＋内流的影响
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＨＲｏｎＴＮＦαｉｎｄｕｃｅｄＣａ２＋ｅｎｔｒｙｉｎＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌ

Ａ：ＴＮＦα组；Ｂ：ＣＨＲ１０ｍｏｌ／Ｌ＋ＴＮＦα组；Ｃ：ＣＨＲ１００ｍｏｌ／Ｌ

＋ＴＮＦα组；Ｄ：ＣＨＲ１０００ｍｏｌ／Ｌ＋ＴＮＦα组；各组细胞在不同时

间点Ｃａ２＋荧光强度Ｆｔ４０、Ｆｔ１００与起始荧光强度Ｆｔ３０比较，ａＰ＜００５

图５　ＥＡｈｙ９２６细胞内各时间点Ｃａ２＋荧光强度比较

Ｆｉｇ５　 ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣａ２＋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｎｔｅｒｖａｌｓｉｎＥＡｈｙ９２６ｃｅｌｌ

３　讨论

脓毒症和全身炎症反应时血管内皮的广泛激活

和功能障碍直接破坏微血管屏障的完整性，引起组

织水肿、休克甚至多器官功能衰竭［８１０］。调节血管

内皮细胞通透性，避免过度炎症反应引起血管内皮

细胞损伤，是脓毒症中维持循环稳态、保护脏器功

能的关键。

脓毒症时机体分泌多种炎症介质，比如

ＴＮＦα、血管内皮生长因子和组胺等，都能诱导血
管内皮细胞损伤［１１］。ＴＮＦα是脓毒症早期主要的
促炎介质之一，作用于血管内皮细胞时诱导细胞外

Ｃａ２＋内流，细胞内 Ｃａ２＋浓度升高，导致细胞通透
性增加［１，１２］。

本实验研究结果表明１０～１０００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范
围的ＣＨＲ能够抑制ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞通
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透性增加，笔者前期研究也支持这一结果［１３］。

Ｂｌｏｉｓ等［７］研究证实ＣＧＡ１７６能够抑制 ＴＮＦα诱导的
内皮通透性增加，但是具体机制尚未阐明。本研究

结果显示１０～１０００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围的 ＣＨＲ对正
常血管内皮细胞细胞内 ［Ｃａ２＋］ｉ没有影响，但是
均能抑制ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞外 Ｃａ２＋快速
内流，本研究结论能够进一步阐明 ＣＧＡ１７６改善血
管内皮细胞通透性的分子机制。

本实验研究表明 １０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００ｎｍｏｌ／Ｌ和
１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ组早期均有抑制 ＴＮＦα诱导血
管内皮细胞外 Ｃａ２＋内流的作用，但是随着时间的
延长，１０ｎｍｏｌ／Ｌ和１０００ｎｍｏｌ／ＬＣＨＲ这两组后期
细胞内Ｃａ２＋荧光强度有所增加，其原因可能分别
与低浓度ＣＨＲ不能全部抑制ＴＮＦα诱导Ｃａ２＋内流
作用以及高浓度ＣＨＲ的细胞毒性作用相关［１２］。已

有研究表明ＣＧＡ参与调节血管生成，调节血管通
透性［１４］，笔者前期研究结果表明 ＣＧＡ和危重患者
的预后密切相关［１５］，２０１２年 Ｆｉｎｌａｎｄ一项多中心
随机大样本试验［１６］也证明了笔者这一前期研究结

果。ＣＧＡ的 ＮＨ２端 ＣＧＡ１７６具有血管舒张效应、
调节细胞黏附等多种生物学功能［１７１８］。本研究结

果表明ＣＧＡ衍生多肽ＣＨＲ通过钙信号机制参与到
脓毒症时血管内皮细胞正常通透性的维持这一机体

稳态调节的重要机制，这一研究结果也是对 ＣＧＡ
和ＣＧＡ的ＮＨ２端衍生多肽ＣＧＡ１７６重要生物学功能
的进一步诠释，尤其阐明了其发挥这些重要作用的

新的分子机制。

有意思的是笔者早期的研究发现 ＣＨＲ在 ５
μｍｏｌ／Ｌ及以上浓度时可诱导中性粒细胞外Ｃａ２＋内
流作用 ［１９］，而本实验结果显示 ＣＨＲ在远远低于
前者的浓度范围 （１０ｎｍｏｌ／Ｌ～１０００ｎｍｏｌ／Ｌ）可
以抑制ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞 Ｃａ２＋内流，提
示ＣＨＲ和其他一些对生理功能具有双向调节作用
的蛋白质 （如凝血酶等［２０２１］）一样，随着浓度的

变化而对机体生理功能可能具有双向调节作用。

本研究结果显示 ＣＨＲ能够改善 ＴＮＦα诱导的
血管内皮细胞通透性增加，同时 ＣＨＲ也能抑制
ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞 Ｃａ２＋内流。这一结果
提示ＣＨＲ可能通过抑制Ｃａ２＋这一与通透性相关的
关键信号来改善 ＴＮＦα诱导血管内皮细胞通透性
增加。

本研究首次从钙信号途径角度探讨了肾上腺髓

质重要的应激激素前蛋白ＣＧＡ衍生多肽ＣＨＲ对炎
症状态下血管内皮细胞通透性的影响，为进一步阐

明脓毒症时神经内分泌免疫系统通过肾上腺髓质分

泌的激素前蛋白维持微循环稳态的机制以及寻找脓

毒症的治疗方法提供了新的思路。
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院外心脏骤停复苏成功一例

唐峰　王士梅　刘向

ＤＯＩ：１０３７６０／ｃｍａｊｉｓｓｎ１６７１０２８２２０１５０７０１２
作者单位：３０００１５　天津，天津市急救中心
通信作者：唐峰，Ｅｍａｉｌ：ｔｆｆｆ３＠１６３ｃｏｍ

　　患者，男，４１岁，于２０１２０７１８“游泳时突发意识不
清”由第一目击者将之转移至池边确认颈动脉无搏动后给

予胸外按压，并呼叫１２０，８ｍｉｎ后急救车到达现场。现场
查体及入院查体：现场患者面容青紫，呈叹气样呼吸，血

压未测到，心电图示 “室颤”，给予除颤后出现房颤，且

呼吸节律逐渐规则；入院后检查患者恢复窦性心律，呼吸

节律规整，血压１００／７０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ），仍
呈昏迷状态。院内辅助检查：心电图示急性前壁心肌梗死。

冠脉造影示 ＬＡＤ自开口闭塞，ＬＣＸ开口 ５０％狭窄，ＯＭ２
开口８０％，ＯＭ３近段 ６０％；ＲＣＡ动脉粥样硬化，远段向
ＬＡＤ提供２～３级侧支循环。治疗方法及预后：入院后给予
扩冠、改善脑细胞代谢及对症支持处理，约６ｈ后渐苏醒，
于２０１２０７２７日病情稳定后转院行 “冠状动脉搭桥术”治

疗痊愈出院，恢复正常生活。

讨论　本例患者因在发病后第一目击者确认心搏骤停，
立即给予胸外心脏按压直至１２０专业人员到达，为抢救成
功赢得了宝贵时间。发生猝死的患者能否得到积极、迅速、

有效的心肺复苏是抢救成功的关键，我国八个大中城市院

前急救流行病学调查分析结果显示，院前心脏性猝死组调

度时间、到达时间分别为 （２１２±１０２）ｍｉｎ， （１４１０±
７０５）ｍｉｎ［１］，因此没有办法让一名专业的急救应对者在患
者发病的４～５ｍｉｎ内到达患者身边，所以旁观者有责任和
义务实施即刻基础心肺复苏 （ＢＣＰＲ）以使患者达到最佳的
生存状态。在那些被证实的，由旁观者给予的即刻基础心

肺复苏 （ＢＣＰＲ）的患者以及以室颤状况等到急救人员出现

的患者，患者的存活率超过了４０％。笔者发现与院外心肺
复苏和存活到院的成功有关的关键性变量之一是急救人员

的应对间隔时间相对较短［２］。患者预后和急救人员到达时

间之间的反比关系可能是唯一影响给予室颤患者除颤时间

的因素［３］。

据报道，２００７年北京市每１５０人中仅有１人掌握急救
技术，这与发达国家如美国要求的１／３以上公民学会院前
急救技术的比例相差甚远。北京急救中心调查显示，大学

生对于止血、包扎、晕倒处理、火灾处理的正确知晓率分

别为５８６６％、４５５１％、５４２８％、２１０９％［４］，这也充分

显示了我国公众的急救知识掌握情况不佳，所以对于公众

的急救知识的普及急需加强。
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