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低氧对新生大鼠脾单个核细胞D NA 合成及转化的影响3

白海波1　杜继曾1, 2　贾红卫1

(1中国科学院西北高原生物研究所, 　西宁　810001; 　2浙江大学生命科学与技术系)

摘要　本研究以荧光法测定脾单个核细胞DNA 合成及M T T 比色法测定的脾单个核细胞对 Con A 的增殖反应,

观察模拟高原低氧对出生后 14 天大鼠上述两指标的影响, 同时也观察了交感神经和副交感神经的活动状态, 以初

步探讨低氧对上述两指标的作用是如何介导的。结果表明: 5km 海拔高度低氧作用 24h 不抑制脾单个细胞DNA 合

成及脾单个核细胞转化, 而作用 5 天时则抑制DNA 合成及脾单个核细胞转化, 分别为对照组的 5616% (P <

0101) 和 8618% (P < 0105) ; 7km 海拔高度低氧作用 24h, DNA 合成及脾单个核细胞转化均受抑制, 分别为对照

组的 6110% (P < 0101) 和 8112% (P < 0101) ; 7km 海拔 24h 低氧导致脾脏中乙酰胆碱下降, 儿茶酚胺升高; 用

D SP24 中枢药理性损毁N E 神经元, 可使脾单个核细胞DNA 合成的抑制程度减弱, 脾脏中儿茶酚胺含量下降。这

些结果表明低氧可抑制新生大鼠脾单个核细胞的DNA 合成及转化, 并可能与交感神经兴奋及副交感神经抑制有

关。
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Ξ 　应激对免疫系统的影响倍受人们重视, 动物实

验及人体观察证实, 应激对免疫的影响主要是抑制

性的, 我们以前的实验也发现低氧对成年大鼠的细

胞免疫具抑制作用, 但低氧对新生大鼠的细胞免疫

是否也有抑制作用还未见报道, 本研究对此进行了

观察。由于应激通过神经内分泌系统的作用影响机

体的免疫功能, 而应激时神经内分泌系统的最主要

的反应之一是交感神经兴奋儿茶酚胺分泌增多。因

而我们同时也观察了低氧对脾脏儿茶酚胺及乙酰胆

碱水平的影响, 以及使用N E 神经元损毁药D SP24

对脾单个核细胞DNA 合成的影响。

1　材料和方法

111　实验动物　W istar 大鼠仔鼠, 出生后 14d, 雌

雄不拘, 由本所实验动物室提供。

112　主要试剂　R PM I1640 购自美国生命技术公

司, Con A、32 (4, 52dim ethylth iazo l222yl) 22, 52
diphenyltet razo lium b rom ide (M T T )、 N 2 ( 22
ch lo roethyl) 2N 2ethyl222b romobenzylam ine (D SP2
4)、4, 62D iam idino 222phenylindo le (DA P I) 均为 Sig2
m a 公 司 产 品, 1, 22diphenylethylenediam ine

(D PE) 为瑞士 Fu lka 产品。

113　低氧模拟　仔鼠随机分为三组: 213km 对照

组 (西宁海拔高度) , 5km , 7km 海拔组。每组 8 只,

连同母鼠一起放入低气压舱, 由母鼠哺乳, 低氧作

用 24h 及 5d 后, 取脾脏。

114　脾脏D NA 含量测定　脾脏研磨过筛制成细

胞悬液, 用生理盐水洗 2 次, 经稀释调细胞浓度为

2×106cellöm l, 离心收集细胞沉淀, 加入 0125m göm l

SD S 011m l, 37℃ 30m in, 取 10Λl 加入 215m l 含

400ngöm l DA P I 缓 冲 液 ( 100mmo löL N aC l,

10mmo löL ED TA , 10mmo löL T ris pH 710) 中使用

岛津R F2540 荧光分光光度计, 在激发波长 450nm ,

发射波长 360nm , 狭缝 10nm 条件下测定荧光值。

115　脾脏淋巴细胞转化　无菌取脾, 用 R PM I

1640 液制成 2×106cellöm l 悬液, 台盼蓝排除法检

查细胞存活率大于 95% , 每孔 011m l, 种入 96 孔扳,

再加入含Con A (5Λgöm l) 的营养液 011m l, 5% CO 2

饱和湿度 48h 培养, 结束前 4h 加 0125m göm l 的

M T T 10Λlöw ell, 4h 后加二甲亚砜 011m löw ell, 使用

M odel 450 酶标读数仪 (B io2R ad ) 在检测波长

570nm 处测定OD 值。

116　脾脏儿茶酚胺水平测定　参照文献[1 ]采用荧

光分光光度法测定。简述之, 脾脏研磨制成细胞悬

液, 用 012mo löL 高氯酸匀浆 10000g 离心 6m in, 上

清加入 110mo löL K 2CO 3 中和, 取上清 013m l 加入

20Λl 20mmo löL 铁氰化钾和 100Λl 20m göm l 的

D PE40℃反应 2h, 冰浴终止反应, 使用岛津R F2540

荧光分光光度计, 在发射波长 345nm , 激发波长

485nm , 狭缝 10nm 条件下测定。

117　脾脏乙酰胆碱水平测定　脾脏用 1154mmo lö

L 毒扁豆碱水匀浆, 加 1184mo löL 三氯乙酸 012m l

5000×g 离心 15m in, 取上清液参照文献[2 ]测定。
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118　数据处理　实验数据用 xθ±s 表示。统计学处

理用非配对计量资料的 t 检验和单因子方差分析,

多重比较采用D uncan 检验。方差齐性较差的数据

经L og 转换。

2　结果

211　低氧对新生大鼠脾单个核细胞D NA 含量的

影响　新生大鼠 5km 海拔受低氧作用 24h, 不抑制

脾单个核细胞DNA 合成, 对照与 5km 组DNA 测

定荧光值分别为 58105±10157 和 53137±7143 (P

> 0105)。新生大鼠另设组进行低氧实验, 发现 5km

缺氧 5 天后, 脾单个核细胞DNA 含量比对照下降

4313% (P < 0101) ; 7km 海拔低氧作用 24h, 抑制

脾单个核DNA 合成, 其含量为对照的 6110% (P <

0101) (图 1)。

F ig1 1　T he inh ib ito ry effect of hypox ia on DNA synthesis

of sp leen in neonatal ra ts.
3 3　P < 0101 vs con tro l. xθ±s, n= 8

212　低氧对新生大鼠脾单个核细胞转化的影响

F ig1 2　T he inh ib ito ry effect of hypox ia on lymphocyte p ro2

lifera t ion of sp leen in neonatal ra ts.

　3 P < 0105, 3 3 　P < 0101 vs con tro l. xθ±s, n= 8.

　　新生大鼠 5km 海拔低氧作用 5d 和 7km 低氧

作用 24h, 与对照组比, 脾单个核细胞对Con A 的

增殖反应分别下降 1312% (P < 0105) 和 1818%

(P < 0101) (图 2)。

213　低氧对新生大鼠脑室注射D SP-4 后脾单个核

细胞D NA 含量的影响: 新生大鼠侧脑室注入D SP2
4 (40Λgöra t) 1d 后, 7km 海拔低氧 24h, 与注生理

盐水低氧组比, 低氧对脾单个核细胞DNA 合成的

抑制则减弱 (图 3)。

F ig1 3　Effect of hypox ia on DNA conten t of sp leen .
3 3　P < 0101 vs con tro l. xθ±s, n= 8

214　低氧对脾脏儿茶酚胺及乙酰胆碱含量的影响

7km 海拔低氧 24h, 与对照组相比, 脾脏中乙酰

胆碱水平明显下降, 而儿茶酚胺水平则增加, 表明

7km 低氧激活交感神经, 而副交感神经受抑制 (图

4)。

F ig1 4　Effect of hypox ia on catecho lam ine and A Ch levels

in sp leen of neonatal ra ts.

　3 P < 0105, 3 3 P < 0101 vs con tro l. xθ±s, n= 8

3　讨论

免疫器官具有神经支配是久已周知的事实, 交

感和副交感神经纤维末梢在支配部位分别释放N E

和A Ch, 以突触和旁分泌的方式影响免疫功能, 这

种影响至少涉及血流调控, 淋巴细胞的分化、发育、

成熟、移行及再循环; 细胞因子或其他免疫因子的
生成和分泌; 免疫应答的强弱及维持的时间等。一

般认为交感神经兴奋可减弱免疫机能, 而副交感神

经兴奋则作用相反。本研究主要观察低氧对生后 14

天大鼠脾单个核细胞DNA 含量及对Con A 增殖反

应的影响, 以探讨低氧是否影响了免疫细胞的发育

和功能以及可能的调节机制。发现 7km 低氧作用

24h 后, 脾单个核细胞转化及DNA 含量均下降, 相
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比之下, 5km 组受到的影响较小, 而 5km 组低氧 5

天后脾单个核细胞转化及DNA 含量则下降, 说明

在严峻的或较长的低氧环境中, 新生大鼠的免疫功

能受到抑制性影响, 在检测脾脏中儿茶酚胺、A Ch

含量时发现低氧 24h 时, 低氧组儿茶酚胺增加, 而

低氧组A Ch 水平明显低于对照组。本结果提示低氧

对免疫的抑制作用可能与交感神经兴奋副交感神经

抑制有关。有许多实验支持这种推测, 如大鼠在出

生时切断交感神经, 当发育到第 10 天时胸腺细胞对

IL 22 的反应能力增强; 新生动物整体给予 62羟多巴

胺选择性破坏外周交感神经, 结果 T 细胞非依赖性

抗原刺激引起的免疫应答增强[3 ]; 儿茶酚胺可通过

Β2肾上腺能受体抑制N K 细胞活性[4 ]乙酰胆碱通过

M 受体促进胸腺细胞DNA 合成[5 ]; 乙酰胆碱提高

T 细胞的细胞毒活性等[6 ]。

为进一步探讨交感神经系统对脾单个核细胞的

作用, 我们使用了N E 神经元损毁药D SP24 损毁中

枢N E 神经元后观察低氧对脾单个核细胞DNA 含

量的影响。结果显示未损毁组DNA 合成仍受低氧

抑制, 而损毁组未显示低氧对脾单个核细胞DNA

合成的抑制作用, 此观察提示中枢交感神经参与低

氧下对脾单个核细胞DNA 合成的调节。其它一些

实验也表明, 激活中枢交感神经系统可降低细胞免

疫功能[7 ] , 外周免疫反应达高峰时, 下丘脑内N E 含

量及代谢更新率降低最为明显。这些实验结合我们

的观察提示交感神经活动减少可解除其对细胞免疫

的抑制作用。但我们的观察从方法学角度考虑, 中

枢损毁常殃及许多结构和通路, 效应的发生途径及

机制不易搞清。

新生大鼠 5km 低氧暴露 5d 脾淋巴细胞转化及

DNA 含量均下降, 造成此种免疫抑制现象的部分原

因尚不能排除是由于低氧影响了母鼠摄食能力, 产

乳量降低, 进而使幼鼠摄取减少或者低氧直接降低

了幼鼠对食物的摄取、消化、吸收及代谢能力。本

室以前工作证明, 低氧影响幼鼠肝物质代谢功能[8 ]。

本实验也发现低氧 5d 后体重低于同龄对照组。
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EFFECT OF HY POX IA ON SPL EEN MONO NUCL EAR CELL D NA
CONTENT AND PROL IFERATION OF NEONATAL RATS

Bai H aibo 1, D u J izeng1, 2, J ia Hongw ei1

(1 N o rthw est P lateau Institu te of B io logy, Ch inese A cadem y of Sciences, X in ing 810001; 2 D epartm en t of B io logical Science and T echno logy)

ABSTRACT

　　Effects of hypox ia on the imm une funct ion of neonata l ra ts a t the age of 14 days as w ell as on the lev2
els of A Ch, catecho lam ine in sp leen w ere studied. A fter the an im als w ere expo sed to hypox ia at 5km sim u2
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la ted alt itude in hypobaric cham ber fo r 5 days, there w as 4314% decrease in DNA con ten t in sp leen mono

nuclear cell and a 1312% decrease in mono nuclear cell p ro lifera t ion. Sim ilar supp ression of these tw o pa2
ram eters of imm une funct ion in expo su re to 7km fo r 24h w as also no ted, w h ich decreased by 39% and

1918% respect ively. T he supp ressive effect of 7km fo r 24h hypox ia on DNA con ten t w as part ly b locked

w hen rats w ere p retrea ted w ith D SP24 in tracereb roven tricu larly one day befo re hypox ia. T he levels of cat2
echo lam ine in sp leen increased, w h ile the levels of A Ch decreased after 7km expo su re fo r 24h. T hese ob2
servat ion s indica te that hypox ia m ay supp ress cellu lar funct ion of neonata l ra ts and its act ion m ay be m edi2
ated by act iva t ion of sympathet ic nervou s system and inh ib it ion of parasymphathet ic one.

　　KEY WORD S　　hypoxia; 　neonatal ra ts; 　DNA synthesis; 　sp leen mono nuclear cell; 　p ro lifera t ion; 　A Ch; 　cate2
cho lam ine

高原训练对竞走运动员肺通气功能的影响3

陈俊民

(青海师范大学生物系, 　西宁　810008)

高原训练可提高运动员生理机能和运动能力已被多数人所接受。本文通过对中国 10 名世居高原和日本 10 名居平原竞走

运动员 4 周高原不同海拔地区交替训练, 以及中方队员 3 周平原训练肺通气功能的测定和比较研究, 探讨了高原训练对竞走

运动员肺通气功能的影响。另外, 对高原运动员下平原训练期间肺通气功能的变化规律进行了初步研究, 以期为科学合理地

评价高原训练效果提供客观依据。

1　材料与方法

中日竞走运动员 20 名, 男女各半。中方队员为青海省体工队世居高原的竞走运动员。男队员平均年龄为 1912±214 岁,

身高为 17313±cm , 体重为 5813±613kg; 女队员上述指标分别为 1714±016 岁, 16717±115cm , 5019±215kg。中方队员有

健将 2 名, 一级 5 名, 二级 3 名。日方队员为居平原的运动员, 男队员平均年龄为 2012±212 岁, 身高为 17111±614cm , 体

重为 5819±418kg; 女队员分别为 2112±213 岁, 16111±710cm , 4710±412kg。按中国分级方法, 日方有健将 1 名, 一级 7

名, 二级 2 名。实验仪器为意大利产肺量计 (CO SM ED PON Y SP IROM ET ER ) , 每晚 19 点 30 分至 21 点, 安静状态下, 采

用立姿进行测试, 受试者含口器, 通气管与仪器相接, 先进行几次平静呼吸, 然后进行一次最大深吸气和最大用力呼气, 仪

器自动显示最大用力肺活量 (FV C) 和 1s 用力呼气量 (FEV 1) 等指标。另外, 受试者以每分钟 30 次的频率进行 12 钞深呼

吸测定最大通气量 (M VV )。测试指标选用 6 项, 即M VV , 安静时每分通气量 (V E) , 潮气量 (V T ) , 呼吸频率 (R F) , FV C

和 FEV 1。测试地点分别为多巴 (海拔 2366m ) , 青海湖 (海拔 3200m ) , 兰州 (海拔 1573m ) 和青岛 (海拔 10m )。

2　结果与讨论

　Tab1Som e param eters of pu lmonary ven tila to ry function in Ch inese and Japanese w alkers at differen t a lt itude (xθ±s, n= 10)

A ltitude (m ) N ation M VV (L öm in) V E (L öm in) V T (L ) RF (resp·öm in) FV C (L ) FEV 1 (L )

2366 C 11716±19183 1110±3163 0170±013 1517±5143 3 315±016 312±014

J 13918±2410 1712±612 0171±013 24187±717 310±017 219±017

3200 C 12415±25183 1113±211 0164±012 1716±711 316±0173 313±014

J 15517±3617 1116±611 0160±014 2112±616 217±110 217±110

1573 C 12811±2511 1112±410 0169±013 1612±710 315±016 312±014

J 142106±3015 817±3143 0155±012 219±019 217±017

2366 C 13014±2019 816±3103 0164±013 1314±3173 3 315±0153 312±015

J 14616±3510 1316±6143 0163±013 2117±615 218±018 218±018

10 C 11315±1914 1013±418 0164±013 1519±413 313±016 311±014

　3 P < 0105, 3 3 P < 0101 compared w ith Japanese w alkers at the sam e altitude. C: Ch ina; J: Japan; M VV : m axim um vo lun tary ven tilation;

　V T: tidal vo lum e; RF: resp irato ry freaqency; FV C: fo rced vital capacity; FEV 1: fo rced exhaled vo lum e after 1sec.
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