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庆大霉素肾中毒大鼠肾皮质线粒体
、

溶酶体损伤机理的研究

何娅妮 序立生 蒋建新 朱妙珍 (第三军医大学附属大坪医院肾内科 ) 重庆
,
6 3 0 0 4 2

提 要 采用庆大霉素 (G M ) 肾中毒大鼠模型
,

观察肾皮质线粒体
、

溶酶体膜流动性及其标志酶瑰拍酸

脱氢酶 (s D H )
、

酸性磷酸酶 (A C )P 活性的变化以及形态学改变
。

G M 组 。
.

s h
,

线粒体
、

溶酶体膜流动性非常显

著下降
,

并随时间进行性下降 , S D H 及 A C P 酶活性亦同时发生相应变化
,

电镜下
,

G M 组 。
.

s h
,

近端肾小管

上皮细胞未见明显异常
,
l h 后线粒体及溶酶体出现明显损伤征象

.

结果提示
,

G M 肾中毒时
,

肾皮质线粒体
、

溶酶体膜流动下降是其肾毒性发病机理的重要环节
.

关键词 庆大霉素 ;肾皮质
;
亚细胞器

中困法分类号 R 692
.

05

庆大霉素 ( G M )迄今仍是临床上 日常使用的广谱

抗生素之一
,

但其肾毒性间题 目前仍未解决
。

近年来
,

G M 对生物体的膜毒理效应引起了广泛关注
。

K n a us s

等 1j[ 证实
,

近端肾小管上皮细胞线粒体
、

溶酶体膜都富

含能与 G M 结合的受体物质— 磷脂酞肌醇
。

G M 与

线粒体膜结合
,

可引起呼吸链电子传递受阻
,

使细胞内

能量供应不足
,

溶酶体是 G M 在细胞内的主要蓄积场

所
,

其膜稳定性下降
、

溶酶释放与 G M 肾毒性的发生

发展关系十分密切
.

研究表明
,

线粒体和溶酶体正常功

能的维持与其膜流动性状态关系十分密切
〔2 〕 .

有关

G M 对生物膜流动性的研究
,

文献报道尚不多见
。

本文

采用 G M 肾中毒大鼠模型
,

观察肾皮质线粒体
、

溶酶

体膜流动性及其标志酶珑拍酸脱氢酶 (S D H )
、

酸性磷

酸酶 ( A C P )活性的变化
.

旨在为临床上 G M 肾毒性的

防治提供理论依据
.

1 材料与方法

1
.

1 试剂及药品

G M 系四川省长征制药厂产品
,

批号 9 1 1 206
.

1
,
6
一

二苯基
-

i
,
3

,
5
一

己三磷 (D P H
,

S i g m
a )

、

卜甘油磷酸钠 (瑞士 F l
a n k 公司 )

,

其余试剂为分析纯
.

1
.

2 动物分组

W is t a r

雄性大鼠 4 0 只
,

体重 一5 0~ 2 3 0 9
.

共分 2组
。

对照

组 ( n = 8 )
,

生理盐水 4 m l x l 次
,

ip
.

; G M 组 ( n
= 3 2 )

,

G M 1 0 0

m g / k g b w x z 次
,
ip

. 。

对照组于注射后 0
.

s h
,

G M 组于给药后

。
.

5
、
l

、

12 及 24 h 断颈活杀动物
。

迅速取双肾进行相应处理
,

测

定指标
。

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 肾皮质线粒体和溶酶体分离 采用差速离心法川
.

1
.

3
.

2 两种亚细胞器悬液蛋白质含量测定 采用 L o w yr 法
。

1
.

3
.

3 膜流动性测定 采用荧光偏振法 [’]
。

取 2 m l线粒体

或榕酶体悬液 ( 1 5 0 尸 g / m l )
,

加入 2 m l 0
.

2 拜m
o

l D p H
,
2 5℃ 温

育 3 0 m in 后
,

在岛津 R F
一

540 型荧光分光光度计测定荧光强

度
.

激发波波长 382
n

m
,

发射波波长 4 32 n m
.

计算荧光偏振度

(刃
、

微粘度 (加
、

各向异性 (力
.

与基础值相比
,
p

、

刀
、

下值越大
,

膜

流动性越小
,
反之

,

各值越小
,

膜流动性越大
。

1
.

3
.

4 肾皮质线粒体 S D H 和 A C P 活性测定分别按 P ae r -

s o n [ , ]和 G o m r i〔, ]法进行
。

1
.

3
.

5 电镜检查 按常规方法
.

1
.

4 统计学处理

数据以均数士标准差 ( 牙 士 : )表示
,

各组数据作单因素方

差分析 ;有关数据作相关分析
。

尸 < 。
.

05 为显著性界限
。

2 结果

2
.

1 膜流动性变化

G M 组 0
.

s h
,

线粒体
、

溶酶体膜 p
、

刀
、

下值均较对照组升高

非常显著 ( 尸 < 。
.

01 )
,

以后升高更为显著 (与 。
.

s h 比较
,

尸 <

0
.

0 0 1 ) (见表 l
,
2 )

.

表 1 肾皮质线粒体膜流动性的变化
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第3期 何娅妮
,

等
.

庆大霉素肾中毒大鼠肾皮质线粒体
、

溶酶体损伤的机理研究

性值都非常显著地高于对照组 ( 尸 < 0
.

0 1 )
,

且随时间

递增
,

说明 G M 肾中毒时
,

肾皮质线粒体膜流动性显

著下降
;
与此同时

,

线粒体标志酶 S D H 酶活性亦呈进

行性降低
;
电镜下

,

G M 组 0
.

s h
,

肾近端小管上皮细胞

线粒体无明显结构改变
, l h 后出现明显的肿胀

、

蜻断

裂
、

消失等损伤表现
.

提示 G M 肾中毒时
,

膜流动性下

降可能是线粒体损伤的重要环节
。

本研究还发现
,

G M 组 0
.

s h 肾皮质溶酶体膜流

动性亦明显下降
,

同时伴有 A C P 酶活性增强
,

释放增

多
,

虽然此时溶酶体超微结构 尚无 明显改变
,

但 l h

后
,

便有髓样小体形成
,

以后其数量进行性增多
。

提示

溶酶体膜流动性下降与内容物释放
、

髓样小体形成可

能有密切关系
。

其机理可能为
:

膜流动性下降
,

可导致

溶酶体膜脂质分子排列的有序性增加
,

膜刚性增强
,

从

而 使膜稳定性下降
,

导致溶酶以及溶酶体内蓄积的

G M 释放
;
膜流动性下降同时也标志着膜脂质的活动

度下降
,

这可引起溶酶体与吞饮小泡的膜融合能力下

降
,

使进入细胞浆内的 G M 继续向溶酶体内转运的过

程受阻
。

此外
,

膜流动性的变化
,

可引起膜上磷脂酶的

分子空间构象发生变化
,

酶活性下降
,

使溶酶体膜磷脂

代谢紊乱
,

磷脂沉积闭
.

综上所述
,

肾皮质线粒体
、

溶酶体膜流动性下降可

能是 G M 肾中毒的重要发病机理
.
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