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胆原性脓毒症时动脉血酮体比值与肝细胞能量状态的关系

黄家鸿 孙文兵 李 昆 段恒春 陈 莉 韩本立 黄志强

重庆
,
6 3 0 0 3 8

(第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 )

提 要 为分析实验性胆原性脓毒症时动脉血酮体比 ( A K B R )与肝脏能量代谢改变之间的关系
.

借助兔

自身对照性动物模型
,

对胆原性脓毒症状态下肝脏线粒体呼吸功 能
、

肝组织 A T P 含量及 A K B R 进行了动态

检测
。

自术后 12 h 起
,

感染肝叶线粒体 S
:

和 R C R 呈进行性显著降低
.

非感染肝叶线粒体 R C R 呈先升后降的

双相改变
.

感染和非感染肝叶组织内 A T P 含量与其线粒体呼 吸活性同步降低
。

在术后 12 卜
,

尽管非感染肝叶

线粒体呼吸活性增强而处 于代偿状态
,

A K B R 已伴随感染肝叶 R C R 降低而显著减低
,

并随病程延续呈进行

性降低
。

结果表明
,

A K B R 是反映胆原性脓毒症时肝细胞能量代谢状态有早期肝功能失常的灵敏指标
。
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胆原性脓毒症是首先攻击肝脏的特殊类型脓毒

症
。

临床和实验研究资料表明
,

肝脏功能首先受损对于

胆原性脓毒症病程恶性发展并最终导致多器官衰竭具

有十分重要的病理意义
〔 ,

· ’ 1 。

然而
,

目前临床上 尚缺乏

监测胆原性脓毒症时肝脏早期损害的有效指标
。

近年

来发 现动脉血 酮体 比值 ( a r t e r i a l k e ` o n e b o d y r a t i o
,

A K B R ) 是反映肝脏线粒体功能及细胞内能量水平的

敏感指标图
.

本实验 目的是通过分析实验性胆原性脓

毒症时 A K B R 水平与肝脏 线粒体呼吸活性 改变之间

的关系
,

评价 A K BR 在监测胆原性脓毒症时肝脏早期

损害中的价值
。

1 材料与方法

1
.

1 主要试剂和仅器

三磷酸腺昔 ( A T )P
、

二磷酸腺昔 (A D P )
、

珑泊酸钠
、

卜轻丁

酸脱氢酶 ( E C I
.

1
.

1 3 0 )
、

乙酞乙酸 ( A c 一

A 。 )
、

D
,

L
一
l

,

3
一

轻 丁酸

( B
一

O H B )和 氧化型辅酶 I (件N A D 一 )均为 iS g m
a
化学公司产 品

,

荧光素和荧光素酶由第二军医大学生化教研室提供
。

1
.

2 主要仪器

S P
一
2 榕氧测定仪 (中国科学院上海植生所 )

,
C li

n i e a l S y s -

t e m 7 0 0 型 自动生化分析仪 ( eB
e
k m

a n ,

美国 )
。

1
.

3 动物分组及模型复制

健康 日本大耳白兔 56 只
,

雌雄各半
,

体重 2
.

。~ 3
.

0 k g
,

随

机分为正常对照组 ( n o r m a
l

C o n t r o
l

,
N C )

、

胆道梗阻组 ( b il i
a r y

o b s t r u e t i o n ,
B O )和胆原性脓毒症组 ( b i lia r y s e p s i s

,

BS )
.

BS 和

BO 按 [ 4 ]复制
,

右侧叶为非感染肝叶 ( n o n 一
i n fe e t i v e

l
o b e ,

N IL )

或非梗阻肝叶 ( n o n 一o b s t r u t iv e
l
o b e ,

N O L )
,

其余肝叶为感染肝

叶 ( i n f e e t i v e
l
o b e s .

IL )或梗阻肝 叶 ( o
b

s t r u 。 t iv e
l
o b e s ,

O L )
.

N C

动物在禁食后 12 h
,

BS 和 B O 动物分别在术后 1 2
、

24 和 48 h
,

静注戊巴 比妥钠麻醉后
.

剖腹采取腹主动脉血
,

迅速在左中叶

和右侧叶各切取 2 块肝组织
,

立时分离线粒体测定其呼吸活

性
,

或即刻置液氮 内速冻保存待测 A T P 含量
。

1
.

4 观察指标及检浏 方法

1
.

4
.

1 肝 脏线 粒体制备和呼 吸活性分析 肝脏线粒体按

Jo h n s o n
的差速离心法制备5j[

。

取新鲜肝组织块 5
.

0 9
,

在 20 0

m m ol / L 蔗糖一 1 m m ol / L E D T A
,

p H 7
.

5 介质中
,

用手动玻璃

T o
lfl on 匀浆器制成肝匀浆

,

离心 6 00 9 x 5 m in ;
取上清

,

离心
,

5 0 0 0 9 x 1 0 m i n
,

沉淀 以不含 E D T A 的 2 5 0 m m
o l / L 蔗糖介质

洗涤 2 次
,

将所得沉淀悬浮于蔗糖介质中制备成蛋白浓度为 20

m g / m l 的线粒体悬液
。

整个分离过程保持在 。~ 4 ℃下进行
。

线

粒体蛋白浓度采用 L
o w r y 法进行定量

,

以结晶牛血清白蛋白作

标准
。

线粒体呼吸活性用 E s t a b r 。 。 d 氧电极法测定川
。

分离线粒

体的耗氧量在容积为 Z m !
、

30 ℃恒温的反应池内用 lC ar k 电极

进行测量
。

反应介质以空 气饱和
,

其成分为
:

蔗糖 22 5 m m ol / L
、

E D T A 1 m m
o l / L

、

M g C 1
2
5 nr m o l / L

、

K H
Z
P O

;
1 5 m m

o l / L
、

T r i s

一 H C I 1 5 m m
o l / L

、

p H 7
.

2
,

加入线粒体悬液 5 0 拌 l
,

保温 2 m i n

后 加入 2 0 0 m m
o
l / L 玻 拍酸钠 4 0 拜 l

; l可隔 1 m i n 后 加入 9 0

m m
o 一/ L A l ) P 5 0 拜 l

。

呼吸状态区分为 s
,

和 s
; ,

5
3

( 一态呼吸速

率 )为 A D P 存在时耗氧速率
,

5
.

( vI 态呼吸速率 )为 A D P 耗尽

后耗氧速率
;
计算呼吸控制率 ( R C R ~ S

,

/ 5
4

)
。

1
.

4
.

2 肝组织 A T P 含量 组织 A T P 含量参照 K im m ic h 方

法测定川
。

称取液氮冻存肝组织 。
.

20 ~ 0
.

25 9 于预冷试管内
,

加 2 0 倍体积的 4 0 0 m m
o
l / L H C IO

. ,

制成匀浆
. 3 5 0 0 x g

,
4 ℃

离心 5 m in
。

取 50 川上清于 比色杯内
,

置于发光光度计暗室内
,

快速注入 0
.

1 m l 荧光素酶混合液
,

记录发光初始峰值即为样

品光强
,

依标准曲线计算样品 中 A T P 含量
.

测量环境温度为

2 5 ℃
。

1
.

4
.

3 动脉血酮体浓度和酮体比值 取动脉血 1 m l
,

迅速

与等体积预冷到 4℃ 的 1 0 % H e lo
;

混匀
; 3 s o o x g

,
4℃ 离心 1 5

m i n ;
上清以 5 nr nr

o
l / L K

ZC O 3

调到 p H 6
.

o . 3 5 0 0 x g
,
4℃ 了民

5 m in
。

取上清
,

参照 iL 等报道的酶动力学法 8j[
,

采用离心式自
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明确反映肝细胞功能损害程度
。

本实验采用了部分肝

管梗阻和感染模型显示
,

在胆原性脓毒症晚期
,

感染和

非感染肝叶线粒体功能均 已发生 显著损害
,

血清胆红

素水平仍未超过正常域限
;
相反

,

早在胆原性脓毒症后

1 2 h
,

尽管非感染肝叶线粒体呼吸功能增强而处于代

偿状态
,

A K B R 水平 已伴随感染有肝叶线粒体功能抑

制而显著降低
,

并随病程延续呈进行性 显著降低
;这表

明 A K B R 可灵敏反映胆原性脓毒症时功能性肝细胞

群数量和肝功能贮备
。

采用这一反映肝脏能量代谢的

简易指标
,

可 以早期 明确胆原性脓毒症病人的肝功能

损害程度
,

对胆原性脓毒症所致急性肝功能衰竭以及

宁器官衰竭的防治有所裨益
。

(本院检验科李可能副主任技师协助酮体 测定
,

谨致谢

忱 ! )

参考文献

l 黄志强
.

努力提高对重症急性胆管炎的治疗效果
.

实用外科

杂志
,
1 9 5 6 . 6 ( 1 )

:
1

2 王曙光
,

王敖川
,

韩本立
.

急性重症胆管炎后多器官衰竭
.

中

国急救医学
,
一9 9 0 ; 1 0 ( 3 )

:
2

3 o az w a
K

,

A
o y a

m
a

H
,

Y a s u
d

a
K

e t a
l

.

M
e t a bo l i

e a
b

n o r -

m a
l i t i

e s a s s
oc ia t e d w i t h p o s t o p e r a t iv e o r g a n f a il u r e : a r e

d
o x

t h e o r y
.

A r e h S u r g
,
1 9 8 3 , 1 1 8 ( 1 1 )

:
1 2 4 5

4 董家鸿
,

段恒春
,

李 昆等
.

兔胆原性脓毒症模型的复制方

法
.

中国病理生理杂志
,
1 9 9 4 ; 1 0 ( 7 )

:

88 2 6

5 Jo h
n s o n

D
,

L
a r d y Y H

.

I
s o

I
a t io n o f l iv e r o r k id n e y m i t-o

e h o n
d

r ia
.

M
e t h o

d
s in E n z y m o

l
o g y

,
1 9 6 7 , 1 0 ( 2 )

:
9 4

6 E s t a b r o o
k PW

.

M i t o e
h

o n
d

r ia l
r e s p ir a t o r y e o n t r o

l
a n

d t h e

p o l a r o g r a p h ie m e a s u r e
m

e n t c
f A D P

:

0 r a t io s
.

M
e t
h

o
d
s i n

E n z y m o
l
o g y

,
1 9 6 7 ; 1 0

:
4 1

7 K im m i e h G A
,
R a n d l

e s J
,

B r a n d JS
.

sA
s a y o f p ie o

m
o le o f

am o u n t s o f A T P
,

A D P
,

A M P u s in g t h
e l u e if

e r a s e e n z y m
e

s y s t e m
.

A n a
l B i o e h e m

,
1 9 7 5 ; 6 9 ( 3 )

:
1 8 7

8 L I P K
,

L
e e J T

,

M
a e

G il l i
v r a y M H

.

肠
r e e t ,

f i x e
d
一 t im e k i

-

n e t ie a s s a y s f o r
卜h y d

r o x y b u t y r a t e a n d a e e t o a e e t a t e w it h a

e e n t i f u g a
l

a n a
ly ez r o r a e o

m p u t e r 一 b a e
k

e
d

s p e e t r o p h --o

t o m e t e r
.

C li
n C h

e
m

,
1 9 8 0 ; 2 6 ( 1 2 )

:
1 7 1 3

9 大久保
,

昭行
.

G O T
,

G P T
,

欧床病理
.

1 9 8 3 ;
特刊 55 号

:
1 15

(收稿
:
1 9 9 5

一
0 2

一
2 7 ;

修回
:
1 9 9 5

一
0 9

一
0 4 )

R e l a t i o n s h i P b e t w e e n a r t e r i a l k e t o n e b o d y r a t i o a n d e n e r g y s t a t u s o f h e P
-

a t o e y t e s i n b i l i a r y s e P s i s i n r a b b i t s

D o n g J i
a h o n g

,

a t o b i lia r y S
u r g e r y

S u n
W

e n b i n
,

L i K u n ,

D u a n H e n g e h u n ,

C h e n L i
,

,

oS
u t h w

e s t H
o s p i t a l

,
T h i

r d M il it
a r y M

e
d ie a

l U n i v e r s i t y
,

H a n B e n li
,

H u a n g Z h i q ia n g (块 p a r t m e n t o f H
e p

-

C h
o n g q i n g

,
6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t T h
e r e

l
a t i o n s

h i p
o
f

a r t e r ia l k
e t o n e

b
o
d y r a t io ( A K B R ) w it h t h

e e h a n g e s o
f

e n e r g y m e t a b o li s m

o f h e p a t o e yt e s
w

a s s t u d i
e
d i n a r a

b b i t m o
d

e
l

o
f b i lia r y s e p s i s i n w h i

e
h h

e p a t ie m i t o e h o n
d

r i a l f
u n e t io n a n

d

a
d

e n o s in e t r i p h
o s p h

a t e ( A T P )
e o n t e n t w e r e

d
e t : r

m in e
d in t h

e 1 2 t h
,

2 4 t
h

a n
d 4 8 t h h a

f t
e r t h e in i t i a t io n o

f

fb il i
a r s e p s i s

.

R
e s p i r a t o r y im p a ir nr

e n t o
f h

e p a t ie m i toc h
o n

d
r ia w a s

d
e
m

o n s t r a t e d in t h
e in f

e e t e
d l

o
b
e in t h

e

1 2 t h h a f t e r s e p t ie e h a
l l

e n g e b y s
h

o w i n g r o p id d e e r e a s e o f s t a t e 5 r e s p i r a t o r y r a t e , r e s p ir a t o r y e o n t r o l
r a t io

( R C R ) a n d P / 0
r a t io o

f t h
e is o

l
a t e d m i t o e

h
o n d r ia a n

d
a r e

d
u e t i o n o

f t i s s u e
A T P e o n t e n t

.

T h
e

d
e e r e a s e a n

d

t h e r e d u e t io
n b e e a m e m o r e s e v e r e w h

e n b il ia r y s e p s is a
d

v a n e e d
.

A K B R w
a s d e c r e a s e d e o n t in u o u s

ly f r o m t h e

1 2 t h h
a
f t

e r s e p s is w h
e n in e r e a s e

d
a e t iv it y o

f R C R w a s s h o w n i n t h
e n o n 一 i n f

e e t e d l i
v e r

l
o
b
e s a n d R C R in t h e

in f
e e t e d l

o
be

s
w

a s s i g n i fie a n t l y l
o w e r e

d w h i e h w
a s

f
u r t h

e r
l
o w e r e

d
a s s e p s i s w e n t o n

.

O
u r f in d i

n g s s u g g e s t

t h a t A K B R e a n s e r v e a s a s e n s
i t i

v e
i时 i

e a t o r f o r th e e a r l y h e p a t i
e m e t a b

o
l i

e d e r a n g e m e n t i n b i] ia r y s e p s i s
.

K
e y w o r

ds k e t o n e b o
d y

r a t io ; a r t e r i a l b lo o
d

, r e s p i r a t o r y f u n e t i o n
m it co h

o n d r ia ;
b i li

a r y s e p s i s ; r a
b b it


