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急性胆道感染时肝细胞膜 各肾上腺素能受体结合容量变化的实验研究
`
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提 要 在免急性胆道感染症的模型 上
,

观察了梗阻肝叶 ( O L )与非梗阻肝 叶 ( N O L )
、

原发感染肝叶

( P I L )与继发感染肝叶 ( SI L )的细胞膜 卜肾上腺素能受体 ( pA R )最大结合容量 ( B。 二

)的动态变化
,

结果显示
:

P I L pA R B .m
二

于病程早期即开始进行性显著减少
,

SI L 在病程 48 h 始见显著减低
;
O L 与 N O L 的 pA R B ~

二

自

始至终无明显改变
。

上述结果提示
:

急性胆道感染的早期肝细胞膜 pA R 密度降低与肝脏所受脓毒攻击强度及

进程有直接关系
.

肝细胞膜 pA R 密度降低
.

可能与急性胆道感染时肝细胞代谢紊乱有关
。
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在急性胆道感染的实验性研 究中
,

我们已观察宿

主在出现早期高血糖后
,

发生持续的低血糖症
。

本实验

对胆道梗 阻肝 叶 ( O L ) 与非梗阻肝叶 ( N O L )
,

原发感

染肝 叶 ( IP L )与继发感染肝叶 ( SI L ) 的肝细胞膜 p
一

肾

上腺 素能受体 叩A R ) 与其特异配基的最大结合容量

( B 。
:

) 作了动态观察
,

旨在为了逐步探讨急性胆道感

染时肝细胞糖代谢失常的发生机理
。

1 材料与方法

1
.

1 动物分组与急性胆道 感染模型复制

日本杂交大耳 白兔 5 6 只
,

3 ~ 4 月龄
,

体重 2
.

0一 3
.

0 k g ,

雌

雄各半
,

随机均分为 7 组
:

胆道梗阻 ( B o )与胆道感染 (B s) 各 3

组
,

设 1 2 h
、

2 4 h
、

4 s h 三个时相点
;

余 l 组为正常对照 ( N )
。

除

N 组禁食 24 h 后直接用于 实验外
,

其余各组 L, J作以下处理
:

戊

巴 比妥钠 ( 30 m g k/ g 体重 ) 麻醉后无菌条件下作 上腹正 中切

口
·

暴露肝脏和肝外胆道
。

缝扎胆囊管
,

在右侧叶肝管 口上方游

离并结扎胆总管
。

其中 B s 组在结扎 胆总管的结扎点近端穿刺

胆管
,

注入 0
.

2 ml 大肠
、 }飞

长 泳液 (1 只 10
,

C F U / m l )
,

并在穿刺

点近端再次结扎
,

以防菌液渗漏
。

梗阻部位近端肝管引流的肝

叶为原发感染肝叶
;
肝管开 口 位于梗阻远端的右侧叶为继发感

染肝叶
。

各组动物术后向腹腔注入 40 ml 无菌生理盐水
,

以补

充术中失水
,

再分两层缝闭腹腔
。

单笼饲养
,

自由饮水
,

禁食 12

卜后用于实验
。

1
.

2 肝细胞膜 母A R 的 B
m a 二

沮
·

I定

L 2
.

1 膜受体样品制备
:

各组 动物于 预定时相 终点静脉注射

戊巴比妥 ( 15 m g k/ g 体重 )
,

于浅麻醉下剖腹
;
切取 小块右侧叶

和左侧叶肝组织
,

立 即放入液 氮内速冻保存
。

膜受体样品制作参考有关资料于 。~ 4 c 冰浴条件下进行
:

取出液氮速冻 的肝组织约 1一 2 9
,

丢入有 3 一 5 倍体积预冷的

5 0 n l n 、 0
1 / L T r i s 一

H C I p H 7
.

5的缓冲液 (内含 1 0 m m o
l / L M g

-

1C
·

2 5 m m o] / L 蔗糖
, 。

.

05 %维生素 C )的玻璃匀浆器 内作电动

中速匀浆约 2 m i n
。

匀浆低温冷冻离心 ( 1 o o o x g
,

1 0 nr in ; o 5 P R
-

2 2冷冻离心机
,

日本 )
,

上清液超速离心 ( 4 5 0 0 0 又 g
,

1 5 m in ; J Z
-

ZI M
,

eB
o

k m a n ,

美国 )
。

沉淀用缓冲液悬浮洗涤后重复超速离心

(条件同上 )
。

最后 所得沉淀 (膜受体样品 )用 6 m 】缓冲液悬浮
,

立即作受体的放射配体结合分析 ( R B A )
,

多余样 品用 L o w yr

法测定蛋 白质含量
。

1
.

2
.

2 R B A 饱和曲线法测定 B、 : :

24 支 塑料 反应管分为两组
:

总结合 ( T B )组 1 6支
,

设 s 个
,

H
一

D H A ( 1
.

6 6 5 T B q / m m o l
,

中国原

子能研究院 )剂 量点
.

非特异结合 ( N S B ) 组 8支
,

设 4个
’

H
一

D H A

剂量点
,

梯度终浓度为。
.

4一 4 n
m ol / L

。

N S B 各管含消旋心得安

( S ig m a
公司 )的终浓度为一 9 3 拜m

o
l / L ( 1 0 0 拜l )

。

各管的膜受体

样 品 2 00 川
,

反应总体积 。
.

4 m l
。

加样 在冰浴内完成
,

继而 移置

37 ℃恒温水浴保温 30 m in 后在多头 细胞收集器上 立即加入冰

冷淋洗液 (3 倍稀释的缓冲液 )终止反应
。

抽滤结合物至三层玻

璃纤维滤纸 上 ( 6 9型
,

上海红 光造 纸厂 )
,

淋洗液 20 m l 洗涤两

次
。

滤纸经 80 亡烘烤 20 im
n ,

移入盛 5 m l 闪冻液 (0
.

4 % P P O
,

。
.

0 2 % P O P O P 的二 甲苯液 ) 的闪烁瓶内暗适应 6一 s h 后
,

用

自动液体闪烁计数器 ( L K B
一

1 2 1 7
,

瑞典 )测量放射性
。

测量 数据经微机 用 G ol d s t ie n

模式软件 (上 海第二 医科大

学核医学教研室编制 )作 R B A 饱和 结合曲线拟合
,

寻求饱和结

合区后 以单点法获取 pA R 的 B ~
二

“ m ol / m g 蛋白 )
。

1
.

2
.

3 统计学分析
:

结果以 I 士 : ,

表示
,

采用医用统计程序包

(第三军医大学数学教研竺编制 )作方差分析
。

2 结果

B O 组的 N O L 和 O L 在术后各时相的 B 。 :

均接近 N 组 ( P

> 0
.

0 5 )
。

B S组 的 S I L 在 术后 1 2及 2 4 h 仍 与 N 组相 当 ( P >

。
.

05 )
,

4 8 h 时始见显著减少
,

分别是 N 组的 58
.

1 %
,

为 B O 组

各时相均值的 5 9
.

8 % ( P < 。
.

05 ) ;
而 PI L 术后各时相均 显著低

于 N 组和 B O 组 ( 尸 < 。
.

05 )
,

且呈现进行性减少
:

3个时相分别

是 N 组的 6 7
.

2 %
、

3 7
.

7 % 和 3 5
.

2 %
;
为 B O 组 O L 的 6 4

.

5 %
、

3 7
.

2 % 和 3 8
.

3 %
,

详见 附表 )
。

、
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附表 兔肝细胞膜 p A R 对
,

H
一

D H A 的 B . 。 ( 于 士 : , ,
f m ol / m g 蛋白 )

T a b le T h e m a x i m
u

m
,

H
一

D H ^ b i n d i n g c a P a e it y o f p
一 a d r e n e r g i e r e e e p t o r i n

P r o t e in
)

r a b b i t li v e r e e l l m e
m b r a n e s ( 历 士 s 二

f m
o l / m g

t i rn e
( h )

n

一
一一 -

一
一

一
一一12 2 4 4 8

一
一

一

一
- -

-
一一

~
~ -

一
一

-

一一 - 一 -
一

,

一3 1 1
.

2士 1 5
.

4

3 1 9
.

2士 2 2
.

1 2 72
.

8士 16
.

6 2 9 8
.

0 士 2 0
.

7

3 24
.

1士 1 7
.

5 3 1 5
.

3 士 2 4
.

3 2 8 5
.

7士 1 8
.

4

2 90
.

3士 1 7
.

5 3 1 7
.

0 士 19
.

4

1 1 7
.

2 士 1 1
.

1 派

1 80
.

9士 1 1
.

8 燕

2 0 9
.

0 士 1 1
.

2 减 1 0 9
.

4 士 5
.

1狱

NO]OLSIL陀

灭
: e o

m p a r e
d w i t h

c o n t r o
l ( N )

,
P < 0

.

0 5

3 讨论

本实验资料表明
,

急性胆道感染动物的原发感染

肝叶细胞膜 pA R 的 B .
二

进行性显著降低
,

继发感染肝

叶至伤后 48 h 才见显著降低
;而单纯胆道梗阻的动物

肝叶细胞膜 pA R 的 B 。
二

在伤后始终未见降低
。

这就说

明在本研究采取 自身对照的实验条件下
,

这种改变与

脓毒攻击的强度及进程有直接关系
。

近年来的资料报道
,

靶细胞在激素的持续作用下
·

其特异性受体数 目减少并逐渐丧失对该激素的反应

性
,

这种细胞受体下调 ( d o w n r e g u l a t io n )被认为是普

遍存在的生理和病理情况下的适应性反应
’ `

·

’ 。

在各种

类型脓毒症时
,

体内儿茶酚胺释放持续显著增加
,

在高

水平儿茶酚胺作用下细胞表面 日A R 下调可能与细胞

膜受体密度降低有关
〔 3

·
` 〕 。

但在本实验中
,

同宿主的原

发感染肝叶与继发感染肝叶处在完全相同的激素环境

中
,

却出现了细胞膜 日A R 的 B 、
,

降低的速率和幅度存

在显著差异
。

这就提示急性胆道感染时肝细胞膜受体

密度降低并非是肝细胞受体下调的主要机制
。

儿茶酚胺对肝脏糖代谢的调控作用是籍肝细胞膜

上 件和
a 一

肾上腺素能受体机制而实现的
,

两种受体在

调节糖代谢稳态中的作用大小存在种属差异
。

现 已明

确
,

在人类
,

兔
、

狗和猫等动物肝脏 中 日A R 起主要作

用 〔 5〕 。

因此
,

急性胆道感染 时
,

原发和继发感染肝叶细

胞膜 pA R 密度先后降低
,

是否能使儿茶酚胺刺激肝脏

糖异生作用进行性减弱
,

这个在糖稳态改变 中有一定

病理意义的问题待进一步研究
。
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血小板活化因子在烧伤后肠粘膜损害中的作用及其机理研究

T h e e f f e e t a n d i t s m e e h a n i s m s o f P l a t e l e t 一 a e t i v a t i n g f a e t o r ( P A F ) i n i n -

t e s t i n a l m u c o s a l i n j u r y a f t e r b u r n

余佩式 肖光 夏 (第三军医大学西南 医院烧伤研究所 ) 6 3 。。 3 8

肠源性感染已被认为是导致严重烧伤后顽固性休克
、

全身

严重感染
、

超高代谢以及多器官功能衰竭的潜在原因
。

肠粘膜

屏障功能损害是肠源性感染发 生的关键因素
,

因此
,

已成为 目

前研究的焦点
。

有关严重烧伤后肠粘膜屏漳功能损害的病理过

程及其机理尚不完全清楚
。

本实验采用定量肠粘膜通透性测定

和电生理方法
,

结合病理形态学和细菌学观察对烧伤后肠粘膜

机械性屏障功能的变化进行了深入 研究
,
同时采用免疫组织化

学方法测定肠粘膜 T 淋 巴细胞亚群
、

白介素 2受体 (l L
一

Z R )表达

及放免法检测粪便分泌型免疫球蛋 白 A (S Ig A )
,

对烧伤后肠粘

膜局 部免疫屏障功能变化进行初步研究
;
并且采用内源和外源

性 P A F 以及 P A F 拮抗剂应 用相结合
,

从正反两方面重点探讨

了 P A F 在严重烧伤后粘膜屏障功能损害中的作用及其机 理
,

以及用 P A F 拮抗剂防治的作用
.

主要结果如下
:

1
.

严重烧伤后粘膜通透性显著增高
,

肠 粘膜 电位明显降

低
,

与之相伴出现血浆内毒素水平和肠系膜淋巴结
、

肝
、

肺组织

细菌检出数均 显著升高
。

肠组织含水量亦明显增加
。

光镜下见

回肠绒毛 中央乳糜管明显扩张
、

肠 上皮细胞变性坏死脱落
;
扫

描电镜下见 回肠绒毛变扁平
、

排列紊乱
,

部分缺损
;
透射电镜下

见肠上皮细胞间隙呈束状扩张
、

微绒毛坏死脱落
;
线粒体空化

、

蜻断裂
,

核周间隙扩大
。

肠粘膜通透性变化与肠粘膜病理损害

程度相一致
,

且与血浆 内毒水平呈非常显著正相关
。

P A F 拮抗

剂治疗组肠粘膜通透性较烧伤组明显降低
,

肠粘膜电位明显升

高
;
血浆内毒素水平

、

肠系膜淋巴结
、

肝
、

肺组织细菌检出数显

著降低
,

肠组织含量水量亦减少
。

因肠粘膜病理改变明显减轻
。

2
.

严重烧伤后肠粘膜 C D
。

细胞仅 24 h 轻度减少
,

而肠粘膜

C D
4

细胞于伤后 12 h 即开始明显减少
,

C D
:

细胞显著增多
,

C D
。

/

C D
。

比值显著降低
。

肠粘膜 IL
一

Z R 表达亦呈 同步 降 低
。

粪便

lS g A 含量于伤后 6 h 即开始持续降低
,

且与血浆内毒素水平升

高呈显著负相关
。

P A F 拮抗剂对烧伤后肠粘膜免疫功能降低有

一定保护作用
。

3
.

严重烧伤后血和肠组织 P A F 水平均明显升高
,

而肠 粘

膜血流 和 粘膜内 p H 均显著降低
,

肠 组织 P L A
Z

活性
、

C a Z一
、

M P O 和 M D A 水平均显著升高
;
肠组织 S O D 呈显著降低

。

血浆

T N F 和 IL
一

8水平亦显 著各项高
。

P A F 拮抗剂治疗后使血和肠

组织 P A F 水平显著降低
。

与烧伤组相比
,

肠粘膜血流和粘膜内

p H 显著增加
。

肠组织 P L A
Z 、

C a ’ 一
、

M P O 和 M D A 水平呈不同

程度降低
;
肠 组织 S O D 含量显著升高

;
血浆 T N F 和 IL

一
8水平

亦呈显著降低
。

4
.

静脉注射不同剂量外源性 P A F
,

可引起肠粘膜通透性升

高
,

肠粘膜电位和血 流降低
,

血浆内毒素和荧光标记大肠杆菌

移位率显著升高
,

肠组织 P L A
Z 、

C a , 一
和 M P O 水平亦显著升高

,

而肠组织 S O D 含量显著降低
。

上述变化与注射 P A F 剂呈显著

依赖关系
。

P A F 拮抗剂可完全或部分阻滞 P A F 的作用
。

综上所述
,

严重烧伤后肠粘膜机械性屏障和免疫屏障均相

继受损
,

其中肠粘膜通透性增高在肠 源性天津发生中起重要作

用
,

而肠道 lS g A 分泌减少 和 T 淋巴 细胞功能低下对肠源性感

染可能具有促进作用
。

P A F 是导致烧伤后肠粘膜屏障损害的一

重要因素
,

其作用机理包括降低肠粘膜血流
、

激活中性白细胞
、

促进氧 自由基产 生
、

增加 肠组织钙负荷以及与细胞 因子 T N F

和 I L
一

8的协同作用等
。

P A F 拮抗剂治疗对 肠粘膜具有保护作

用
,

从而对防治肠源性感染有助
。
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