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大鼠实验性脓毒症休克条件下细胞
、

亚细胞损伤及其机理探讨

陆松敏 刘建仓 王成英 刘光海 郭素清 陈惠孙 (第三军医大学野战外科研究所二室 ) 63 0 0 42

提 要 实验研究了盲肠结扎穿孔 C ( P L)致大鼠实验性脓毒症休克条件下肝细胞
、

骨骼肌

细胞膜电位
,

微粒体膜流动性
、

微粘度及膜脂分子排列有序性系数
,

并测定了脂质过氧化物
、

磷

脂酶 A
:

和唾液酸
.

结果说明大鼠脓毒症休克早期 (C P L 后 1 h0 )
、

晚期 ( C P L 后 20 h) 肝细胞和骨

骼肌静息跨膜电位差明显下降
.

且肝细胞膜电位下降比骨骼肌细胞膜电位及血压的改变均早且

重
。

肝组织脂质过氧化物升高 1
.

6倍
,

唾液酸含量下降 ( 尸 < 。
.

0 1 )
。

微粒体膜流动性降低 ( 尸 <

0
.

0 1 )
,

微粘度升高 ( P < 0
.

0 1 )
,

分子排列有序性系数升高 ( 尸 < 。
.

0 1 )
。

血浆 P L A :

从 874
.

2士

8 4
.

s u / m l升高至 2 0 7 4
.

2士 6 9 5
.

o u /m l ( P < 0
.

0 1 )
,

肝组织 P L A
:

升至 2 9 4 3
.

3士 4 7 1
.

s u /m l t i
s -

su
e .

结果提示
:

脓毒症休克时细胞和亚细胞损伤的可能机制是
:

P L A :

激活
,

膜上唾液酸含量增

加
,

膜的电负性下降
,

膜脂区分子流动性下降
,

膜脂分子结构和构型产生变化
。

关键词 休克
,

脓毒性 ,膜电位 ,微粒体
,

磷脂酶 A 类

尽管抗菌素治疗 已有很大进展
,

但是脓

毒症休克综合症仍是 临床疾病最常见 的死

因
。

在美国每年大约有 1 0 0 0 0 0飞 3 0 0 0 0 0 病

人死于脓毒血症
,

革兰 氏阴性菌病例的死亡

率仍为 3。%一 8 0写
,

因此进一步搞清脓毒症

休克的病因学
,

研究脓毒血症条件下细胞
、

亚

细胞水平的变化是十分重要的
。

本实验采用

大鼠盲肠结扎穿孔致脓毒血症的休克实验模

型
,

研究细胞膜电位
、

微粒梦膜流动性
、

脂质

过氧化和磷脂酶 A
Z
( P L A

:
)变化

。

进一步阐

述休克的机理
。

材料和方法

雄性体重 2 5 0 9 左右的大鼠
,

采用盲肠结扎穿孔

法制造脓毒症休克模型
:

即将动物空腹 2 h4
,

乙醚麻

醉
,

腹部正中切 口
,

暴露盲肠
,

在远离回盲瓣处结扎

盲肠
,

用 1号输血针头贯通穿刺盲肠后纳回腹腔
,

两

层缝合关闭腹腔
,

腹股 沟处皮 下注射 生理盐 水

15m l
,

禁食
、

禁水
.

观察记录血压
、

呼吸
、

心电图
。

手术

在无菌条件下进行
.

动物造型后 10 h 为脓毒症早

期, 20 h 为脓毒症休克晚期
。

1
.

1 实验分 为 4 组

正常对照组
。

假手术组
,

早期脓毒症休克组
,

晚

期脓毒症休克组
,

每组动物 10 只
。

假手术组除不进

行盲肠结扎穿孔外其它处理同脓毒症休克组
。

每组动物于测定前用戊巴妥钠腹腔注射麻醉
。

颈外动脉插管观察血压和抽取血样本
。

同时测定肝

细胞和骨骼肌细胞膜电位
,

然后抽取血样本
,

取肝组

织测定脂质过氧化物和磷脂酶 A : ,

及肝微粒体膜流

动性
、

微粘度和分子排列有序性系数
。

1
.

2 肝细胞膜电位测定

打开腹腔将肝左叶取出剪去下方韧带
,

将肝叶

放在一个用纱布复盖
、

上有 A g
一

A g CI 电极的塑料板

上
,

肝叶上方置一高 3m m
、

直径为 s m m 的乳胶圈
,

圈内形成 一个小井
,

井内充满生理盐水
。

微 电极擂

入此井
,

校正零点和测定肝细胞膜电位
,

玻璃电极采

用直径 1
.

Zm m 硬质玻璃毛细血管
,

用 B
一

80 型微电

极拉制器拉制成微电极
,

其尖端直径小于 。
.

1拜m
,

以

ZM K C I
、
0

.

SM K N O 3

灌注 电极
,

电极 电阻大 于

l oM 。
,

用半浮置螺旋银丝玻璃电极为测定电极
,

通

过高阻抗 v D F 前置追随器
,

输入微 电极放大器和

S BR 一 l 型双线示波器
。

用 M D 一 1 型微电极推进器

将微电极插入盐水中
,

以短路平衡零点
.

电极继续推

进入肝脏记录膜电位
。

{
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记录肝细胞膜电位后记录大鼠在体缝匠肌膜电

位
,

参比电极为带盐桥的甘录电极
。

丙二醛的测定采用硫代巴比妥酸 ( T BA )反应
。

磷脂酶 A :
测定参见陈思锋法

` , ’ 。

微粒体制备
:

取肝

脏 g5
,

剪去包膜和脂肪
、

结缔组织
,

加 3m l 冷 T ir
s -

H C I缓冲液 (含蔗糖 )
,

剪碎匀浆
,

再以差速离心制备

微粒体
.

微粒体膜流动性测定
:

取 .0 3m吕/ m l 蛋白的

微粒体悬液 Zm l
,

加 2 x 1 0 一
`

M D P H Zm l
,

在 2 5℃温

育 30 m in 后
,

在 M P F 一 4 型荧光分光光度计上测定

荧光偏振度 p 值
,

计算细胞膜脂区分子的微粘度 (币

和分子排列各向异性系数
r 。

其中
:

1 v v 一 G l

1 v v + G l
塑 刀一

三里
-

3一尸

2 P

0
,

4 6一 P

v , :

起偏器光轴为垂直方向
,

检偏器光轴为垂

直方向的荧光强度
; I v “ :

起偏器光轴方向为垂直方

向
,

检偏器光轴为水平方 向
。

G 为校正因子
。

G ~

1 H v

/ I
H二 。

2 实验结果

2
.

1 一般临床资料

2
.

1
.

1 活存时间和活存率
:
C L P 后 l o h

r

动物活存

率 1 0 0%
,
i s h 为 1 0 0 %

,
2 4 h 为 6 0%

,
s o h 为 2 0%

,

3 6 h 后全部死亡
.

动物平均活存时间为 2 5
.

5士 5
.

3

h
。

2
.

1
.

2 心率
、

体温
、

呼吸
、

血压的变化
:

脓毒症早期

血压下降
,

心率
、

呼吸变化不大
。

晚期血压显著下降
、

呼吸减慢
.

心率减慢
。

心电出现房室分离
、

室扑
、

室颤

等频死性变化
。

动物精神萎糜
、

耸毛
、

无力抽搐乃至

死亡 (见表 1 )
。

表 1 心率
、

体温
、

呼吸
、

血压的变化

T a b 1 T h e e h a n g e s o f h e a r t r a t e
,
b o d y te m P r a t u r e ,

b l o o d P r e s s u r e

bo d y
r e s p i r a t o r y b lo o d

g r 0 U P
月 h e a

r t r a t e

t e m P r a t u r e P r e s s u r e

e l e e t r o e a r
-

d i o g
r a m

N o r m a l e o n t r o l 1 0 48 9士 3 5 3 7
.

5士 1
.

3 13 2士 1 8

1 7
.

6士 0
.

8

1 3 3士 6

r
h y t h m i a

S h a m
一 o p e r a t e d 1 0 h 10 5 1 0士 5 5 3 8

.

2士 0 4 1 1 7士 1 4

1 7
.

6士 0
.

8

1 3 2士 6

r
h y t h m i a

2 0 h 1 0 4 7 0士 5 8 3 8
.

2士 0
.

5 12 2士 9

1 6
.

3士 1
.

2

1 2 2士 9

r h y t h m i a

E a r l i e r s e P t i e s h oc k 1 0 4 9 5士 3 8 3 5
.

5士 1 8 1 3 1士 1 8

1 3
.

1士 0
.

6 6

9 8士 5 2

a rr h y t hm i a

L a t e r s e P t i e s h oc k 1 0 3 7 4士 1 9 8 3 4
.

4土 2 5 8 3士 5 0

8
.

6士 6
.

8

6 5士 5 1

Po s t nr o r t e m

e l e e t
r o e a r

d i o g
r a m

2
.

2 肝细胞膜 电位和骨骼肌 细胞静息跨膜

电位

膜 电位的改 变
,

肝 细胞膜 电位的正常值 为

一 4 .2 0 8士 1
·

。 s m v
,

骨骼肌细胞静息跨膜 电位为

一 8 .7 0 。士 .5 l o mV
。

脓毒症休克后细胞跨膜电位差

明显下降
,

肝细胞膜电位差减少 49
.

95 %
,

骨骼肌细

胞跨膜电位差下降 33
.

5%
。

假手术组细胞膜电位也

有所下降
。

以上结果可见在脓毒症早期 (造型后 10

h )细胞膜电位已产生重度变化
,

且肝细胞膜电位的

变化比骨骼肌细胞膜 电位变化早且重
,

而此时动物

血压变化不大 (见图 1
,

图 2 )
。
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图 1肝细胞跨膜电位的改变

i FgT 1h e eb a ng e s oh feP at oc yt e m emb r a e n

P ot e nt i
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i
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C
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50 = Sh a m
一 o per at ed
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E S = E
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l ir e s e pt ie s
h

o e k

G
r o u p;

L S ~L
at er s eP t ie sh o e k G

r o u p
.

“
:S ig ni fi

e a nt d i f fr e e ne e s( P <

0
.

0 1 ) e o mP ar e
d w it h NC

a nd 50
.

图 2 骨骼肌细胞跨膜电位的改变

2 T ig Fh e eh a ng e s o f
s k el et al m us

el e m em
-

b r 血 e n

pot e nt ial i ns eP s ir s at s
.

C N= Nor m al

e o nt r o
l gr o u p; 50 =h S a m

一 o pr e at ed

gr o u p, E S 一 E a r li
e r s e P t ie s

h
o e k

g r o u p ; L S = L a t e r s e p t i e s h o e k g r o u p
.

, 、 :

S ig n i f ie a n t d i f f e r e n e e s ( P (

0
.

0 1 ) e o
m P a r e

d w i t h N C
a n
d 50

.

2
.

3 肝细胞脂质过氧化物含童

肝 组织脂质过氧化物丙二醛含量正常值为

3
.

4 9 3土 0
.

8 7 2m m o l /m g 蛋白
,

假手术组为 3
.

7 4 5士

。
.

38 7m m ol /m g 蛋白
,

脓毒症休克早期肝细胞 M D A

含量为 5
.

5 9 5士 0
.

4 5 3m m o
l / m g 蛋白

,

与对照组差别

非常显著 ( 尸 < 。
.

01 )
,

为对照值的 1
.

6 倍
。

2
.

4 血清唾液酸含童

正常值为 47
.

“ o 士 3
.

270 m g /d1
,

假手术组为

55
·

6 6 0士 5
·

6 3 1m g /d l
,

而 C P L l o h 后血清唾液酸含

量为
:

31
·

5士 4
.

62 3m g /dl
,

与对照组和假手术组相比

下降非常显著 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

2
.

5 肝脏微扛休膜流动性
、

微粘度及各 向异

性 系数

盲肠结紫穿刺所至脓毒症休克肝细胞微粒体膜

荧光偏振度显著升高
,

膜脂区分子流动性显著降低 (

P < 0
.

0 1 )
,

微粘度显著升高 ( P < 0
.

01 )
,

脂双层分

子排列有序性系数显著升高 ( 尸 < 。
.

0 1 )( 见表 2 )
.

表 2 肝微粒体膜流动性
、

微粘度及各向异性系数

T a b 2 T h e m e m b r a n e f lu id i t y
,

m i e r o v i s e o s i t y
、 o r d e r e此 f f i c i

e n t o f b e P a to e y t e m ic r o s o m e s

G r o u P

f l u o r e s e e n e e p o l z
r i z a t i o n

尸 士 胜

m
l e r o v l s e o s 一t y

甲士 s矛

N o r m a l C o n t r a l g
r o u p

S ha m
一
o P e r a t i o n

Ea r l i e
r s e p t i e s

h o e k g r o u p

l 0

1 0

0
.

1 8 6士 0
.

0 04 1
.

3 6 1士 0
.

0 4 9

0
.

1 9 0士 0
.

0 0 5

0
.

2 4 5士 0
.

0 0 5 ”

1
.

4 1 9士 0
.

0 62

2
.

2 7 6士 0
.

1 0 5
’ 份

o r
d e r e oe f f i e i e n t

y 士 殆

0
.

1 3 2士 0
.

00 2

0
.

1 3 5士 0
.

0 0 3

0
.

1 7 8士 0
.

0 0 3二

e o n t r o l
v s s

h
a m

一 o p e r a t io n
,

P < 0
.

0 1
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2
.

6血浆
、

肝组织 P LA
:

的变化

表 3 P LA
Z

的改变

Ta b3 C ha ng e o sf P ho sp ho i l Pa se A l, ( P L A : )

G r o u P

N o r
m a l C o n t r a l g or

u P

S h a m
一 a P e r a t i o n g r o u P

E a r l i e
r s e p t i e

s
h oc k g or

u P

L a t e r s e p t i e s
h oc k g r o u p

p l a
s
m a P < A

Z
( u /m l ) l i v e r P L A : ( u / 9

t i s s u e )

1 0

10

8 7 4
.

0士 84
.

5

98 6
.

5士 4 84
.

5

18 7 4
.

6士 3 4 9
.

0

18 5 5
.

1士 4 3 8
.

0

l 0

1 0

20 74
.

2士 6 9 5
.

0二

18 4 9
.

2士 2 1 3
.

0二

29 4 3
.

3士 4 7 1
.

8二

2 6 3 9
.

2士 4 4 9
.

4
’ .

e o n t r o l v s s h a m
一 o p e r a t i o n

,

P < 0
.

0 1

脓毒症休克时血浆和肝组织磷脂酶 A
Z

的含量

均大幅度升高
,

早期脓毒症休克组血浆磷脂酶 A
Z

的

含量为正常值的 2
.

37 倍
,

肝组织 P L A :

含量为正常

值的 1
.

57 倍
,

晚期脓毒症休克组血浆 P L A
:

含量为

对照值的 2
.

12 倍
,

肝组织为对照值的 1
.

41 倍
。

早

期
、

晚期磷脂酶含量差别不大
.

3 讨论

本文指出在脓毒症休克早期心率
、

血压
、

呼吸变化不大的条件下
,

细胞膜电位 已产生

了非常显著的变化 ( P < 。
.

0 1 )
。

肝细胞膜电

位差降为伤前的 50 %
,

骨骼肌细胞膜电位降

为伤前的 “
.

5 %
,

而血压仍 为伤前的 73 %
,

结果说明细胞水平的改变远早于 血压的变

化
。

肝细胞膜电位的改变是休克早期的重要

事件
,

它比骨骼肌细胞膜电位和血压的变更

早重
,

是反映休克损伤的敏感指标
“

,

” 。

s hi r e G T 报告给猴子输注 活大肠 杆菌

引起脓毒症休克
,

骨骼肌膜电位差进行性下

降
,

细胞内水
、

钠
、

氯升高
,

而钾漏出
。

D e m en
-

托 s
EJ 报告脓毒症休克狗血清可抑制兔乳头

肌动作电位
,

静息电位下降 37 %
。

脓毒症休

克时细胞功能障碍
,

离子逆浓差跨膜运转能

力下降
。

有些作者认为是能量合成障碍
,

细胞

内 A T P 含量下降
。

S h i r e s
` 3’
和 p e i z m a n Il l n e r

报告在失血性休克和内毒素休克时 A T P 含

量并未下降
,

因此提出离子运转障碍
、

膜电位

下降并非因能量产生障碍
,

而是能量利用障

碍
。

再者钠
一

钾泵功能的完整有赖于微环境的

稳定
,

脓毒症致使膜脂分子结构和构型改变
,

从而直接影响泵功能
` 5 ’ 。

细胞膜主要是 由磷脂
、

类固醇和糖脂组

成
,

而糖脂和蛋白相结合形成的糖蛋 白分布

于细胞表面
。

糖蛋白的寡多糖链在细胞识别

过程和配体受体识别过程 中起着重要作用
,

而寡多糖链末端的唾液酸作用则更为重要
。

唾液酸在细胞表面起着滋养细胞膜掩盖表面

抗原
、

增加膜表面电负性的作用
。

一旦唾液酸

的含量下降
,

就增加了红细胞的凝集
、

促进溶

血
、

降低其电负性
。

近来发现唾液酸含量与膜

的基本性质密切相关
,

癌症患者唾液酸含量

下降
“ ) 。

脓毒症休克肝脂质过氧化物含量升高
。

生物膜和亚细胞膜是脂质过氧化损害的主要

发生部位
,

而亚细胞中
,

又以微粒体居首
,

本

研究发现肝细胞脂质过氧化物含量升高的同

时微粒体膜脂区流动性 明显下降
。

这可能是

由于脂质过氧化后产生短链丙二 醛进 入水

相
,

然后和膜蛋白
、

膜脂上的 N H Z 交联形成

sc hi ft
, s 硷

,

从而降低膜流动性
。

同时脂质过

氧化降低 了膜磷脂的不饱和度
,

使得脂双层
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分子有序性增加
,

流动性下降
。

D o b r ef , 。 v 用

荧光法证明 4 1 5 A 反射点强度增加
,

而 4 60 A

弥散点反射强度增加
。

C on d e G P 证明给大

肠杆菌内毒素后磷脂酞胆硷和磷脂酞乙醇胺

含量大幅度下降
,

游离脂肪酸含量上升
` , ’ 。

不

饱和脂肪酸含量下降
,

膜流动性下降
。

关于内毒素休克时膜损伤的机理争论很

多
,

近来康格非
、

M o h a m e d S h a k i r K M 报告

注射内毒素几分钟之后 即可激 活血浆
、

肝
、

肠组织中的磷脂酶 A
: ,

从而控制了前列腺素

的生物合成
,

引起膜磷脂水解产生溶血性磷

脂和花生四烯酸
。

花生四烯酸再在环氧化酶
、

脂氧化酶催化下代谢生成前列腺素
、

白三烯
、

血栓素等血管活性物质
。

W
e
dn

e l 证明白三烯

4D 可导致肝短暂缺血
,

而白三烯半衰期只有

几分钟
,

失活后引起缺血再灌流产生
` . , ,

另一

些学者证明花生四烯酸的酶促代谢过程中产

生自由基
。

关于磷脂酶 A
:

和脂质过氧化的

关系
,

我们在落材卜培养细胞的研究中证明
:

内

毒素可直接激活 P L A
: ,

同时 又促 进脂质过

氧化
。

磷脂酶 A
:

可模拟内毒素引起膜损伤
,

磷脂酶 A
:

的抑制剂可保护细胞免受内毒素

损伤
。

简言之
:

脓毒症休克时膜电位下降
、

膜流

动物性降低
、

微粘度升高
、

分子排列有序性增

加
,

膜脂质过氧化物含量升高
。

以上细胞损伤

与内毒素激活 P L A
Z 、

触发各种脂介质和 自

由基损伤有关
,

其 中 P L A
:

可能是 膜损伤 的

总启动因子
` , “ , 。
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原发性肾上腺恶性淋巴瘤一例

张 勇 李为兵
.

梁智勇
`

(第三军医大学西南医院血液科 ) 6 3 0 0 3 8

彭 x x
,

男
,
4 8 岁

,

电工
。

住院号 1 7 1 6 8 3
。

因反复

寒战
、

高热 3 9 d
,

于 1 9 g Q年 1 2 月 6 日入院
。

查体
:
T

3 6
.

8℃
,
B P 1 4八 o k P a

.

浅表淋巴细胞不肿大
.

胸骨

无压痛
。

心肺 ( 一 )
。

肝肋下 k m
,

脾侧位 1
.

cs m
,

均质

中无压痛
。

bH l 2 9 g / L
,

WBC s
.

3 x l o
,

/ L
,
N o

.

7 7
,

L 0
.

2 3
,

P L T 1 5 4 x l o , / L
.

血沉 2 4m m / l h
.

肝肾功能

正常
。
B 超示

“

右肝后叶占位病变
:

肝脓肿? 肝癌?
”

C T 示
“

右肝后方之肿块很可能来自肾上腺
” 。

第 2 次

B 超示
“

右肾上腺 6
.

i e m x 6
.

s e m 不均质肿块
” 。

i
v p

示
“

右肾上盏基底部上方向下受压
,

结合 C T 考虑肾

上腺占位
” 。

y
一

扫描示
“

右肝前上
、

前下段稀疏区
,

考

虑占位不能除外
” 。

1 9 9 1年 l 月 17 日部腹探查
,

见

右肾上腺内侧一约 1趾m x cs m x cZ m 包块
,

切除包

块及右上肾送病理检查
:

肿块切面呈灰白色
,

部分区

域有坏死
.

镜检
:

大量瘤细胞呈片团状或弥漫分布
,

细胞呈圆形
、

椭圆形
,

较小
。

胞浆少
。

核圆形
、

卵圆形
、

深染
,

见核裂像
。

诊断为
“

右肾上腺非何杰金淋巴瘤

( N H )L (小淋巴细胞型 )
。

术后查骨髓象大致正常
。
1

月 2 8 日予以
“
C O P ”

方案化疗
,

患者迅速衰竭
,
2 月

1 0 日死亡
。

本病例特点
:

(1 )中年男性
, ( 2) 起病急

、

病程短 ,

( 3) 以寒战
、

高热为突出表现 , ( 4) 浅表淋巴结不大
,

但肝脾大
; ( 5) 血象

、

骨髓象正常或基本正常 ; ( 6 )有

消瘦
、

乏力
、

纳差
,

病程中有低血压
,

24 h 尿 1 7
一

O H

( 下转 1 2 1 页 )

本院泌尿科

本院病理科


