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内毒素对体外培养肝细胞脂质过氧化损伤的作用
.

王 涛 陈惠荪 汪江淮 刁有芳 田昆仑 蒋建新 (第三军 医大学 野战外科研究所 ) 63。。 4 2

.井 本研究通过体外实验
,

探讨了内毒素对肝细胞脂质过氧化损伤的作用以 及 s 0 D的深

护效应
。

用分离的大鼠肝细胞与内毒素 ( 5。。 n g /。 )[ 共同孵育
,

h6 肝细胞 M D A
、

L D H 和 s 0 D水

平均显著
.

L升 ( P < 。 .

05 ~ 。 .

01 、 ,

而且 L D H和 S O D升高早于 M D A ,
顶先将 P M N经 内毒 素处理

后
,

再与肝细胞共孵
,

激活的 P M N能显著损伤肝细胞
,

引起肝细胞 M D A 升高 和 L D H 释 放 增加

( P < 。 .

01 )
,

S O D活性下降 ( P < 。 .

0 5)
。

给予 S O D治疗能部分抑制P M N对肝细胞的损伤作用
.

上述结果提示
,

内毒素对 P M N引起肝细胞的损伤具有增强作用 , 内毒素亦可直接诱导肝细胞脂质

过氧化损伤
,

但其机制尚待进一步阐明
。

关. 润 休克 , 内毒素 , 肝 /细胞学 , 过氧化脂质拳
,

超氧化物歧化酶类

内毒素休克时肝细胞和亚细胞器损伤 以

及动物死亡率与氧 自由基介导的脂质过氧化

反应密切相关
。

己往的工作己经证实
,

内毒

素休克时血浆
,

肺
,

肝和肾的脂质过氧化物

( L P O ) 明显升高
,

尤以肝 L P O升高 最早
,

同时伴有黄嗦吟氧化 酶 ( X O D ) 升 高 和超

氧化物歧化酶 s( O D ) 下降
,

如 预 先使用黄

旅吟氧化酶抑制剂别嚓岭醇或 S O D等抗氧化

剂
,

则能明显改善动物活存率 (川 2 )
。

关于内

毒素休克时脏器组织脂质过氧化损伤的发生

机制尚未阐明
,

而内毒素在其中的作用更是

鲜见报道
。

有文献报告
,

体外将牛肺 内皮细胞
与内毒素共孵

,

当内毒素剂量达 到 10 0 9 /m l

时内皮 细 胞 出现脂质过氧化损伤
,

`

丙二醛

( M D A ) 升高 a()
。

但是内毒素休 克 时肝组

织脂质过氧化损伤是否与内毒素的直接 作用

有关尚不清楚
。

本文通过体外实验初步探讨

内毒素对肝细胞脂质过氧 化 损 伤 的 作用及

S O D的保护效 应
。

1 材 料 与方 法

l
。
1 试 剂

胶原 酶 ( S i g m a )
,

肤蛋 白酶 ( D I F C O )
,

SO D (苏医 )
,

R P M I 1 6夺。 ( G I B C O )
,

}二
. e o l i 内

毒素0 2 。 B。 ( D I F C O )
,

p 。 r 。 0 11 ( P h a r m
a c

i a )
,

酵母多搪 (s
e r v a )

,

四乙氧基丙 烷 ( iS g m a )
。
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1
.

2 细胞分离方 法

1
.

2
.

1 月干细饱分离培养方法 (`〕 :

W i s at r大鼠麻醉

后
,

在无菌条件下切开腹脸
,

取肝剪碎
,

用胶原酶

和胰蛋白酶 ( l : z混合液 L
I
J )

,

消化 Z o m i
n ,

过下虑
,

50 x g离心
,

培养液洗涤 2 次
。

细胞恳浮后接种至 2通

孔板
,

5 % C O Z ,

37 ℃培养 4 h弃去未贴壁细胞
,

台

盼蓝检查细饱存活率 ) 90 %
。

加各种处理因素继续

培养至相应实验时限
。

1
.

2
.

2 白细胞分离方法 ` . ) : 用 P c r c ol l间按密度梯

度法分离
。

N H ` C l
一

T r is 缓冲液溶解残佘红细胞
,

J音养液洗涤 2 认
,

悬浮至所需浓度
,

置 少5 % C O Z ,

3 7℃备用
。

1
.

3 月包内 S O D测 定方 法

培养细胞到时限 硕
,

H a n k ’ s液洗涤 2 次
,

离心

后沉淀加 。 .

05 m ol / L碳酸钠缓冲液
,

冻融法破坏细

胞
,

1 0 0 0 0 只 g
,

Z o m i n
, 、 ℃离心

,

留
一

I二清备用
。

用

化学发光法测定其活力
。

结果 以
u
/ m g p r 。表 示

。

1
。

4 实验方 法 与分组

1
.

4
.

1 内毒素处理组
:

在 2 x
10

“
肝 细 胞 中加入

500 n g / m l内毒素
,

置C O :
培养箱继续孵育 昌

、
4

、

6
、

s h
。

1
.

4
.

2 激活的 P M N 损伤组
: l x 10

.
肝细胞中分别

加入 2 x 1 .0 正常P M N和须先用 内毒 素孵 育 4 h 的

P M N
,

再加酵母多糖 o
.

z m g
,

孵育 1 2 o m i n
。

1
. ` .

3 S O D治疗组
:

预先 加 入 S O D ( 5 0卜g / m l )

l o m in 后
,

再加上述各种处理因素
。

至实验时限 后
,

按 T B A法测细胞 内 M D A
,

结

果 以 n m o l / m g p r o丧 示 ( . 、 , 比 色 法 测 培 养上清

L D H
, u

/ m l表示 , 培养肝细胞送电镜检查
.

l
。
5 统计

:
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实验数据作单因素方差分 听
.

以又士s表示
。

显高干对照组 ( P` 0
.

5 0一 。
.

1 0)
。

肝细 胞 内 s o D

2结 果 舌比在 4 h时较对照明显 升 高
,

h6 和h8 继 续 上升

(P 了 0
.

01 ) (表 l 〕。

随着孵育时间 延 长
,

内毒素
2

.

1 了术外内毒 素 孵育对正常肝 细胞的损 伤 咀不。 ; 士照组 L D H逐 i轿升 高
,

但显然内毒素组肝细胞

作 用 I
J

D H 的释放较对照升高更甚
,

其中孵育 4 h 后与相

5。。 n g / m l内毒素与正常肝细胞共孵
,

随时间延 应对 昭叶相比较有显著差异 ( P < 0
.

05 ~ 。 .

01 ) (表

民
.

肛细胞M D A 持外升离
。

孵育6 }1和 s h组 M D A明 2 )
。

表 1 休外内毒素孵育付肝细 胞M D A 和 S O D 的影响

对照组 孵育 Z h 孵育 4 h 孵育 6 h 孵育 s h

M D 气 0
.

2 3 6士 0
.

0 1 6 0
.

1 5 9士0
.

0 2 9 0
.

1 6 5士0
.

0 2 5 0
.

1 8 2士0
.

0 2 6 .

( 。 m o l / m g p r o ) ( 于卜 10 ) ( n ” 2 0 )
.

( n = 1 0 ) (找
二 s )

S O D 3
.

5 9 1士 0
.

了6 3 3
.

5 3 3 士0
.

5 1 3 5
.

2 3 3士1
.

0 5 5二 5
.

月2 5士 1
.

1 7 7二

(
u
/ m g P r o ) ( n = 9 ) ( n

= 9 ) (拄 二 9 ) ( n 二 1 0 )

0
。
1 9 5士 0

.

0 2 9二

(摊 = 1 0 )

6
,

6 7 0士 1
.

1 6 6匕二

( 炸 二 1 0 )

系 与对昭组相 比
. P < 。 .

0 5

,万邻近 值相比 △ P < 0
.

0 5

二 P < O
。
0 1

表 2 内毒素孵育时肝 细 胞晤养上清 L D H u( / m l) 的影响

6 h s h

对照组

内毒素组

l
。
改0 5士1

。
1 9 3

1
.

6 8 8士 0
.

3 2 8

1
.

5 2 2士 0
.

2 1 1

l
。
7 9 6士 0

.

3 2 6△

1
。
6 1 6士 0

。
2 1 2.

2
。
0 5 1士。 。

2 4 9么八.

1
.

7 8 2土 0
.

3 66二

2
。
1 7 2士 0

。
3 2 2△么二

与自身 2 11比较
. P ( 0

.

0 5 . 佗 P < 0
.

0 1

` 万百对坦双同时相比较 八 P < 0
.

0 5 “ P < 0
。
0 1

2
。

2 经 内
十

拳素预 处 理 P M N 时奸细 胞的损伤 细胞共孵后的 M D A显著升高《 p < 0
.

05 ~ 。 .

0 1)
,

胞

作用
’

内S O D活性低于未经内毒素处理组和明显低于对照

加内毒素顶处理的 P M N 与 肝细胞共 孵
,

其肝 组 ( p < 0
· 。5)

,

上清 L DH 也较两组高 (表 3 )
。

细胞 M D A水平较对照和未经内毒素处理 P M N与肝

表 3 激 活的 PM N 对肝细 胞的损伤

对照组
( P M N + 肝 e )

I 组
( P M N + 肝 e + O 一 I )

入I D A

( n m o l / m g p r o
)

S O D

( : , / m g P r o )

L D H

( u / m l )

0
。
2 1 9士 0

。
0 2 8

(砚 = 9 )

5
.

8 6 5土 1
。
8 5 0

(炸 二 8 )

1
.

3 8 3士 0
。
2 , 5

(炸
= 7 )

0
。
3 1 3士 0

。
0 4 5 , .

(雌 二 8 )

5
.

0 0 4士 1
.

2 6 0

(炸 二 8 )

1
.

9 3 d士 0
。
魂8 2二

I 组
(内毒素 + P M N + 肝 e + 0 一 I )

0
.

3 6 3土 0
.

0 4 0△二
(林 = 1 0 )

J
.

召7 3士 1
.

2 2 3 .

(作 = 8 )

2
.

1 2 7土 0
。
3 6 5二

(咋 = 8 ) (咋 = 1 0 )

.
与对照组相 比 . P < 。 .

05 ” P < 。
.

01 ;

2
。

3 外源性 S O D对体外行 细 胞损伤的保 护

效应

么 I组与 l 组相比 么 P < 0
。
0 5

2
.

3
.

1 S O D对内毒素引起肝细胞损伤的实 验 治疗

预先加入 S O D治疗的肝细胞与 内毒素孵育 s h



后
,

肝细胞 M D A含量和上清 L D H 活性与未治疗组

相比无显著差异
,

但胞内S O D活什明显升 高 `尸 <

0
。
0 5 ) (图 l )

。

` 习 对照组 . 目 内毒素组 . . . 治疗 组

图 1 S O D 对内毒 素 引起杆细胞损伤的实

验治 疗
.

与S O D治疗组相比 少P
·

〔 0
.

0 5 全! P < 0
.

0 2

2
.

3
.

2 S O D对激活的 P M N 弓!起肝细胞损伤的实验

治疗

治疗组肝细胞 M D A明显低 于 未 治疗组 〔尸 <

,

05 )
,

且与对照组无显著差异
,

胞内S O D活性较

对照组和未治疗组均有非常显著的升 高 ( P < 0
.

0 1)

(图 2 )
。

童
0 2

1;
5

C 二 对服组 . . 治疗组 目目 I 组

图 2
、

S O D对激 活的 P M N 引起肝细胞损伤

的实脸治疗
,

与S O D洽疗组相比 一 P < 。 .

05 丝 P ( 。 .

01

2
。
4 形态学改 变

经内毒素处理的肝细胞与正常细胞相比
,

胞膜

上微绒毛部分脱落
,

线粒体肿胀
,

晴断裂呈絮状改

变
。

3 讨 论

大量实验资料表明
,

内毒素休克时各重

要脏器组织均可发生不同程度的脂质过氧化

损伤
,

这种损伤与休克严重程度和动物存活

率密切相关
。

肝 脏在各脏器组织中 L P O升高

最早
、

幅度最大
,

脂质过氧化 损 伤 最 为严

重
。

木实验采用休外内毒素 与肝细胞共孵
,

观察细胞M D A
、

S O D和上清 L D H的 变化
,

结果发现孵育 6 h M D A 显著升高
,

并维持高

水平
,
S O D和上清 L D H的增高更早于 M D A

升高 ; 病理检查示胞膜部分损伤
,

线粒体明

显病变
。

上述结果表明内毒素能直接 引起肝

细胞及亚细胞器的严 重损伤
。

损伤发生机制

或途径可能与下述两方面有关
:

首先内毒素

引起的肝细胞损伤与氧 自由基介导的脂质过

氧化损伤途径有关
。

S O D是底物诱导酶
,

它

的升高间接反映 O了的生成 情 况 ( 7 )
。

木实验

中内毒素作用于肝细胞
,
先有 S O D 升高

,

提

示细胞内有大量 -iO 生成
; 以后 出 现M D A 升

高
,

说明肝细胞发生了氧 自由基介导的脂质

过氧化损伤
。

此外内毒素能直接作用于肝线

粒体
,

引起能量代谢障碍
,

线粒休膜通透性

增加 ( “ ) , 致使线粒体单价泄漏的氧 自由基增

多
,

线粒体 L P O升高
。

如用膜稳定剂稳定线

粒体膜则能明显抑制内毒素引起的线粒体 111

态呼吸和呼吸控制率的下降以及线粒体 L P O

的升高
,

从而保护线粒休正常结构和功能 (。 )
。

病理学检查也证实了内毒素引起的线粒体损

伤
。

这进一步提示内毒素诱导的脂质过氧化

可能与线粒体功能障碍有关
; 其次

,

内毒素

对肝细胞也有直接细胞毒作用
,

而且这种作

用 似乎并不依赖于氧自由基介导的脂质过氧

化损伤
。

实验结果显示
,

内毒 素与肝细胞共

孵
,

上清 L D H活性的升高显然早 于 M D A 的

升高
,

用 S O D预先治疗并不能明显抑 制 L D H

的升高
。

H ar lan ( .) 也观察到内 毒 素 能引起
` ’ C r

标记的内皮细胞损伤
, “ `

C r 释放增加
,

用 S O D或 C T A并不能抑制这种 变 化
。

除上

述作用外
,

内毒素亦可通 过 直 接 激 活白细

胞
,

释放氧 自由基等毒性介质损伤肝细胞
。

本实验将 P M N经内毒素预处理 后
,

再 与肝

细胞共孵
,

肝细胞 M D A 升 高
,

S OD
一

下降及

上清 L D H增高均较未用 内毒 素 处 理的 P M N

对肝细胞的作用 明显
,

提示内毒素对激 活的



P MN所导致的正常肝细胞损 伤 具 有增强和

放大效应
。

另外
,

实验中 S O D治疗组细胞内

S O D含量均较未治疗组明显升高
,

这是因为

S O D分子量较大
,

不 能通过正常细胞膜 自由

进出
,

只有 当细胞膜受损
,

通透性 明显增加

时
,

胞外高浓度的 S O D进入胞内
,

使细胞内

S O D活性明显增高
。

综上所述
,

内毒素休克时
,

肝细胞的损

伤可能与内毒素诱导的脂质过氧化反应和内

毒素对肝细胞的直接毒性作用均有关系
。

但

是脂质过氧化损伤在内毒素对肝细胞的细胞

毒作用中所占的地位和关系值得进一步研究

和探讨
。

2 1

保护作用
。
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