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急性胆道感染时肝腺泡酸性磷酸酶与细胞色素氧化酶

活性的变化
’

龚建平 韩本立 罗 丁 彭志明 王 卫 (第三军医大学西南医院肝胆外科中心 ) 6 30 0 38

提 要 本文从肝腺泡角度出发
,

应用酶组化染色方法
,

结合图像分析技术
,

客观定量测定急

性胆道感染时肝腺泡不同区带肝细胞 A C P
、

C O 活性变化
。

发现
:

胆道感染时
,

A C P 有一个先激活

后抑制过程
,

其中以第 1 带肝细胞变化最显著 ; 而 C O 在感染早期其活性 已发生抑制
,

随病变发展

进行性加重
,

主要以第 3 带肝细胞变化明显
。

表明肝腺泡不同区带肝细胞在胆道感染时对致病因

素的反应不尽相同
。
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我们以往的研究表明
,

肝脏是严重胆道感

染时受损最严重的器官
“

·

” 。

近年来
,

随着对肝

脏结构和功能认识的加深
,

经典肝小叶的概念

受到挑战
,

肝腺泡的理论越来越为人们重视
,

这对解释肝脏的许多病理生理现象更具有实

际意义
。

本实验通过复制大鼠急性胆道感染动

物模型
,

应用图像分析技术
,

对大鼠肝腺泡不

同区带酸性磷酸酶 ( A C P )
、

细胞色素氧化酶

( CO )进行组化定量测定
,

为进 一步探讨肝腺

泡各区带肝细胞功能及胆道感染时肝细胞损

害机制提供实验依据
。

材料及方法

1
.

1 动物及动物模型的制作

选用健康 w is t a :

大鼠 9 0 只
,

体重 1 8 0 ~ 2 2 0 9
,

雌

雄不限
,

随机分为 3 组 (每组每时相各 10 只 )
:

( 1) 急

性胆道感染组 ( A O C ) : 1 %戊巴 比妥盐 ( 25 m g / k g )腹

腔注射麻醉后
,

无菌条件下进入腹腔
,

双重结扎胆总

管
,

同时注人大肠杆菌 O 川 B
;

0
.

2 m l 于胆总管 内 (菌

液浓度 s下 1 0
, 。 fu

/ m l ) ; ( 2 )胆总管结扎组 ( B D L )
:

仅

结扎胆总管
,

不注入 细菌
; ( 3) 假手术组 ( 5 0 )

:

既不注

入细菌
,

也不结扎胆总管
。

3 组动物其它条件保持相

同
.

各组分别于术后 2
、

6 和 12 h 活杀
.

1
.

2 取材及样品的制备

动物活杀时
,

取右前叶肝组织 27 m m
, ,

采用低温

恒冷冰冻切片 (厚度 0
.

4产m )
,

按下列方法进行酶组化

染色
,

所有切片孵育条件严格控制一致
,

对照切片酶

反应均阴性
。

l
·

2
.

1 A C p
:

采用 V
a l e k

` ”
介绍的染色方法

。

1
.

2
.

2 C O
:

采用古德全
“ ’

介绍的染色方法
.

1
.

3 浏定方法

本测定方法采用重庆大学光机系 M A S
一

1 自动定

量图像分析仪测试
。

该仪器可分辨出 2 56 个灰度级
,

根据样本对光吸收后透光度不同
,

产生不同灰度来计

算单位面积内酶反 应的相对含量
.

主要过程
:

显像~

摄像机~ 灰值图~ 二值图~ 定框~ 面积分数测试
.

按

照 C
u

m cu io 的方法
,

以 门静脉终末支为轴心
,

各附近

中央静脉为边界
,

确定肝腺泡
,

并根据血液供应不同

将肝腺泡分为 I
、

I
、

I 三个区带
` )S 。

先测定各组动物

肝脏切片总的 A C P
、

C O 相对含量
,

进一步测定 A O C

组动物肝腺泡 3 个区带内肝细胞 A C P 和 C O 相对含

量
。

1
.

4 统计学处理

所得数据采用方差分析
,

以 尸 簇 。
.

05 为相差显

著
。

2 结果

2
.

2

各 组动物肝组织总的 A C P 和 C O 含 童

变化 (见表 1
、

2 )

A O C 组肝睬泡不 同区带肝细 胞 A C P 和

C O 含量变化 (见表 3
、

4 )
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表 1各组动物肝细胞总的 A C P含 t 变化 任 士 为 )

组 别 术 后 ( h )

n = 10 ) 26 12

A O C0
.

6 27士 0
.

0 5 8
.

0
.

4 4 3士 0
.

0 39 0
.

20 9士 0
.

0 6 2
.

B D L0
.

4 5 3士 0
.

0 7 20
.

4 8 3士 0
.

0 37 0
.

4 4 9士 0
.

0 7 4

5 0 0
.

4 39士 0
.

0 67 0
.

4 7 2士 0
.

0 60 2
.

4 5 7士 0
.

0 5 8

与其它两组比较 P< 0
.

05

表 2各组动物肝组织总的 CO 含l 变化 任 士 : *

)

组 别 术 后 ( h )

( 月 = 0 1) 6 2 2 1

0
.

35 3士 0
.

0 2 2
.

0
.

5 7 2士 0
.

0 3 1

0
.

5 5 2士 0
.

0 4 2

0
.

3 6 2士 0
.

0 6 1
’

0
.

5 9 1士 0
.

0 23

0
.

5 2 1士 0
.

0 20

0
.

97 1士 0
.

0 27
’

0
.

5 0 9 士 0
.

0 39

0
.

5 3 1士 0
.

0 34

与其它 两组 比较 P< 0
.

05

表 3 A o c 组肝腺泡不同区裙A c P含 l 变化 。 士 : *

)

区 带 术 后 ( h )

( ” = 10 ) 26 2 1

1带 0
.

7 3 2士 0
.

0 5 1△ 0
.

4 7 3士 0
.

0 4 7 0
.

20 3士 0
.

0 35 △ `

2带 0
.

4 8 2士 0
.

0 3 20
.

4 0 4士 0
.

0 4 5 0
.

3 12士 0
.

0 2 1
.

3带 0
.

4 7 3士 0
.

0 37 0
.

4 6 2士 0
.

0 38 0
.

3 6 2士 0
.

0 27
.

与 Zh 比较 P( o
·

0 5 ;

△ 与其它两带比较 尸 < 。
.

05

表 4 A O C组肝腺泡不同区带 CO 含 l 变化 临士
s,

)

区 带 术 后 ( h)

( n 一 1 0 ) 2 6 1 2

1 带 0
.

3 9 7士 0
.

0 3 2 0
.

3 4 6士 0
.

0 2 4 0
.

2 4 8士 0
.

0 2 1 `

2 带 0
.

3 7 1士 0
.

0 2 4 0
.

3 2 8士 0
.

0 2 1 0
.

2 0 4士 0
.

0 1 9
`

3 带 0
.

2 4 5士 0
.

0 1 7△ 0
.

1 6 2士 0
.

0 3 1△
`

0
.

1 3 2士 0
.

0 6 1△
.

与 Z h 比较 P < 0
.

0 5 ,

。
与其它两带 比较 尸 < 0

.

05

3 讨论

严重胆道感染所致脓毒血症是 引起全身

多个重要器官
,

特别是肝脏损害的重要原因
。

虽然众多学者对胆道感染引起肝脏损害进行

了大量研究
,

但其细胞损伤的机制尚不完全清

楚
。

近年来
,

随着肝脏结构和功能认识的深入
,

肝腺泡— 作为肝脏微循环功能单位的概念

已深受人们重视
。

本文从肝腺泡角度 出发
,

利

用酶组化染色方法
,

应用图像分析技术
,

测定

肝腺 泡各区带肝细胞内两个具有代表意义的

酶 A C P
、

C O 含量变化
,

对阐明肝腺泡不同肝

细胞群的功能及胆道感染时肝细胞的病理变

化有一定意义
。

3
.

1 肝脏 A C P
、

C O 活性变化及意义

肝脏为体内 最大 消化器官
,

是机体的代

谢中枢
。

溶酶体是 细胞内消化的主要细胞器
,

A C P 是溶酶体的标记酶
,

其活性变化在一定

程度上 反映了细胞 消化机 能的强弱
;
而 C O

作为 线粒体特有 的标记酶
,

在细胞的有氧呼

吸中起重要作用
,

可以反映细胞氧化代谢的程

度
。

因而这两种酶的组化定量研究有助于了解

肝细胞的功能变化
。

以往测定细胞酶活性
,

多用主观判断的定
J

胜或半定量法
,

准确性差
。

本实验用 目前先进

的图像分析技术
,

对胆道感染时肝组织 A C P
、

C O 进行了客观定量测定
。

结果发现
,

A O C 组

术后 2 h A C P 有一个短暂升高
,

随后其活性

受到明显抑制
,

提示胆道感染早期因细菌及毒

素的刺激
,

提高了肝细胞的消化能力
。

但此能

力是有限的
,

随着病程进展
,

细菌大量繁殖
,

肝

细胞内溶酶体合成受损害
,

A C P 活性被抑制
,

最终可能导致溶酶体破裂并产生一系列病理

损害
。

而 C O 含量从术后逐渐下降
,

表明肝细

胞线粒体生物氧化过程的进行性 损害
。

B D L

组 A C P
、

C O 活性无显著变化
,

可能与胆道 梗

阻时间尚短
,

其肝细胞损害尚未完全表现出来

有关
; 这也间接说明胆道感染因伴有脓 毒血

症
,

肝脏损害比单纯胆道梗阻更为严重
。

3
.

2 肝腺泡各区带肝细胞功能及 其损害

由于不同部位肝细胞其局部 的血流动力

学和氧及营养供给不同
,

各带肝细胞在细胞结

构
、

代谢等方面有 明显差异
,

在不同病理条件

下对致病因素的反应也不同
` 5 ’ 。

本实验发现
,

胆道感染后 A C P 的变化以第 1 带肝细胞最显

著
,

有一个先激 活后抑制过程
,

这可能与该带

肝细胞与细菌及毒素的密切接触有关
,

因为肝

腺泡第 1 带肝细胞群
,

其肝窦内血流氧分压最

高
,

血供最丰富
,

对缺血耐受性最强
,

但易遭受

毒性物质的损害
。

而 C O 的变化则以第 3 带肝
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细胞最明显
,

在胆道感染早期其活性就受到明

显抑制
,

表明其线粒体氧化代谢功能 已遭受严

重损害
。

早期第 3 带肝细胞 C O 活性抑制显然

不能用细菌及毒素的直接作用来解释
,

可能原

因是肝脏微循环障碍所致
。

rF y 和 A s

.en
r “ ” ,

认为
,

感染引起的器官衰竭首先是由于器官有

效血流量减少
,

而并非毒素对细胞的直接毒性

作用
。

M ac hi e d o .̀ ’

的实验表明
:

全身感染后 2

h
,

肝血流量即可明显减少
,

而此时肝细胞 尚

没有明显的损伤
,

直至感 染发 生 6 h
,

肝细胞

才有受损表现
。

我们的研究也表明
` , , ,

胆道感

染 Z h
,

肝血流量已明显下降
。

我们认为第 3 带

肝细胞 C O 活性早期受抑制的原因
,

是因肝细

胞群血供特点所决定
。

该细胞群距门管终末支

轴线最远
,

血供最差
,

对缺血缺氧的耐受性也

最弱
。

因此
,

随肝血流量减少
,

C O 活性降低
,

线粒体功能遭受损害
。

本实验结果提示
,

肝腺

泡不同区带肝细胞在胆道感染时的病理损害

变化不尽相同
,

缺血对胆道感染引起的肝细胞

损害可能具有某种起动作用
,

这方面的研究值

得深入进行
。
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