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创伤性休克时自由基对5 个重要器官及肝线粒体的损伤作用
’

陈惠孙 汪江淮 刁有芳 田 昆仑 王 涛 (第三军医大学野战外科研究所) 6 3。。 4 2

提 要 一侧股骨粉碎性骨折伴失血1 5 %体重之大白鼠
,

致伤后 h1
,

心
、

肺组织 M D A 明显升

高 ( 尸 < 。
.

0 5 )
,

肺组织 S O D 明显下降 (尸 < 。
.

0 5 )
,

肝线粒体悬液 M D A 和 sO D 呈同步显著升高 ( 尸

< 。
.

05 )
。

致伤后 h3
,

心
、

肝
、

肾
、

肺组织 M D A 升高更甚 ( 尸 < 。
.

0 1 )
,

心
、

肾
、

肠组织 SO D 亦升高 〔尸

< 0
.

05 一 0
.

0 1 )
,

肝线粒体悬液 M D A 更为升高 (尸 < 。
.

0 1 )
,

而 S O D 则出现下降俨 < 。
.

0 5 )
。

致伤后

h5
,
5 个测定器官组织 M D A 均升高显著 (尸 < 。

.

01 ~ 。
.

。。 1 )
.

而 OS D 均呈下降趋势 (尸 < 。
.

01 ~ .0

00 1 )
,

此时肝线粒体悬液 M D A 和 S O D 反相变化更甚 (尸 < 。
.

01 ~ 。
.

0 0 1 )
。

血浆 M D A 随致伤时间延

长而逐渐增高 (尸 < 。
.

05 ~ 0
.

。。 l )
,

溶血液 SO D 逐步下降俨 < 。
.

05 ~ 。
.

0 1 )
,

反映溶酶体破裂的血浆

p 葡萄糖醛酸酶和酸性磷酸酶亦随致伤时间而增高俨 < 。
.

0 5
, 。

.

0 0 1 )
。

上述结果证实大白鼠创伤性休

克时氧自由基对细胞和肝线粒体的损伤作用
。

关键词 大鼠
;
休克

,

创伤性
,
自由基 ,丙二醛 ,超氧化物歧化酶类

;
线粒体

自由基经脂质过氧化作用引起的细胞和亚

细胞膜结构和功能的破坏
,

可能是创伤和休克

早期阶段细胞受损的一条主要途径
,

同时也是

各类休克向不可逆发展以及发生多器官功能衰

竭的重要机制之一
“

·
, , 。

我们已经相继报告了氧自由基在肠系膜上

动脉夹闭休克和重度失血性休克中的作用
` 3

·
呜 , ,

本实验在大白鼠创伤性休克模型上
,

通过测定

血浆
,

溶血液
,

心
、

肝
、

肾
、

肺
、

肠 5个重要脏器组

织
,

肝线粒体悬液 中自由基脂 质过氧化的代

谢产物丙二醛 ( M a l o n d i a l d e h y d e ,

M D A ) 含量

和内源性超氧化物歧化酶 ( s u p e r o x id e D i s m u -

t a s e ,

SO D ) 活性的变化
,

以及血浆溶酶体酶的

变化
,

以期探讨氧 自由基在创伤性休克发生发

展中的作用地位及其对细胞和肝线粒体的损伤

效应
。

1 材料和方法

W i
s t a r

种大白鼠 3 2 只
,

性别不拘
,

体重 2 2 0士 2 0 9
,

随机分为对照组 ( n = 8 ) ;
休克 z

。

组 (刀 = 8 ) ,休克 3

·

组 ( n = 8) 和休克 4
。

组 (刀 一 8) 共 4 组
。

动物实验

前禁食 2h4
,

自由饮水
。
2%普鲁卡因局麻下行气管切开

插管
,

自主呼吸
.

右颈总动脉插管经金属三通管分别连

接贮血瓶和血压计
,

备放血和监测血压
.

以特制台钳造

成 鼠右侧股骨 中下 l 3/ 处粉碎性骨折
,

同时在 5 、

7m in 内按丢失 15 % 体重的血容量经右颈总动脉放

血
。

各组至实验时限后经右颈总动脉快速放血致死
,

留

血
.

取心
、

肝
、

肾
、

肺
、

肠组织待测定 M D A 和 S O D
,

同

时取肝组织匀浆
,

按差速离心法制成肝线粒体悬液待

测定 M D A 和 S O D
。

对照组动物除不造成右股骨骨折

和不放血外
,

其他操作同实验组
。

组织和血浆 M D A 含量的测定按 lF et ch
e r

法 “ ,

改

良
`“ ,

结果分别以 n m ol / g 湿重组织和 n m ol / m l 表示
。

线粒体悬液 M D A 含量的测定按 T B A 荧光法
` , , ,

结果

以 n m ol / m g 蛋白表示
。

血浆
、

溶血液
、

组织和线粒体悬

液中 so D 活性的测定按化学发光法
“ , ,

化学发光测定

系统为黄嗦吟氧化酶
一

次黄嚷吟
一

L u m i n ol
一

碳酸钠

缓冲液 ( 0
.

o s m o l / L
,
p H 1 0

.

2
,

E D T A 0
.

1 m m o l / L )系

统
,

黄喋吟氧化酶为西德 oB he ir n g er 产品
,

次黄嗓吟为

瑞士 F l
u k a

产品
,

L
u m i

n o l 为北京化工厂产品
,

结果以

u/ m g 蛋白表示
。

血浆乳酸
、

酸性磷酸酶和 卜葡萄糖醛

酸酶的测定分别按单一酶微量比色法和一般 比色法
.

所有实验原始数据依 tS ud en
t ’ s

检验进行统计学

处理
,

结果以均数士标准差 ( 万 勺 )表示
。

国家 自然科学基金资助项目
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2结果

造成大白鼠一侧股骨粉碎性骨折伴放血体重的

5 1 %后
,

血压立即降至 4
.

80 士 1
.

07 k aP
,

以后有所回

升
,

但至休克 s h 又复下降 (图 1 )
,
1 2 h 内动物死亡率为

83% ( 5 / 6 )
.

旧喇阴

致伤前

纂茹
放血 致伤 致伤 h] 致伤 Zh 致伤 3 h 致伤 h4 致伤 h5

30间 n

图 ] 大鼠创伤性休克时血压的变化

表 1 血乳酸
、

酸性磷酸酶
、

户葡萄糖醛酸酶变化

休克后 h1
,

血浆乳酸
、

酸性磷酸酶和 卜葡萄糖醛

酸酶即明显升高 ( 尸 < 。
.

0 5 )
,

并呈逐步升高趋势 (表

1 )
。

血浆 M D A 在休克 h1 即有升高 ( 尸 < 0
.

0 5 )
,

而溶

血液 S O D 至休克 h3 才有 明显 下降 ( 尸 < 。
.

0 5 )( 表

2 )
。

组织 M D A 和 S O D 的变化见表 3 ~ 4
。

休克后 hl

,

心
、

肺组织 M D A 较对照 已有明显升高 俨 < 。
.

。劝
.

而肺组织 S O D 明显下降 俨 < 0
.

0 5 )
。

休克后 h3
.

心

肝
、

肾
、

肺组织 M D A 升高更甚 俨 < 0
.

01 )
,

组织 S O D

除肺外
,

心
、

肾
、

肠亦 明显增高 沪 < 0 05 一 。 01 ) 沐克

后 h5
,

5 个测定器官组织
、 扭 、 均显著增高 岁 咬 (J 川

一 0
.

0 0 1 )
,

而组织 S O D 均 明显下降 沪 < 0
.

0 5一

0
.

0 0 1 )
。

表 5 示 线粒体悬 液 M D A 和 SO D 的改变
。

休克

hl
,

尽管肝组织中 M D A 和 S O D 没有明显改变 沪 > 。
.

05 )
,

但肝线粒体悬液中 M D A 已有 显著升高沪 \ 。
.

05 )
,

线粒体悬液 SO D 呈代偿性升高 沪 < 。
.

05 ) 图 2

对照组 休克 hl 组 休克 h3 组 休克 5 ! , 组

认 = 8 ) 伪 二 8 ) 勿 一 8 ) 切 = 8 )

乳 酸 ( m m o l / L ) 2
.

5 28 士 0
.

4 2 5 3
.

94 9士 0
.

8 2 1
’

5
.

8 8 4 士 2
.

6 3组
· ’ △ 7

.

5 3 7士 2
.

9 25
’

二 △

酸性磷酸酶 ( u
/ m l ) 1 9

.

1 0 0士 3
.

8 7 2 4
.

9 30 士 4
.

5 4 ’ 3 ( )
.

() 2 () 士 6
.

1 2二 3 8
.

5 3 0 士 5
.

9 1
’ ` .

卜葡萄糖醛酸酶 ( u / m l ) 5 7 7
.

0 0 0士 1 5 6 13` 6
.

0 00 士 3 0 2 今 1 5 95
.

( ) o () 士 4 一2
· , · △ 2 0 5 4

.

0 0 0士 4 0 3 ”
·

’

系对照组相比
,

,P < 0
.

05
, ` ’

尸 < 0
.

01
, ’ .

,P <。
.

00 1 ;△
系与邻近 值相比

,

尸 < 0
.

05

表 2 血丙二醛 ( M D A )和超氧化物歧化酶 〔so D )变化

对 照组 休克 h1 组 休克 h3 组 休克 h5 组

切 = 8 ) 切 = 8 ) 切 = 8 ) 切 = 8 )

血浆 M D A ( n m o l / m l ) 1
.

7 1士 0
.

3 8 2
.

6 7士 0
.

9 2 今

2
.

9 1士 0
.

4 8 ” 3 49士 ( 2
.

8 7
`

”

血浆 S O D ( u / m l ) 1 3 2
.

53士 8
.

8 3 14 0
.

9 6士 9
.

6 1 14 3
.

0 7士 9
.

3 + 1 1心3
.

1 7士 8
.

6 5

溶血液 OS D ( u
/ m l ) 6 5 9 5

.

00士 7 0 9 ` 6 6 9
.

0 0士 9 25 52 5 3
.

0 0 士 一05 4
` △ 4 0 9 4

.

0 0 士 1 12 6
` ’ ` △

’

系与对照组相比
, ’

尸 <
.

05
,

” 尸 < 。
.

01
,

” ,P <。
.

0 01
,△
系与邻近值相比

,

宁 < 。
.

05

L



2 48

表 3各器官组织MD An (o m l /g湿重组织) 的变化
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对照组 休克 h 1组 休克 3卜组 休克 s h组

幼8 =) 切8 =) 切 ~) 8 切8 =)

0
.

8 4 3士0
.

18 9 1
.

16 9士0
.

2 12
件

1
.

2 2 7士0
.

5 36
.份 1

.

6 98 士0
.

2 7 1
’ 份 .

△△

7
.

6 5 7土0
.

6 8 98
.

2 0 9土 1
.

2 7 1 10
.

95 7士2
.

80 6
.份

2 1
.

2 6 4 士2
.

8 1 1
.份 .

1
.

2 0 3士0
.

2 9 7l
,

3 7 8士 0
.

3 0 8 2
.

15 6士 0
.

4 4 4
. ’ △

2
.

5 12士 0
.

5 6 2
.

”

1
.

4 7 9士 0
.

3 4 8 2
.

0 3 0士 0
.

3 0 1 城 2
.

3 4 7士 0
.

4 74
` .

2
.

6 0 9士 0
.

35 7

…

心肝肺肾

肠 0
.

7 9 3士 0
.

1 8 1 0
.

8 3 9士 0
.

2 3 4 1
.

0 6 2士 0
.

2 7 5 1
.

17 3士 0
.

2 8 9二

.

系与对照组相比
, `

尸 < 0
.

05
, . ’

尸 < 。
.

01
, . ’

尸 < 。
.

0 01
,△
系与邻近 值相比

。

宁 < 。
.

05
, △

勿 < 0
.

01

表 4 各器官组织 SO D (
u
/ m g 蛋白 ) 的变化

对照组 休克 月、 组 休克 3卜组 休克 4 h 组

切 = 8 ) 切 = 8 ) 切 一 8 ) 衍 一 8 )

9 8
.

1 5士 8
.

1 9 9 1
.

7 0士 1 0
.

2 7 1 2 4
.

06士 1 4
.

5 7
份 . △△ 6 5

.

5 5士 7
.

8 5
’ 冬 △△△

1 2 0
.

18 士 10
.

8 5 1 1 6
.

2 6士 8
.

38 1 2 4
.

60士 8
.

0 3 8 0
.

8 9士 6
.

8 9
’ . ’

△△ △

1 1 4
.

2 5士 9
.

0 6 1 1 3
.

1 5士 1 2
.

13 1 2 9
.

0 1士 9
.

1 4
. △ 86

.

2 9士 7
.

1 5
. 奋 △△△

1 03
.

6 9士 1 0
.

8 7 8 3
.

1 4士 1 1
,

3 5
件

84
.

3 1士 7
.

3 6
’ “

6 0
.

7 4士 7
.

7 1
. 冬 .

△

心肝肺肾

肠 5 8
.

1 1士 6
.

8 1 7 1
.

4 9士 6
.

4 1
.

74
.

8 2士 6
.

3 2
’

5 0
.

7 9士 5
.

54
’

△△

.

系与对照 组相比
, ’

尸 < 0
.

05
, ` ’

尸 < 。
.

01
, ` . `

尸 < 。
.

0 01
; △
系与邻近 值相比

,

勿 < 0
.

05
, △

勿 < 。
.

01
,

尸代

0
.

0 0 1

表 5 线粒体悬液 M D A 和 so D 的变化

对照组 休克 h1 组 休克 h3 组 休克 s h 组

幼 = 8 ) 认 一 8 ) 切 一 8 ) 切 一 8 )

M D A ( n m o l / m g 蛋白 )

OS D ( u /nr g 蛋白 )

7 2
.

74士 5
.

5 5 8 8
.

6 5士 9
.

2 1
` 10 1

.

4 7士 1 2
.

76
’ . △ 1 14

.

74士 1 1
.

4 8
’

二

8 6
.

35士 7
.

7 2 9 8
.

5 8士 1 0
.

13
. 74

.

2 9士 6
.

0 3
’ △△ 5 7

.

0 9士 5
.

65
,

二 △

“

来对照 组 相比
, .

尸 < 0
.

05
, ` ’

尸 < 。
.

01
,

”
`

尸 < 0
.

0 01
; △ 系与邻近 值相比

,

护 < 0
.

05
, △

勿 < 0
.

01

ǎ自黔
ē口三02

刚120阳劝

落 1 1

明
四 J

10

团邵

_ 日 O

警
: 。 )

星
。。

目甘é,
“

i己c三ù代自岁

了
“

…
一

效 伤 111

。 一 一七 了又术之落本忿液 M D A

`
一

。
线牡体息液 s() ”

致 伙 社: 致伤 s h

. ~

一
. 分{L织 M D A

合—
山 于日翅

, 只f ” 、

图 2 肝组织和肝线粒体悬液 M D A 和 S O D 变化

3 讨论

本实验采用造成大白鼠一侧股骨粉碎性骨

折加失血 15 % 体重血容量的方法
,

能够较好地

控制创伤的严重程度
。

从致伤后动物血压和血

浆乳酸的变化
,

以及致伤 1 h2 内动物死亡率结

果分析
,

亦是一较成功的创伤性休克模型
。

从心
、

肝
、

肾
、

肺
、

肠 5 个测定器 官来看
,

休

克后 l h
,

心
、

肺组织 M D A 首先显著升高
。

休克
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后 3 h
,

除心
、

肺组织外
,

肝
、

肾组织 M D A 亦明

显升高
。

至休克 h5
,

5 个测定器官组织无一例

外发生了脂质过氧化损伤
。

M D A 是氧 自由基

与细胞
、

亚细胞膜磷脂中多不饱和脂肪酸经脂

质过氧化反应形成的一类代谢产物
,

测定其含

量
,

不仅可以反映创伤与休克时自由基的生成

与否
,

同时也可以反映细胞和亚细胞膜脂质过

氧化损伤的严重程度
` , , 。

本实验结果表明
,

创伤

性休克时 5 个测定生命器官组织均有氧 自由基

生成以及脂质过氧化损伤的发生
,

其中以心
、

肺

器官受损最早
。

组织内源性 S O D 是机体清除氧 自由基的

首要防线
,

其活力的高低反映了机体清除能力

的强弱
` , , 。

本实验中
,

休克 3h 除肠组织 SO D 的

代偿性升高防止了肠组织 M D A 的升高外
,

心
、

肾组织 SO D 的代偿性升高并不足 以免除该两

器官组织发生脂质过氧化损伤
。

休克 h5
,

5个

测定生命器官组织 S O D 均已显著低 于对照组
,

提示休克晚期 内源性 S O D 活性广泛而严重的

抑制和受损
,

此时各器官组织发生严重的脂质

过氧化损伤
。

F er ar ir 等
` , ,

指出心肌缺血再灌流

损伤时总的 S O D 和线粒体 S O D 活性均呈明显

抑制
,

而本实验创伤性休 克时除肺组织 SO D

外
,

其他器官组织 SO D 活性均先呈代偿性 升

高
,

尔后再明显抑制趋势
,

失血性休克时亦呈此

表现
(` 〕 。

本实验 中我 们 尚观察 了肝 线 粒体悬液

MD A 和 SO D 的改变情况
,

有意 义的是休克后

hl
,

尽管肝组织 M D A 含量和 S O D 活性没有

显著变化
,

但是
,

肝线粒体悬液 M D A 已明显高

于对照组
,

这一结果表 明肝线粒体的氧 自由基

生成和脂质过氧化损伤的发生较早
。

此外
,

血浆

酸性磷酸酶和 件葡萄糖醛酸酶在休克后的持续

升高
,

从另一方面证实存在着和脂质过氧化反

应有关的溶酶体膜的严重损伤和破坏
。

本实验在大白 鼠创伤性休克模型上证实
,

氧 自由基经脂质过氧化反应可引起多个生命器

官组织细胞和肝线粒体的损伤
,

同时各器官内

源性 S O D 活性在休克晚期均有程度不同的明

显抑制
。

尽管创伤性休克时的细胞损伤有多种

途径
,

但氧 自由基介导的脂质过氧化无疑是早

期细胞损伤的主要途径
; 而多个生命器官组织

的脂质过氧化损伤则可能是创伤性休克向不可

逆发展以及多器官功能衰竭发生的重要机制之
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科研简报…

人工合成丁型肝炎病毒 ( H D V )抗原片段初报

第三军医大学西南医院传染朴 ( 6 3。。 3 8)

中国科学院土海生化所合成组 ( 2 0 。。 3 2)

丁型肝炎病毒抗原 ( H D A g )是迄今证实的由该病

毒编码的唯一单链蛋白
。

现 已证实 H D A g 有与 H Dv

核 酸结合的活性
,

为 H D V 复制 所必需
。

深入进行

H D A g 生物活性的研究有助于 阐明 H D v 感染者的病

情发展和预后
.

由于天然 H D A g 材料来源困难
,

提取纯

化过程复杂
、

产率低
、

产物稳定性差
,

很难获得纯度高
、

稳定性好
、

足量的 H D A g
。

为此
,

我们参考现有文献资

料自行选择
、

设计并合成了含天然 H D A g 上 的部分片

段的 29
,

已初步证实它具有天然 H D A g 的部分活

性
,

能专一地为天然抗 H D 抗体所识别
。

E IL S A 试验表

明包被合成抗原与已知抗 H D 抗体阳性血清呈阳性反

应
,

并对天然 H D A g 与抗 H D 抗体反应有竟争作用
。

试

验还表明该合成抗原与鼠血清
、

免血清
、

单纯丙肝抗体

阳性血清
、

单纯甲肝抗体阳性血清无免疫交叉反应
。

用

合成抗原建立 E LI S A 法
,

检测 3 00 例献血员标本
,

其

中仅有 1 例丁肝抗体阳性
,

经证实该份标本同时 A L T

活性增高
。

检测的 177 例住院各型肝炎患者血标本中
,

有 12 例为抗 H D 抗体阳性 (6
.

78 % )
。

H D V 合成抗原的获得及应用替代了天然丁肝病

毒抗原
,

为 H D A g 生物学活性的深入研究
,

H D v 感染

的流行病学研究及丁型肝炎发病机理的研究创造了基

础和条件
。

(郑 红稿 )


