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硫化氢中毒对大鼠肺亚细胞结构标记酶的影响

余争平 欧阳子倩 杨文杰 赵 清 朱俊信( 第三军医大学卫生防疫系 毒理学教研室) 6 3。。 8 3

提 要 大鼠吸入H
ZS o Zo p pm sh 中毒

,

测定了中毒后 3
,

1 2
,

2弓
,

4 5
.

7 2和。 6 h血清及肺线

粒体
一

溶酶体
、

细胞核
、

细胞浆及微粒体中 L D H
、

A C P
、

C P K及 N a 寸 一

K
十 一

A T P酶活性的变化
。

结

果表明
,

H , S吸入中毒后亚细胞水平的肺损伤具有发生快
、

维持时间长等特点
,

中毒后 3 h即有溶

酶体线粒体破裂
、

细胞能量代谢抑制
、

细胞破裂及标记酶入血
,

12 h 亚 细 胞损伤达高峰
,

随后渐

恢复
,

7 h2 恢复至正常水平
,

血清酶活性变化与亚细胞水平的变化高度相关
,

提示血清酶的变化源

于肺损伤
,

因此
,

测定血清酶的变化能较好地反映亚细胞水平的肺损伤
。

关抽词 硫化氢 /毒性 , 肺 /损伤 , 肺 /病理学

硫化氢 ( H
Z

)S 为一剧毒有害气体
,

吸入中毒能引起急性肺损伤早已为人所知 l()
。

既往

对 H
:

S所致肺损伤的研究
,

多是在整体器官水平观察其细胞毒作用所致的形态学损伤及生化

改变 (2)
,

缺乏在亚细胞水平 上进一步探讨 H
Z
S所致肺损伤特征 的研究

。

本研究目的在于观察

H
:

S中毒对肺亚细胞结构标记酶的影响和探讨亚细胞标记酶变化与血清酶变化的关系
,

在亚

细胞水平进一步阐述 H
:

S所致肺损伤的特点
。

1 材 料 与 方 法

1
.

1 动物及药品

W i st ar 大鼠
,

体重 2 10 士 2 89
,

雌雄兼用
,

实验前 l d 禁食不禁水
。

N a : S 和 H CI 均为市售分析纯级产

口口 O

1
.

2 中毒模型复制

H : S气体经 N a : S与 H C I连续反应发生
,

经配气系统送入 M T 3
一

84 型呼吸道动式中毒装置 《3 ’ ,

用文献报

告的方法 (’ ’
动态监测中毒柜中H Z S浓度并使之维持在 2 02 士 1 3 p p m

,

中毒组大鼠40 只置于该浓度的 H Z S气休

中暴露 3 h中毒
,

于中毒后 3
,

12
.

24
,

48
,

72 及 96 五不同时间点经腹主动脉放血各活杀 8只
,

采血并取出肺

脏供实验用 , 对照组大鼠 8只置于不含 H : S的气体的空气中暴露 3 h后按中毒组所用的方法活杀及取样
。

1
.

3 亚 细 胞结构的制 备及其标记酶测 定

按 F r os ol o n 。等人的方法 (̀ ’
加以改进制备肺亚细胞结构成份

。

用 4 ℃ 的。 。

01 m ol T r is
一

H CI 缓冲液 (含

o
.

2 5 m o l蔗搪
,

p H 7
.

4 ) 制备 2 0 % ( w /
v ) 肺匀浆

,

取匀浆 s m l
,

在 H IT A C H I s o P
一

7 型低温超速离心机离

心 1 o o o g x 10 m i n .

倾出上清液
,

沉淀部份加入与上清液等量的缓冲液
,

再次离心 1 。。。 g x 10 m i n ,

倾出上

清液
,

沉淀部份即为核碎片
,

合并 2 次上清液离心 10 。。。 g x 0] m in
,

沉淀部份为线粒体
、

溶酶体成份
,

上

清液继续离 心 20 万 9 x 30 m i n ,

沉淀部份为微粒体
,

上清液为可溶性细胞浆部份
,

上 述 离心均在 一 4 ℃条

件下完成
。

亚细胞结构悬于 3 m l 0
.

01 二 01 T r i s 一 H CI 缓冲液中备用
。

用 终点反应法在 Bec k m a n D U 一 C

型生化分析仪上测血清及上述亚细胞结构中乳脱氢酶 ( L D H )
、

酸性磷酸 酶 ( A C P )
、

磷 酸 肌 酸激 酶

( C P K ) 的活性
,

用董伟的方法 .( ,

测 N a ` 一

K
十 一

A T P酶的活性
,

用 L o w r y法测蛋白质含量
。

1
.

4 数理分析

全部实验数据在 I B M P C型计算机上作单因素方差分析
,

用 N e w m a n 一

K e ul s法以显著水平 a = 。 .

05 及

。 . 。 ] 比较均数间差别的显著性
,

对部份指标作相关分析及相关系数显著性检验
。

2 结 果

z一 L D H 的变化

大鼠吸入 H Z S中毒后 3 h
,

血清 L D H即显著增高
,

1h2 增高达峰值
,

随后渐下降
,

至 96 h恢复对照水平 .
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胞浆 L D H于中毒后 3 11显著下降
,

12 h降至最低值
,

随后渐回升
,

至 9 6 h恢复对照水平 , 线粒体
一

溶酶体
、

胞

核及微粒体 L D H无显著变化
。

图 1
。

2
.

2 A C P 的变化

大鼠吸入 H : S中毒后 3 h
,

血清及细胞浆 A C P没显著增高
,

1 2 h增高达峰值
,

9 6 h 恢复至对照值 , 线粒

体
一

溶酶体 A L P于中毒后 3 h显著降低
,

1h2 达最低水平
,

9 h6 恢复至对照值 , 胞核及微粒体 A C P在中毒后无

显著变化
。

图 1
。

2
.

3 C P K 的 变化

大鼠吸入 H Z S中毒后 3 h
,

血清 C P K显著增高
,

72 h恢复对照水平 , 细胞浆及线粒体
一

溶酶体 C P K在中

毒后呈先下降后增高的双相变化过程
,

中毒后 3 h开始显著降低
,

至72 五恢复对照水平
,

96 h 显著高于对照

值 , 细胞核及微粒体 C P K无显著变化
。

图 2
。
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图 1 硫化氮讨血清和肺细 胞器 L D H 和

A C P的影响

F 19
.

1 E f f e e t o f H Z S o n
L D H

a n d

A C P i n s e r u m a n d P u l m o n a r y
s u b e e

l l
u l a r o r g a n e

l l e s (作 = 8 ,

大 士 s
)

* P < 0
.

0 5 , . * P < 0
.

0 1 e o m p a r e d w i t h
e o n t r o l

.

( O ) S e r u m
,

( . ) C y t o P l a s m

(口 ) M i t o e h o n d r i o n 一

l y s o s o m e ,

(△ )

M i e r o s o m e ,

( . ) N u e l e o s .

图 2 硫化氮衬血清和细胞器 N +a
一

K
今 -

A T P a s e和 C P K 的影 响

符号注释 同图 1

F 19
.

2 E f fe e t o f H : 5 o n N a + 一
K

+ -

A T P a s e a n d C P K i n s e r u m a n d

p u l m o n a r y s u b c e
l l

u
l a r o r g a n e l l

-

;ey 票淤、柔就
, i’n F i` ,

2
。

4 N a + 一
K

十 一

A T P酶的变化

大鼠吸入 H Z S中毒后 1 2 h
,

血清 N a 十 一

K
’ 一

A T P 酶活性显著增高
,

48 h 恢复对照水平 , 细胞浆 N a 令 一+K
-

A T P酶中毒后 3 h显著增高
,

12 h达峰值
,

7 2 h恢复对照水平 , 线粒体
一

溶酶体 N a 今 一

K
令 一

A T P酶呈先降低后增

高的双相变化
,

3 h显著下降
,

12 h降至最低水平
,

72 h恢复至对照水平
,

96 h显著增高 , 细胞核 N a ` 一
K

` 一

A T P

酶于中毒后 12 h有显著下降
,

2执即恢复至对照水平 , 微粒体该酶活性极低且无显著改变
。



3 23

2
.

5 血清酶 变化与亚细 胞结 构标记酶 变化的关 系

大鼠吸 入 H ZS中毒后血清 L D H
、

A C P的变化分别与胞浆 L D H
、

A C P变 化呈显著的正
、

负相关 , 血清

A C P
、

C P K
、

N a 个 一

K
+ 一

A T P酶变化分别与线粒体
一

溶酶体中 A C P
、

C P K
、

N a + 一

K
+ 一

A T P 酶的变化呈显著

的负相关关系
。

图 3
。
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血清 与肺细 胞器标记酶的相 关性

C
o r r e l a t i o n b e t w e e n

e n z y m e s i n s e r u m a n d i n

m a r k e r

P u l m o -

n a r y s u b e e
l l

u
l

a r o r g a n e
l l

e s

3 讨 论

H
:

S中毒引起支气管肺泡灌洗液中生化

及细胞学变化的研究已有报道 (7)
,

然而 灌洗

液中酶活性的改变是继发于肺血管通透性增

高
、

血液中酶漏出
,

还是源于细胞水平的肺

损伤
,

缺乏直接的证据
,

H
Z
S 中毒后血清酶

有何改变及其意义如何
,

也 未见 有 研究报

道
。

本研究表明
,

H
Z
S吸入中毒能迅速引起

肺亚细胞结构的损伤
,

表现为各种亚细胞成

份酶活性的改变
。

溶酶体标记酶 A C P 的变

化提示 H : S 吸入中 毒 能迅速引起溶酶体破

裂
,

大量的溶酶体酶释放到细胞浆内
,

进而

细胞破裂进入血液 ; L D H 主要存在于 细胞浆

中 a(}
,

月包浆中该酶活性降低并伴有血清中该

酶活性增高提示 H
Z
S中毒后肺组织有广泛的

细胞破裂
,

胞浆酶释入血液
; N a + 一

K
一 `

A T P

酶及 C P K 主要分布于线粒体内
,

其 活 性变化能敏感地反应线粒体能量代谢状况
,

上述两酶

活性变化结果提示 H
:

S中毒能引起线粒体损伤
,

早期出现能量代谢抑制
。

H : S吸入中毒对肺亚细胞结构的损伤具有出现早
、

维持久
、

不同亚细胞结构对损伤敏感

性有别等特点
。

中毒后 h3 即出现明显的损伤
,

表现为线粒体
、

溶酶体破裂
,

能量代谢抑制
,

细胞破裂各种标记酶释放入血等
,

中毒后 12 h损伤达高峰
,

随后渐恢复
, 3 d~ 4 d恢复至正

常水平
,

晚期伴有能量代谢增强
,

可能与肺损伤后细胞增生修复代谢旺盛有关
。

细胞核及微

粒体酶活性无显著变化
,

反应其对损伤的敏感性较低
。

H
:

S中毒后血清 L D H
、

A C P
、

c P K

及N a + 一

K
十 一

A T P酶的变化与肺亚细胞水平变化过程 显著相关
,

且变化出现早
,

提示 H
Z
S中毒

后测定上述血清酶活性的变化能较好地反映亚细胞水平的急性肺损伤过程
,

在目前仍缺乏特

异性的早期肺损伤诊断方法的情况下
,

对于早期诊断 H
: S中毒所致的肺损伤具有一定的实际

应用价值
。
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h i g h l y e o r r e

l
a t e d w i t h t h

o s e i n p u lm o n a r y s u bce l l
u

l
a r o r g a n e

l l
e s

.

T h e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t t h e o e e u r r e n e e o f m a r k e r e n z y m e s i n t h e s e r u m a f t e r

H : 5 int o x i e a t i o n o r i` i n a t e s f r o m p u l m o n a r y i n j u r y
.

T h
e r e f o r e d e t e r m i n a t i o n o f

t h e a e t i v i t i e s o f s e r u m m a r k e r e n z y m e s e a n b e u s e d a s a n i n d i e a t o r o f p u l也o -

n a r y s u b e e l l u l a r i n
j

u r y H : 5 i n t o x i e a t i o n p r o d u e e s 。
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