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急性胆道感染时肝细胞线粒体损害的实验研究
·

罗 丁 韩本立 龚建 乒 段恒春 李 昆 (第二军医大学西南医院 肝朋外科 ) 63。。 3 8

桩 要 为探讨急性胆道感染时肝损害机制
,

本实验观察了大鼠实验性急性胆道感染 对 肝细

胞线拉沐的影响
.

以及伴随的肝脏储备功能改变
。

通过对肝细胞线粒体 C a : ’

含量
、

溶酶体膜脆性
、

肝组织过氧化脂质含量
、

血清 0 C T
、

m
一

G O T 酶活性和 H P T 试验的检测
,

发现急性胆道感染时肝

细胞内存在着线粒体 C a 急`

超载
、

溶酶体酶 释 放
、

脂质过氧化等
.

这些均可导致线粒体受累
,

血潜

O C T
、

爪
`

G O T活性升高提示线位体受损
, H P T持续下降

.

表明线粒体受损同时
,

肝储备功 能进

行性受累
。

关抽询 胆道疾病 , 肝 /病理学 , 线粒体
;

钙 , 溶酶体
,
过氧化脂质类

胆道 感染引起的胆道高压
、

胆汁淤滞
、

胆源性败血症
、

甚至感染性休克
,

常导致全身多

个重要脏器尤其是肝脏的严重损害
。

肝功能衰竭 造成重症胆道感染预后不良的一个重要原

因
。

然而人们对胆道感染造成肝损害之确切机制尚不完全清楚
。

近年来人们已认识到能量代

谢与受损器官的功能状态及伤后恢复有密切关系
。

作为 肝细胞供能部位的线粒体
,

在胆道感

染时有何病理生理变化
,

尚未见文献报道
。

本实验在大鼠实验性胆道感染模型上
,

对参与肝

细胞线粒体损害的若干因素及线粒体损害后果作了动态观察
,

希望对胆道感染时肝细胞 的损

害机制能有更进一步的认识
。

1 材 料 与 方 法

动物模型

健康W is t ar 大白鼠60 只
.

雌雄不拘
.

平均体重 18 。土 2 0 9
,

随机分 为 2 组
: ( 1 ) 单 纯 胆道 梗 阻组

(B DI
J

)
,

此组作为对照组 , ( 2 ) 胆道感染组 ( B s)
,

此组即实验组
。

以 1 %戊巴比妥钠经腹腔麻醉
,

剂

量为30 m g / k g体重
。

腹正中切 口开腹
,

分离出胆总管
,

B D L组在左右肝管汇合处以下 cI m 处 以 细线双重

结扎胆总管后关腹
。

B S组分离出胆总管后
,

在上述结扎部位稍靠远 端以细针穿刺胆总管
,

注入。 。

Ztn l 浓度

为。 .

5 x 1 0 .
/ m l的产毒塑大肠杆菌 O , : , B ` ,

拨针后穿 $lJ 点稍近端双重结扎胆总管后关腹
。

整个手术按无菌

操作原则迸行
。

分别于术后 。 、
6

、
1 2

、

24
、

4 h8 活杀各组动物
,

取血和肝组织做下述指标分析
。

1
。

l 血液和肝 组 织 匀桨细菌培 养

l
。

2 线拉体 C a Z +

含量

大鼠断头处死 后
.

立 即剪取肝脏
.

浸入。~ 峨℃
、

p H 7
,

5的。 .

25 m ol / L 蔗糖
一

t r
i s分离介质中

,

将肝组织

剪成肝糜并尽量洗净血液
,

冰浴下用玻璃匀浆器制成 1/ 5 ( w / , )的肝匀浆
,

差速离心法分离线粒体
。

成品线

粒体用介质将其吹散成悬液
.

加入 1m ol / L H CI
.

消化线粒体
,

消化液上清部份在 1% L a CI
:

保护下用原子 吸

收分光光度计测定其中的 C a : 十含量
,

结果以 n m ol / m g 线粒体蛋白质表示
。

l
。
3 溶酶体 的膜 脆性

上述方法制备肝匀浆
.

以相同温度和分离介质差速法分离溶酶体
。

分 3 步
:

①5 00 x g离心 s m i n ,

留取

上清 , ② 1 6 000 x g离心 20 m i n ,

上清部分测定游离型组织蛋白酶 D ( C at h
一

D
,

S : 部分 )
,

沉淀部分加入。 .

2 %

的 T r i ot n x
一

10 0 6 nI l
,

37 ℃水浴中保 温 30 nr in
,

以充分破坏溶酶体 , ③破坏后的溶酶体再以 16 。。 o x g离心

20 m in
,

上清部分测定结合型 C at h
一

D ( S : 部分 )
。

游离型和结合型 C at h
一

D之比 5 2
/ S

:

作 为溶酶体膜脆性

指标
。

C at h
一

D之测定按改良的 A sn o n 法
。
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1
.

4肝组 织过乳化脂 质 (L O P )含量

按 O h k aw a

建 立的 B A T法` ”
,

测定肝组织中丙二醛 ( M D A ) 水平间接表示组织 甲 I
J

P O含 量
。

结果

以n m ol / m g肝组织蛋白质表示
。

蛋白质定量测定采用 L o w r y法 《” 。

1
.

5 血清鸟氛酸 氛甲既转 移酶 ( O C T ) 和 线粒体谷草转氛酶 ( m
一

G O’ r )

分别技 M a s a r u
和大久保建立的方法 ` s ) “ , 。

1
.

6 肝促凝血 活酶试验 ( H P T )

采用南京医学流提供的试剂
.

以正常大鼠混合硫 酸钡吸附血谈制作标 注曲线
。

测定程序按试剂说明书

进行
。

2 结 .

2
.

1 血和 杆组 织 匀浆 细菌学培 养
B D L组各时相点血和肝组织匀浆细菌培养均为阴性

,

而 B S组术后各时怕点皿和盯组织匀浆培养均为阳

性
,

提示胆源性败血症的存在
。

2
.

2 动 物存活率

B D L组各时相点存活率均为 100 %
,

B S组术前及术后 i6l 存活率亦为 100 %
,

术后 1 2
、

Zd
、

J hs 存活率分

别为9 3
.

3%
、

6 6
.

7%
、

53
.

9%
。

2
.

3 线粒体内C a +2 含量

B S组术后线粒体内C a . `

含量进行性升高
,

4 h8 达最高峰
。

术后 h6 较术前 ( 1 6
.

5士2
.

s n m ol / m g 线 粒体

蛋白 ) 增加了 拍% ( P < 0
.

01 )
,

但与B D L组相比无显著差异
.

术后其他时相点 BS组线拉体 C a 名
`

含量均

显著高于 B D L组 ( P < 。
.

0 5或 P < 0
.

01 )
,

见图 1
。

2
.

4 容酶休膜 脆性

BS组术 乙6 h溶酶体膜脆性即显著增加
, `于术前相比 ( 0

.

2 2士0
.

0 1 ) 增加 犷魂5
.

5 % ( P
、

0
.

0 1 )
,

术后

4 8 h骥脆性达离
`

与条
, 一

长舌各
.

`
J们 找BS 红4均显艺

·

高于 B D L 组
,

见图 2
。
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图 1

F 19
。

1

肝细胞线粒体 C a “ 奋

含量的改变

C il
a n g e s o f m i t o e h o n d r i a C a Z +

e o n t e n t o f t h e h e P a t o e y t e s

些一 P < 0
。

0 1
,

v a l u e

e o 边 p a r e d w i t h t h e
P r e o p e r a t i v e

绝少 P < 0
.

0 5
, e o 血 p a r e d 钾 i t h t h e B D L g r o u p

鱼竺少P < 0
.

0 1
, e o m p a r e d w i t h t h e B D L g r o u p

图 2 肝细胞溶酶体膜脆性的改变
F 19

.

2 C h a
眼

e s o f ly s o s o m a l f r a g i
-

1i t y o f t h e h e p a t o e y t e s

P < o
。

0 1
, e o

m p a r e d w i t h t 五e p r e o p e r a -

t i
v e v a l u e

二 尸 < 0
.

0 5
, e o

m p a r e d w i t h t h e B D L g r o u p

. * * P < 0
.

0 1
, e o m p a r e d ’ w i t h t h e B D L g o r u p

2
。

5 奸组 织 L P O含 童

两组动物术后 L P O均显著上升
,

B S组术后 h6 较术前 (2
.

5士。
.

4 o m ol / m g 肝组 织 蛋 白质 ) 增 加 了

10 8% ( p < 0
.

0 1 )
,

术后 1 2
、

: 4 h 继续升高
,

术后 4 h8 有所回落
,

术 后各时泪点 B s组 I
J

P O 含量均显著地高
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BD L组 (P《 0
.

05或 P《 0
.

0 1)
,

见图 3
。

2
.

6 血清O C T和 m
一

G O T 活 性

B S组O C T
、

m
一

G O T活性术后持续升商
. 术后 6 h 较 术 前 ( O C T

: 9
.

9士3
.

2 u / m l ; m
一

G O T : 1 2
.

了士

6
.

5 u
/ m l )分别劝加了 7 5 5% 和 s x盛%

B S组O C T活性均显著高于 B D L组
,

增加显著 ( P < 。 .

01 )
, 术后` h8 均达高峰

,

除术后6 h外
,

术后其他时相点

而术后各个时相点 B S 组 m
一

G O T活性均显著 高于 B D L组 ( p < 。 .

0 5或

P < 0
.

0 1 )
,

同时
,

O C T
、

m
一

G O T和线粒体 C a Z争含量
、 溶酶体膜脆性之间有显著的正相关 ( O C T

一

C a “ ` r `

0
.

9 6 0 , O C T 一 S :
/ S s r 二 0

.

0 5 2 , m 一 G O T
一 C a : ` r 二 0

.

0 7吐 m
一 C O T 一 S :

/ S
: r 二 o

。 。 7 6 )
.

见图 4
、
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3

. P < O
。

0 1
,

v a l u e

二 尸 < O
。

0 5
.

v a 、 u e

… P < O
。

0 5
,

二他
.

P < 。 .

01

肝组织 L P O 的改变

C h尽 n g e s o f L P O o f t h o l i v e r

t i s s u e

e o 口 P a r e d w i t h t h e P r e o P e r a t iv e

e o m p a r e d w i t h * h e p r e o p e r a t i v e

图 4 皿清 () C
’

f 活性的改变

F 19
.

4 C h a o g c s o f
v i t y

s e r u m O C T a e t i

c o 口 p a r e d
」

, c o m P a r e u

w 1t h t h e B D L
w 1 t h t h e B D L

P 二0
.

0 1
, e o m p a r c d w i t h t h e p r e o p e r a t iv e

v a l u e

* * P 灯丁0
.

0 0
. e o m p

a r e d w i t h t h e B D L g r o u
p

巾 * * P 丫 0
.

0 1
, e o m p a r e d w i t h t h e B D L g r o u p

2
。

7 叶促凝血活酶试验
两组动物术后均有下降

.

B S组术后 6 h较术刚 ( 1 8 9土 3
.

6 % ) 下降2 8
.

6% ( P 火 0
.

肠 )
,

随时间延长
,

H P T持续下降
,

术后4 h8 降至最低点
。

术后各时相点 B S组 H P T均显著低于 B D L组 ( P < 。 .

0 1 )
。

见图 6
。
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5 C h a n g e : o f

t iv i t y

P 义 0
.

0 1
, e o

m p a r e d
v a l u e

二 P < o
,

0 5
, e o

m P a r e d

竺里少P < o
,

0 2
, e o m p a r e d
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w 1 t h t h e B D L g r o u p

F 19
。
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.
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.
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统计学处理表明
: BS玲且 m

一

GT O
、

O CT 和 HT p之 间有显著的负相 又
.r值分另 IJ之,: 一 0

.

8 8 8
、 一 0

.

9 0 9
。

3 讨 论

胆道感染时的胆道高压
、

胆源性败血症及感染性休克
,

可引起肝脏有 效血流量减少 ` “ ) ,

导致肝细胞缺氧
。

内毒素除能诱发感染性休克外尚可直接损害肝细胞和线粒体
。

本实验动态观

察了胆道感染时引起肝细胞线粒体损害的若干因素以及线粒体损伤后的表现
,

发现胆道感染

时肝细胞内线粒体损伤因素明显增强
,

同时肝细胞功能有进行性受 累
。

3
.

1 致线拉体损伤 的因 素

3
.

1
。

1 线粒体内 C a Z +

超载

线粒体 C a Z `

超载对线粒体的损害已得到多方面的证实
。

用钒盐 引起 肝细胞和线粒体 C a Z `

超载
,

可使线粒体膜电位减低
,

同时组织的 A T P含 量 减少 (6 ’ 。

N ay ler 证明 C a “ 十

通 道阻滞剂

可阻止缺血引起的线粒体内 C a Z十

含量升高
,

同时 保 护了线粒体生成 A T P的能力 ( ’ 》
。

实验结

果表明
,

胆道感染时肝细胞线粒体内C a Z `

含量较术前及对照 组 明 显增高
,

提示线粒体 内存

在着 C a Z +

超载
。

3
.

1
。

2 溶酶体酶释放

已证明感染
、

缺血情况下
,

细胞特别是肝细胞内存在 着溶酶体膜脆性增加
,

水解酶逸出

等现象 (8 ’ 。

而严重感染和缺血 又导致细胞乏氧代谢
,

胞内 乳 酸等酸性物质堆积
,

胞内 p H下

降
,

接近溶酶体水解酶的最适 p H (P H 4 一 5 )
,

于是漏出的水解酶激活
,

造成细胞内成分如

线粒体的严重损害 ( ” ’
。

本实验发现胆道感染可引起肝细胞内溶酶体膜脆性 增 加
、

水 解酶释

放
。

胆源性败血症
、

感染性休克等又可导致肝细胞缺氧 和酸中毒
,

肝细胞内 p H下降
,

溶 酶

体酶激活
,

这时线粒休的损伤将难以避免
。

3
.

1
.

3 肝细胞内脂质过氧化

本实验观察到胆道感染时肝组织的过氧化脂质水平增高
,

提示线粒体已受到脂质过氧化

损害
。

线粒体脂质过氧化
,

可使膜流动性和通透性发生改变 ;膜上的离子泵之脂质微环境失常
,

导致膜离子转运紊乱
; 过氧化脂质还 能与膜上参与氧化生能的酶 分子中的琉基产生交联

,

酶

活性丧失
; 过氧化脂质作用于膜蛋白

,

使之对蛋白水解酶敏感性增加而发生降解
。

线粒体 C a Z `

超载
、

溶酶体酶释放
,

脂质过氧化之间有着密切联系
。

细胞和线粒体内C a Z十

浓度升高可加重脂质过氧化对线粒体的损害 〔’ “ ’ , 激活溶酶体磷脂酶使溶酶体膜 破 坏
,

水解

酶释出
;
膜的脂质过氧化和溶酶休酶又可损伤膜结构

,

加贡细胞和线粒体内 C a “ 十

堆积
,

导致

恶性循环
。

3
.

2 线拉体才员伤 的表现

O C T及 m
一
G O T均主要来源于肝细胞线粒体

,

故血中这 两个酶的活性可作为肝细胞线粒

体损伤程度的判断标准
。

实验结果表明
:
胆道感染一开始

,

血清 O C T及 m
一

G O T 活性就进行

性升高
,

说 明胆道感染时肝细胞线粒休的损害是严重而持续的
。

血中 O C T
、

m
一

G O T 活性和

线粒体C扩
+

含量
、

溶酶体膜脆性有显著的正相关
,

进一步证实 了O C T
、

m
一

G O T活性与 线粒

体损伤的内在联系
。

线粒体结构上的损伤预示着其功能上的受 累
。

3
.

3 线拉体损伤时肝功 能的改 变

血浆中凝血因子的活性可反映肝脏的储备功能和损伤程度
。

H P T 可 敏 感 而 特异地反映

l
、

姐
、

X 因子特别是半衰期最短的姐因子的变化
,

因此 H P T被认为是反映肝储备功能和损



6 4 5

伤程度的较好指标
。

本实验发现胆道感染时 HP T进行性
一

『降
。

P H T与 O T C
、

m
一

GO T之间显

著的负相关关系提示
:

线粒体损伤后
,

肝细胞储备功能出现了严重障碍
。
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