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川芎嗪对脓毒症大鼠肝细胞线粒体保护作用的实验研究

鹿中华，王锦权，陶晓根，刘 宝，王秋卉，范骁钦

(安徽医科大学附属省立医院，安徽省立医院ICU，安徽合肥230001)

【摘要】 目的探讨川芎嗪对脓毒症时肝细胞线粒体损伤的保护作用机制。方法将48只SD大鼠随机

分成正常对照组、脓毒症模型组、川芎嗪治疗组和预防组4组，每组12只。采用经尾静脉注射内毒素脂多糖

(LPS，1 mg／kg)的方法制备脓毒症模型；正常对照组给予等量生理盐水。预防组在注射LPS前给予川芎嗪

60 mg／kg，每日1次，连续7 d；治疗组在注射LPS后i h给予川芎嗪60 mg／kg。达到脓毒症诊断标准后4 h处

死动物，取肝脏提取肝脏线粒体，检测线粒体跨膜电位(△咖m)、线粒体ATP酶活性、线粒体结构变化及肝脏含

水量。结果与正常对照组比较，模型组肝脏含水量显著升高，△‘l，m及线粒体Na+一K+一ATP酶、Ca2+_ATP酶、

M92+_ATP酶和Ca”一MgZ+_ATP酶活性显著下降，差异均有统计学意义(P均<0．01)。与模型组比较，治疗组

和预防组肝组织含水量较低，ACm及各ATP酶活性均显著升高(P均<o．01)。电镜下观察，治疗组、预防组肝

脏线粒体形态接近正常对照组，且肝细胞损伤程度明显好于模型组。结论脓毒症大鼠肝细胞线粒体结构和功

能均受损害；川芎嗪通过稳定△巾m、维持ATP酶正常活性，从而起到减轻肝细胞线粒体损伤的作用。
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An experimental study on protective effect of tetramethylpyrazine(JlI芎嗪)on liver mitochondrla in rat with

sepsis LU Zhong-hua，WANG Jin—quan，TAO Xiao-gen，LIU Bao，WANG Qiu-hui，FAN Xiao-qing．

Intensive Care Unit，Affiliated Provilacial Hospital，Anhui Medical University。Hefei 230001，Anhui，China

Corresponding author：WANG Jin—quan(Email,,jqwan9604@J63 corn)

[Abstract] Objective To study the protective effect and probable mechanism of tetramethylpyrazine

(TMP，川芎嗪)on liver mitochondria in rats with sepsis．Methods Forty-eight Spregue-Dawley(SD)rats

were randomly divided into four groups：normal control group(C)，model group(M)，TMP treatment group

(T)and TMP prevention group(P)。12 rats being in each group．The sepsis model rats were made by

injecting lipop01ysaccharide(LPS，1 mg／kg)through the caudal vein．The rats in C group were injected equal

amount ot 0．9％NaCl(weight percentage)，in P group were treated with TMP(60 mg／kg)once aday before

receiving LPS for 7 days，and in T group were given intravenous injection of TMP(60 mg／kg)1 hour after

being given LPS．Four hours after reaching the diagnostic criteria of sepsis，the rats were killed and liver

mitochondria were isolated as soon as possible．The water content in the liver，the mitochondrial activity of

ATPase and mitochondrial transmembrane potential(△‘lIm)were measured，and the changes of mitochondrial

ultrastructure was observed by using electron microscope．Results Compared with C group，the water

content was elevated，but the ZXCm and the activities of Na+一K+．ATPase，Ca2+一ATPase，M92+一ATPase and

Ca抖-Mg“一ATPase were decreased significantly in M group(all P<0．01)．Compared with M group，the

ACm and the activity of ATPase were increased significantly，but the water content was decreased in Tand P

group(all P<0．01)．The hepatocellular mitochondrial structure in T and P groups was approximately

normal，similar to that in C group，and the degree of hepatic cell injury in T and P groups was much better

than that in M group．Conclusion The hepatocellular mitochondrial structure and function were damaged in

rats with sepsis．TMP may protect liver mitochondria from injury in rat with sepsis，due to stabilizing the

△咖m and maintaining the normal activity of ATPase．
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肝脏是脓毒症过程中易受累的重要器官，肝功

能不全是脓毒症发展为多器官功能衰竭(MOF)的

标志之二n3。而肝细胞中线粒体是物质和能量代谢

中心，在调节细胞内信息传递和细胞凋亡等方面也
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起着重要作用。脓毒症早期即可出现肝细胞线粒体

损伤，由此引起肝细胞能量代谢障碍，介导肝细胞凋

亡。3。中药川芎嗪具有抑制机体过度炎症反应、减少

氧自由基产生和拮抗Ca2+等作用，已广泛用于心、

脑、肾等重要脏器局部缺血性疾病的治疗。喇。本实

验通过观察川芎嗪对脓毒症大鼠肝细胞线粒体结

构、ATP酶活性以及跨膜电位(△咖m)的影响，探讨

川芎嗪对脓毒症大鼠肝损伤保护作用的机制。

1材料与方法

1．1动物分组及模型制备：SPF级SD大鼠48只，

8周龄，雌雄各半，体重(229．93土12．51)g，由安徽

医科大学动物实验中心提供。把同性别大鼠按体重

分层分组法分为正常对照组、脓毒症模型组及川芎

嗪治疗组和预防组，每组12只。从尾静脉注射内毒

素脂多糖(LPS)1 mg／kg制备脓毒症模型；治疗组

1 h后再次注入川芎嗪注射液60 mg／kg；预防组则

于注射LPS前每Ifl注射川芎嗪注射液60 mg／kg，

连续7 d；正常对照组注射等量生理盐水。观察各组

动物的体温、呼吸频率、心率变化，达到脓毒症诊断

标准后观察4 h，然后用颈椎脱臼法处死动物。

1．2线粒体提取：处死动物后迅速取出肝脏，置于

预冷的分离介质中CpH 7．4，10 mmol／L Tris—HCl，

250 mmol／L蔗糖，0．5 mmol／L乙二胺四乙酸

(EDTA)和质量分数为0．5％的牛血清白蛋白]。剪

碎肝脏，用电动匀浆器匀浆，匀浆物经750 r／min

(离心半径10 cm)离心10 min后，弃沉淀物，留上

清液，将其转到新的离心管中，再经10 000 r／rain

(离心半径10 cm)离心10 min，弃上清液，沉淀物用

分离介质洗2次，所得沉淀即为提取的肝细胞线粒

体。用双缩脲法定量线粒体蛋白，再用分离介质稀释

到合适浓度备用。操作在4℃下进行。

1．3观察指标及检测方法

1．3．1肝脏含水量检测：处死大鼠后取出部分肝

脏，称湿重后置于37℃烤箱，烘烤72 h后称干重，

按公式计算肝脏含水量。

肝脏含水量(％)一(湿重一干重)／湿重×100％

1．3．2△IlIm测定：取由1 g／L线粒体+6 mmol／L

琥珀酸钠配制成的液体3 ml，加入罗丹明123染液

10肛l，37℃培育20 min，用磷酸盐缓冲液(PBS)洗

去未结合的荧光染料后，通过流式细胞仪检测线粒

体内罗丹明123的荧光强度，以表示△中m。

1．3．3 ATP酶活性测定：具体操作方法依照ATP

酶试剂盒说明书进行。

1．3．4病理学观察：在O～4℃下取约1 mm3新鲜

肝脏组织，用体积分数为2．5％的戊二醛固定，再经

脱水、包埋、切片、醋酸铀一硝酸铅双重染色制成超薄

切片，在电镜下观察并照相。

1．4统计学方法：采用SPSS 15．0软件进行统计学

处理，计量资料以均数士标准差(z土s)表示，采用方

差分析法，PG0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1肝脏水肿程度(表1)：模型组肝脏含水量明显

多于正常对照组(Pd0．01)；与模型组比较，治疗组

和预防组肝组织水肿程度明显减轻，差异均有统计

学意义(P均G0．01)。

表1各组大鼠肝脏含水量及罗丹明

荧光强度的比较(；士s)

组别 动物数 肝脏含水量(％) 荧光强度

注：与正常对照组比较，。P<O．Olf与脓毒症模型组比较，

bp<0．01

2．2线粒体内罗丹明荧光强度(表1；彩色插页图

1)：采用流式细胞仪测定罗丹明123的摄取峰值显

示，正常对照组、预防组、治疗组、模型组荧光强度依

次减弱，各组间差异有统计学意义(F=117．52，P<

0．01)，表明4组间△咖m依次下降。

2．3线粒体中各ATP酶活性(表2)：与正常对照

组比较，模型组Na+-K+-ATP酶、Ca2+一ATP酶、

Mgz+-ATP酶及Ca2+一M92+一ATP酶活性均显著降

低(尸均G0．01)；与模型组比较，治疗组和预防组各

ATP酶活性均显著升高(尸均G0．01)。

2．4肝组织病理学观察(彩色插页图2)：模型组肝

细胞内可见大量粗面内质网扩张、断裂，胞质疏松

表2各组大鼠线粒体各ATP酶活性的比较(；±s) nmol·mg一1·h一1

注：与正常对照组比较，‘P<0．01，与脓毒症模型组比较。‘P<0．01
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化；线粒体数目明显减少，线粒体显著肿胀甚至空泡

化、破坏，脊粒少见；细胞核核膜边缘不光滑，形成不

规则形突起，致使细胞核固缩、变小。治疗组肝细胞

内质网略扩张，线粒体轻度肿胀，未见空泡或个别呈

空泡化，细胞核轻度变形。预防组肝脏线粒体呈圆或

椭圆形，基本无肿胀，未见空泡化，嵴呈同心圆或纵

形排列，密集清晰，核膜完整，染色质分布均匀。

3讨论

脓毒症时，细菌、毒素的直接作用和机体的炎症

反应，使氧自由基水平升高、钙超载、炎症介质大量

释放、肝脏氧供需失衡邙‘83，引起急性肝损伤。

3．1肝脏水肿程度的变化：脓毒症时，伴随氧自由

基的大量产生，肝细胞膜及线粒体膜结构和功能受

损，膜通透性增加㈤；同时膜上钠泵功能障碍，导致

细胞内Na+、H。O增多，出现肝细胞水肿。川芎嗪还

可通过作用于相关酶系清除“呼吸爆发”、嘌呤／黄嘌

呤氧化酶(Xan／XO)体系以及Fenton反应等所产

生的02一和OH一，并提高肝组织中超氧化物歧化酶

(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)活性，清除

氧自由基、抗脂质过氧化，保护线粒体膜的钠泵结

构，减轻肝组织水肿程度o)。

3．2肝细胞线粒体的组织学改变：脓毒症时通过多

种损伤因素的作用n¨幻，改变了线粒体膜结构和功

能，导致肝细胞内环境紊乱和能量代谢障碍，肝脏线

粒体出现肿胀，甚至空泡化，细胞核萎陷，呈凋亡趋

势改变。经川芎嗪治疗和预防性使用川芎嗪后，线粒

体肿胀和细胞核变形等改变程度明显减轻，说明川

芎嗪具有抗炎、维持线粒体膜结构稳定等作用，可减

轻肝细胞损伤。

3．3 aCm的变化：△咖m下降为细胞凋亡的早期表

现，其显著下降说明肝脏线粒体膜结构已破坏，细胞

进入凋亡阶段。有实验表明川芎嗪具有维持aCm梯

度的作用，且预防性使用川芎嗪较脓毒症出现后使

用川芎嗪疗效更佳，其机制可能与川芎嗪清除自由

基、抗脂质过氧化，拮抗Ca2+、抗炎、促进能量合成、

改善微循环等综合作用起到保护线粒体的膜结构

有关n2-1钉。

3．4线粒体ATP酶活性的变化：ATP酶活性改变

是导致肝细胞损伤的重要因素之一。本实验中，模型

组肝线粒体4种ATP酶活性较各组显著下降。有研

究认为，脓毒症时产生过量的氧自由基，通过膜质过

氧化反应而破坏线粒体膜的完整性、流动性、通透性

和离子跨膜梯度，使该酶主动运输过程受到抑制。川

芎嗪通过提高SOD、GSH—Px等酶的活性，清除氧自

由基，抑制炎症介质肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、核转

录因子。KB(NF—KB)和P一选择素等释放。d们，从而保

护线粒体膜上ATP酶的活性。

线粒体对Ca2+的摄取和释放在胞质Ca2+浓度

的调节中起重要作用，其中Ca2+一MgZ+_ATP酶、

Ca抖一ATP酶对维持钙稳态起重要作用；进入细胞

内的大量钙聚积在线粒体中干扰线粒体氧化磷酸

化，造成细胞能量缺乏、损伤n钉。另外钙超载可激活

磷脂酶A：，使磷脂酰胆碱和磷脂酰乙醇胺大量降

解，降解产物可直接或间接阻断Na+一K+一ATP酶

结合位点n们。MgZ+_ATP酶亦是维持细胞内M92+

浓度的关键酶，M92十是生理性Ca2+拮抗剂，细胞内

M92+浓度的变化也可引起继发性钙超载，导致细胞

损伤。本实验结果表明，治疗组、预防组Ca2+一ATP

酶、CaZ+_M92+一ATP酶的活性明显高于模型组，故

川芎嗪对此两酶的活性具有保护作用；其机制可能

是川芎嗪通过抑制肝细胞对Ca抖的摄入，使肝细胞

内Ca2+浓度维持在一定范围内；同时Ca2+依赖性蛋

白水解酶是加速黄嘌呤脱氢酶(XD)转变为Xo过

程的限速酶，川芎嗪通过阻滞钙通道，抑制XD转变

为XO，减少自由基产生，保护肝细胞线粒体功能。
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对39例并发胃肠功能障碍的危重

患儿使用大黄及复方谷氨酰胺治疗，取

得较好效果，报告如下。

1临床资料

1．1病例：70例并发胃肠功能障碍患

儿诊断采用1998年中华医学会儿科分

会制定的诊断标准n3。其中：危重评

分70～90分42例，<70分28例f年龄

1～11岁，平均(3．11士2．43)岁；两组患

儿在年龄、性别、原发病上差异无统计学

意义(尸>O．05)，有可比性。

1．2方法：两组均治疗原发病，改善心、

肾功能及纠正酸碱平衡紊乱，应激性高

血糖}治疗组在此基础上给予生大黄粉

(体重<5 kg用1 g，5～10 kg用2 g，

10～15 kg用3 g，>15 kg用6～12 g，溶

于10～30 ml温水中)保留灌肠，每6 h

重复1次；复方谷氨酰胺胶囊(<1岁者

每次1／3粒、1～3岁每次1／2粒、

3～7岁每次1粒、>7岁每次2粒)口服

或鼻饲，每日3次。对照组采用肛管排气

后用质量分数为5％的生理盐水20～

50 ml灌肠，6 h重复1次。

1．3疗效判定：①显效：无腹胀、呕吐，
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胃液及大便潜血(一)，②有效：无呕吐，

腹稍胀，胃液及大便潜血(++)以下，

③无效：临床症状、体征无明显改善。

I．4统计学处理：计数资料采用r检

验，P<O．05为差异有统计学意义。

1．5结果：治疗组39例中显效21例，

有效12例，无效6例，总有效率为

84．6％f对照组31例中分别为11例，

6例、“例和54．8％。两组总有效率比

较差异有统计学意义(P<O．05)。

2讨论

研究表明，肠屏障功能和肠道免疫

功能损伤是最终导致菌血症和多器官功

能衰竭的关键因素心3，如何防止胃肠功

能障碍发展为多器官功能障碍综合征

(MODS)是治疗的重点和难点。

大黄具有肯定的保护胃肠功能、促

进胃肠蠕动、减轻肠源性内毒素血症、保

持肠道菌群平衡、改善肠道黏膜血液灌

流、降低血管通透性、缓解肠道缺血状

态、保护胃肠黏膜屏障、防止细菌移位，

进而降低MODS的发生n’。危重病患者

存在谷氨酰胺缺乏，血谷氨酰胺水平的

下降对机体免疫功能、脏器功能及预后

有一定影响“’。有研究表明，在危重病患

者早期通过静脉途径外源性补充谷氨酰

胺，有效改善了患者的营养状况；使患者

血浆中的还原型谷胱甘肽(GSH)水平增

高，加强了机体的抗氧化能力；还可减少

患者肠功能不全的发生B’。

综上所述，早期发现胃肠功能障碍

时，在积极治疗原发病、稳定内环境、保

护重要脏器功能的基础上，给予生大黄

粉灌肠、复方谷氨酰胺口服或鼻饲，较常

规方法疗效显著，两种药物用药方式简

单，无不良反应，为防止胃肠功能障碍进

一步发展提供了新方法。
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