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脓毒症大鼠胸腺细胞凋亡及线粒体的变化 

肖莉 王志强 

【关键词】 脓毒症 ； 胸腺细胞 ； 细胞凋亡 

脓毒性休克是临床上常见 的危重 

病，病死率居高不下。在其病理损伤中， 

细胞凋亡的作用 日益受到重视。脓毒性 

休克可导致胸腺细胞发生大量病理性凋 

亡，这种病理改变可能与脓毒性休克时 

细胞免疫功能抑制有关。本实验通过盲 

肠结扎穿孔术(CLP)诱导的脓毒症动物 

模型，观察胸腺细胞的凋亡及其与细胞 

线粒体结构、功能变化的关系。 

1 材料 与方 法 

1．1 实验材料：健康雄性 Wistar大鼠， 

体重 18O～200 g，由华中科技大学同济 

医学院动物中心提供 ，钙结合蛋 白 V 

(Annexin V)及碘化丙啶(PI)双标试剂 

盒购 自瑞士 Roche公司，ATP酶活性、 

组织超氧化物歧化酶(SOD)活性、丙二 

醛(MDA)含量试剂盒购 自南京建成生 

物研究所，罗丹 明 123(Rhodamine123) 

为美国Sigma公司产品，其他试剂均为 

国产分析纯。EPICS型流式细胞仪(美 

国 Beckman Coulter公 司)。 

1．2 动物模型制备与分组：参照文献 

C13方法进行 CLP诱导脓毒症动物模型 

的建立，按随机数字表法将动物分为两 

组( 一20)：CLP组行 CLP；假手术组分 

离出盲肠后既不结扎也不穿孔，作为对 

照。两组分别于术后 12 h和 24 h断颈处 

死动物后行病理解剖学检查，并留取内 

脏备用。 

1．3 光镜和透射电镜下组织学观察：在 

进行 CLP后不同时间点断颈处死动物， 

取胸腺。部分组织常规石蜡切片，苏木 

素一伊红(HE)染色，光镜下观察并拍照， 

部分组织常规行电镜制片，透射电镜下 

观察细胞线粒体形态学改变。 

1．4 凋亡细胞百分率检测：在不同时间 

点处死各组动物后，常规消毒，迅速分离 

完整胸腺，无菌纱布拭净残血，制备胸腺 

细胞悬液，光镜下计数，调整细胞浓度至 
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表 1 两组胸腺细胞凋亡及 DNA断裂的情况( ±s) 

注 ：与假手术组 比较 ： P<O．Ol 

(2～5)×1o ／L。应 用 Annexin V 及 PI 

双标试剂盒检测，按说明书要求操作，检 

测10 000个细胞，计数位于凋亡区内的 

细胞数量 ，得到凋亡细胞的百分率。 

1．5 DNA断裂百分率检测：取 300 l 

胸腺细胞悬液，与等量的低张细胞膜裂 

解缓冲液[含 10 mmol／L乙二胺 四乙酸 

(EDTA)，75 mmol／L NaC1，质量分数 

为 0．5 的十 二 烷 基硫 酸 钠 (SDS)， 

10 mmol／L Tris—HC1，pH 8．O]混匀 ，致 

细 胞 膜 破 裂 (核 膜 未破 )，13 000 r／min 

(离心半径 25 cm)离心 10 min。将 上清 

液倒入另一支试管中，按 Burton。 介绍 

的方法(二苯胺法)略加修改后测定，计 

算胸腺细胞基因组 DNA断裂百分率。 

DNA断裂百分率 ( )一[上清液 

DNA含量／(上清液 DNA含量+沉淀 

DNA含量)]×100 

1．6 线粒体膜电位测定：将胸腺细胞悬 

液用磷酸盐缓冲液(PBS)洗 3次，调整 

细胞浓度为 2×10 ／L，取储存于一2O℃ 

溶于二甲亚砜(DMSO)的罗丹明 123储 

存液 1 g／L，加入到上述细胞悬液中，直 

至终浓度为 10 g／L，37℃下避光染色 

30 min，立即用流式细胞仪分析。 

1．7 线粒体 ATP酶、SOD活性、MDA 

含量测定：动物处死后，常规分离出完整 

的胸腺 ，置于玻璃培养皿中，用眼科剪剪 

碎，加入匀浆介质(0．25 mmol／L蔗糖， 

1 mmol／L EDTA，5 mmol／L Tris—HC1， 

pH 7．4)，用玻璃匀浆器手工匀浆，制成 

体积分数为 1O 的组织匀浆。蛋白含量 

测定使用研究所提供的试剂盒，按说明 

书的要求操作。 

1．8 统计学处理：采用 SPSS10．0分析 

软 件，实验数据用均数±标准差( ± ) 

表示，计量资料用方差分析，P％0．05为 

差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 光镜和电镜超微结构观察(彩色插 

页图 1，图 2)：假手术组 12 h和 24 h动 

物胸腺无明显病理改变，胸腺细胞密集 

分布于胸腺皮质，细胞核呈圆形，深蓝色 

着染，胞质少；过渡到髓质后，逐渐以核 

较大而着 色浅 的上皮 网状细胞为主。 

CLP后 12 h和 24 h动物胸腺皮质区细 

胞成分稀疏，淋巴细胞减少，巨噬细胞增 

多，局部可见灶状坏死及散在的细胞碎 

片；胸腺髓质靶细胞无明显减少，细胞分 

布较皮质区密集，形成所谓“皮髓 置” 

现象；超微结构观察表明，12 h后可见 

线粒体嵴肿胀现象，24 h可见空化。 

2．2 胸腺细胞凋亡率和 DNA断裂百 

分率(表 1)：CLP后 12 h胸腺细胞凋亡 

即较假手术组显著增加，24 h更加 明 

显；DNA断裂百分率的发生情况与细胞 

凋亡 结果基本一致 (P均<O．01)。 

2．3 线粒体膜电位的改变：细胞经罗丹 

明 123染色、流式细胞仪检测，固定标尺 

下可分为荧光强度低 (AxIrm )和荧光 

强度高(A'tI~mhige)的两群细胞。图3结果 

显示，CLP后 12 h荧光强度低的细胞显 

著增多，由假手术组(2．02±0．77) 增 

到 (16．66±1．48) (P<0．01)；24 h由 

(5．6士 0．63)0,4增 到 (32．46士 1．4)0,4 

(P< 0．05) 

假手术组 CLP组 

组别 

注：与假手术组比较： P<o．05， P<o．Ol 

图3 脓毒症大鼠胸腺细胞线粒体膜电位改变 

” 如 加 =2 m 0 

一 一 磐器 
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表 2 两组胸腺细胞 线粒体 ATP酶活性的变化 ( ± ，n一20) 

注：与假手术组比较： P<0．01 

表 3 两组胸腺组织 SOD活性 、MDA含量的变化 ( 士 ，n一20) 

注 ：与假手术组 比较 ： P<0．01 

2．4 线粒体酶活性的改变(表 2)：与假 

手术组 比较，脓毒症大鼠胸腺细胞线粒 

体 Na。‘一K。‘一ATP酶和 Ca 一ATP酶 

的活性均显著下降(尸均<O．01)。 

2．5 胸 腺组 织 SOD 活性 、MDA 含 量 

的变化(表 3)：与假手术组比较，CLP后 

12 h胸腺组织sOD活性显著降低，约为 

假手术组的 6O ，24 h降为 5O ；MDA 

含量明显升高，12 h时为假手术组的 

2倍 (尸均<0．01)。 

3 讨 论 

创伤引起的感染及其并发症一旦发 

生，难以控制的一个原因就是机体对感 

染的易感性增加，而易感性增加的机制 

之一是此时机体免疫功能紊乱。胸腺是 

免疫系统中重要 的中枢器官，负责淋巴 

细胞的分化和成熟，同时也是机体受刺 

激最敏感的器官。胸腺中T细胞过早大 

量凋亡是引起机体免疫抑制的重要因素 

之一。多项实验证明，给啮齿类动物注射 

内毒素或行 CLP均可诱导胸腺细胞凋 

亡。 。本实验探讨了CLP诱导的脓毒症 

模型动物中胸腺细胞的凋亡及其与细胞 

线粒体结构、功能变化的关系，以为临床 

改善脓毒性休克时的免疫状态提供依据 

和可能的途径 。 

脓毒性休克的发病机制复杂，但氧 

自由基起着重要作用。研究表明氧 自由 

基灭活剂可保护 CI P诱导的脓毒性休 

克动物“ 。在脓毒症时，大量氧自由基 

释放形成细胞 内内活性氧(ROS)的堆 

积，ROS具有很高的生物活性，极易与 

生物大分子反应，引起过氧化脂质反应， 

直接损害或通过一系列过氧化链式反应 

而引起广泛的生物结构破坏。细胞内虽 

有一系列的抗氧化防御机制，但在脓毒 

症时，机体的抗氧化能力明显下降，氧化 

和抗氧化作用失衡，细胞凋亡可能是这 

种失衡的结局之一。多种细胞暴露于低 

剂量的 H O 就可被诱导凋亡 ，直接证 

实了自由基可作为细胞凋亡的介质“ 。 

本实验结果显示，CLP后 12 h和 24 h 

胸腺组织 sOD活性显著降低，MDA含 

量显著升高，表明脂质过氧化反应加强。 

此 时光镜下见细胞稀疏 ，坏死增 多；流式 

细胞仪检测 细胞凋亡也明显升高 。 

近年来细胞凋亡机制研究的一重大 

突破就是对线粒体重要性的认识。大量 

实验证实，许多因素诱导的细胞凋亡都 

存在线粒体功能紊乱。 ，并认为线粒体 

潜力减少是构成在体淋巴细胞凋亡早期 

不 可逆的步骤。 。在正 常情况 下，Na 一 

K。‘一ATP酶具有精确平衡 细胞 内外 

Na。‘、K。‘浓度的作用；Ca 一ATP酶则 

是一种维持细胞 内外 Ca 浓度平衡的 

Ca 泵，它同 Na。‘／Ca 交换共同维持 

细胞内Ca 稳态。脓毒性休克时，细胞 

内线粒体受累而引起 Na 一K。‘一ATP酶 

活性下降，可导致细胞内Na 滞留，使细 

胞水肿。而Ca 一ATP酶活性下降可严 

重影响膜内外 Ca 。‘的转运，导致细胞内 

Ca 超载，损害线粒体结构、功能促进 自 

由基生成。本研究提示，脓毒性休克后胸 

腺细胞线粒体 ATP酶活性显著下降。 

线粒体也是 ROS的主要来源和促 

凋亡作用靶点，ROS主要产生于线粒体 

呼吸链复合物部位，可诱导线粒体通透 

性转换孔(MPTP)开放，膜电位降低，导 

致凋亡，同时促进 自身线粒体及其他线 

粒体产生 ROS。线粒体 DNA(mtDNA) 

因其组成结构及功能均具有特殊性，易 

被 自由基攻击而损伤，损伤后又因缺乏 

损伤修复系统而不易修复，损伤后果严 

重，一方面可致有氧呼吸削弱，合成减 

少，自由基生成增加；一方面可影响线粒 

体的其他功能如转膜能力等；而这两方 

面都与细胞凋亡相关。罗丹明 123是一 

种亲脂性阳离子荧光染料，其荧光信号 

主要集中于线粒体，荧光强度的变化反 

映了线粒体膜电位的变化。本实验研究 

发现 ，CLP后 12 h和 24 h胸 腺细 胞线 

粒体膜电位均有明显下降。在大多数情 

况下，线粒体膜电位的降低。 ，表明线粒 

体 MPTP的开放，MPTP的开放又使线 

粒体释放天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶活化 

物 ，引起细胞凋亡 。 
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图1 PCR后小鼠肺组织cDNA电泳图 
FTgure 1 Electropherogram of 

lung cDNA of mouse after PCR 
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M：Ikb Marker；1～3：穿梭质粒样本 

图2 pKGF~酶切后电泳图 
Rgure 2 Electropherogram of 

pKGF cut by enzymes Xho I／Hind 11I 
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M：Marker}l～3：质粒样本 

图5 Pac I酶切鉴定pAd-KGF电泳图 
F~jure5 E~ gramof 

p／~ -KGF Pac I 

A：转染早期；B：病毒大量复制 

图6 重组腺病毒的产生 
(荧光染色．x200) 

Figure 6 Product of recombinant 

adenovius(LeiCa，x 200) 

I⋯ ⋯ ．IC⋯ ⋯ ： 

图3 pKGF测序结果与小鼠KGF基因序列的对比 
Figure 3 Constract gram of PKGF gene bank and KGF gene bank of mouse 
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图7 显微镜下HEK293细胞感染重组腺病毒病理形态改变(TEM。x 1 00) 
Figu re 7 PathohistoIogicaI change of HEK293 cell infected by recombinant adenovirus unde r microscope(TEM，x 1 00) 
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A：CLP后1 2 h；B：CLP后24 h 

图1 CLP~]线粒体超微结构改变(醋酸铀染色，x 1 000) 
Figu re 1 Ultrastructu re change of mitochond rion in CLP g roup(u ranium tetraacetate，x 1 000) 
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