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还原型谷胱甘肽保护线粒体并减轻大鼠肝脏缺血再灌注损伤
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!摘要"
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目的
!

探讨还原型谷胱甘肽$

R5S

%减轻肝脏缺血再灌注$

A

"

Z

%损伤的作用及机制'

方法
!

将成年
5<

大鼠分

为假手术组(

A

"

Z

组和
R5S

组#每组
!"

只'除假手术组外#其余组建立
B"Y

大鼠肝
A

"

Z

损伤模型#肝脏缺血时间为
&",-2

'

R5S

组大鼠于缺血前
$,-2

经股静脉注射
$,

N

"

a

N

的
R5S

'再灌注后通过血清学和组织学指标观察肝损伤情况#

O9?MQ

染

色评价肝细胞凋亡'比较各组肝组织
R5S

与氧化型谷胱甘肽$

R55R

%的比值$

R5S

"

R55R

比值%#检测各组肝细胞线粒体钙

容纳力$

KZK

%'

结果
!

与
A

"

Z

组比较#再灌注
&L

后
R5S

组血清天冬氨酸转氨酶$

'5O

%和丙氨酸转氨酶$

'QO

%均降低$

7

$

"="$

%'再灌注
!CL

#与
A

"

Z

组比较#

R5S

组肝组织损伤减轻#凋亡细胞数目减少$

7

$

"="$

%&同时#再灌注
&L

后
R5S

组肝组

织
R5S

"

R55R

比值较
A

"

Z

组增加$

7

$

"="$

%&与
A

"

Z

组比较#再灌注后
&LR5S

组肝细胞线粒体
KZK

增加$

7

$

"="$

%'

结论
!

R5S

预处理能减轻大鼠肝脏
A

"

Z

损伤#该作用可能与减轻线粒体氧化应激#从而抑制线粒体通透性转换孔开放有关'
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还原型谷胱甘肽$

R5S

%是哺乳动物细胞内含量

最丰富的低相对分子质量的多肽#由谷氨酸(半胱氨

酸和甘氨酸残基组成'我们前期的研究显示#肝脏

缺血再灌注$

A

"

Z

%时#氧化应激导致的细胞线粒体能

+

""%#

+
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还原型谷胱甘肽保护线粒体并减轻大鼠肝脏缺血再灌注损伤

量障碍是细胞坏死和凋亡的关键环节)

#F!

*

#而大部分

的药物性肝保护措施均能提高组织
R5S

含量'肝

脏
A

"

Z

时#线粒体内钙超载是线粒体通透性转换孔
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6DOD

%开放的重要诱因)

%

*

'采用非穿透性
K)

!h荧

光分子探针#通过动态检测线粒体悬液的荧光强度#

能敏感观察到已知浓度的外源性
K)

!h刺激下线粒

体外钙流的变化#并以此判断
6DOD

开放的时机#

评价
6DOD

敏感性)

#F!

*

'本研究拟在此基础上#研

究大鼠肝脏缺血前
R5S

预处理对再灌注时肝细胞

的保护作用及线粒体机制'

>

!

材料和方法

#=#

!

实验动物与试剂
!

雄性
5<

大鼠#鼠龄
E

周#

体质量
!!"

N

左右#购自上海西普尔
F

必凯实验动物

有限公司)许可证号
5][d

$沪%

!"#!F"""%

*'饲养

于第二军医大学实验动物中心#每日光照
#!L

#自由

进食'于术前
#!L

开始禁食#不禁饮水'

R5S

由重庆药友制药有限责任公司提供&

K)3(-0,

N

1++2F$?

分子探针购自美国
A2:-71/

N

+2

公

司&原位末端标记法$

O9?MQ

%检测试剂盒购自瑞士

罗氏公司&

R5S

和氧化型谷胱甘肽$

R55R

%检测试

剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司&其余试剂

均为国产分析纯'

#=!
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实验分组与动物模型的建立
!

取大鼠
&"

只#

随机分为假手术组(

A

"

Z

组和
R5S

组#每组
!"

只'

各组大鼠用
#Y

戊巴比妥$

%",

N

"

a

N

%腹腔注射麻醉

后#腹部正中切口开腹'

A

"

Z

组和
R5S

组大鼠用无

损伤血管夹夹闭肝左叶和肝中叶入肝血管$相应肝

叶的门静脉和肝动脉%#进行
B"Y

肝脏热缺血处理

&",-2

#之后松开血管夹行再灌注)

#F!

*

'缺血前

$,-2

#

R5S

组大鼠经股静脉注射
$,

N

"

a

N

R5S

溶

液$用生理盐水溶解%#

A

"

Z

组给予同体积的生理盐

水'假手术组不阻断血流#其余操作同
A

"

Z

组'

#=%

!

检测样本的采集与处理
!

于再灌注后
&L

和

!CL

各取
#"

只大鼠断头处死#迅速经心脏取血#并

分离和获取血清样本'取各组大鼠新鲜肝脏组织#

经
Ce

生理盐水漂洗后#于肝左叶取约
%,,g

%,,g$,,

的肝组织块#置入
CY

的中性甲醛固

定#用于病理学检查'其余肝组织迅速置入液氮中

保存#备检#肝右叶用于线粒体分离纯化'肝脏线粒

体分离和纯化使用差速离心法)

!

*

'以牛血清白蛋白

为标准#采用
T1)*4/1*

法进行线粒体蛋白定量'

#=C

!

血清天冬氨酸转氨酶#

'5O

$和丙氨酸转氨酶

#

'QO

$水平的测定
!

将再灌注后
&L

获取的大鼠血清样

本经日立
B&""

型全自动生化分析仪检测
'5O

和
'QO

'

#=$

!

肝组织病理学检查
!

取再灌注后
!CL

各组大

鼠固定后的肝组织样本#切成
!,,g%,,g&,,

的肝组织块#脱水#石蜡包埋#切片#

SFM

染色#光镜

$

g#""

%下观察肝组织形态'

O9?MQ

染色按照试

剂盒方法操作#切片在光镜下$

gC""

%观察#并随机

选取
#"

个视野#计数
O9?MQ

阳性细胞'

#=&

!

肝组织
R5S

%

R55R

比值测定
!

将液氮中标

本于冰浴中解冻后#加入
DT5

匀浆#离心后取上清#

按
R5S

和
R55R

检测试剂盒要求步骤检测'

#=B

!

钙容纳力#

KZK

$测定
!

取分离的线粒体蛋白

! ,

N

#加 入 孵 育 介 质 )含
B" ,,/3

"

Q

蔗 糖(

!#",,/3

"

Q

甘露醇(

#",,/3

"

QO1-;F6@D5

$

%F

吗

啉丙磺酸%(

$,,/3

"

QO1-;F

琥珀酸(

!

#

,/3

"

QO1-;F

鱼藤酮(

!"

#

,/3

"

QO1-;FMRO'

$乙二醇四乙酸%(

#,,/3

"

QdS

!

D@

C

#

H

SB=C

*

!,Q

'在孵育介质中

加入
#

#

,/3

"

QK)3(-0,

N

1++2F$?

分子探针#于

!$e

下孵育
!,-2

后#每分钟向悬液中加入终浓度

#"

#

,/3

"

QK)K3

!

脉冲#通过
J3+_57)7-/2

(

荧光检

测仪$美国
6/3+(03)1<+:-(+;

公司%动态检测线粒

体悬液中荧光强度#激发和发射波长分别为
$""2,

和
$%"2,

#直到出现持久性的线粒体外
K)

!h浓度剧

增#记录所需要的外源性钙脉冲的次数'计算驱动

单位线粒体
6DOD

开放所需要的外源性
K)

!h的摩

尔量即为
KZK

'

#=E

!

统计学处理
!

用
5D55#"="

统计软件进行两

因素方差分析#所有数据用
*

4X(

表示#组间两两比

较采用
Q5<

法'检验水准$

%

%为
"="$

'

C

!

结
!

果

!=#

!

各组大鼠血清
'QO

和
'5O

水平的比较
!

再

灌注后
&L

#与
A

"

Z

组比较#

R5S

组的血清
'5O

和

'QO

水平均降低$

7

$

"="$

%#见图
#

'

!=!

!

各组大鼠肝组织的病理改变
!

再灌注后
!CL

#

A

"

Z

组的肝组织汇管区血窦内见大量充血#血窦排列

紊乱#肝细胞出现核固缩#空泡变性#呈现大片坏死&

而
R5S

组肝组织汇管区大部分肝细胞形态完好#无

明显充血#汇管区远端有局灶坏死$图
!

%'

O9?MQ

染色显示#

R5S

组肝细胞凋亡减少$图
!

%#阳性细胞

比例为$

#B=%XC=#

%

Y

#低于
A

"

Z

组的$

%%=%X&="

%

Y

#

差异有统计学意义$

,c#"

#

7

$

"="$

%'

+
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!

再灌注后
Q8

各组大鼠血清
3DM

和
3IM

水平的比较

?'

1

>
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I#"-A,#+#,2(.3DM%)*3IMQ8%.&#""#

$
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')"%&2(.#%/8
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"(-

$
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Z

!

A;(L+,-)
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1+

H
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&

R5S

!
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&

'QO

!

'3)2-2+
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&
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!
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H
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7

$

"="$:;

A

"

Z

N

1/0

H

=,c#"

#

*

4X(

!=%

!

各组肝组织
R5S

%

R55R

比值情况
!

再灌注

后
&L

#假手术组肝组织
R5S

"

R55R

比值为

$

E=BCX"=&&

%&与
A

"

Z

组$

%=EGX"=G&

%比较#

R5S

组

肝组织中
R5S

"

R55R

比值$

&=!!X#=!C

%升高$

,c

#"

#

7

$

"="$

%'

!=C

!

各组肝细胞
6DOD

通透性的比较
!

再灌注后

&L

#与
A

"

Z

组比较#

R5S

组肝细胞线粒体在外源性

K)

!h脉冲诱导下的耐受性增加$

7

$

"="$

%!使用琥

珀酸为能量底物时#对线粒体悬液施加单次

#"

#

,/3

"

QK)K3

!

脉冲#假手术组线粒体接受的脉冲

次数最多#

KZK

也最高#为$

B%=!X#!=&

%

2,/3

"

,

N

&

R5S

组为$

$C=!X#B=%

%

2,/3

"

,

N

&而相同反应条件

下#

A

"

Z

组的耐受性最差#为$

%#=CX%=%

%

2,/3

"

,

N

#

与
R5S

组相比较
KZK

降低$

,c#"

#

7

$

"="$

%'提

示再灌注后
&L

#

R5S

预处理能降低
A

"

Z

时
6DOD

对外源性
K)

!h刺激的敏感性#抑制其开放'

图
C

!

再灌注后
CO8

各组肝组织
H0F

染色和原位末端转移酶标记染色结果

?'

1

C

!

H0F%)*MYGFD2&%')')

1

CO8%.&#""#

$

#".-2'()')"%&,'+#"(.#%/8

1

"(-

$

A

"

Z

!

A;(L+,-)

"

1+

H

+140;-/2

&

R5S

!

R307)7L-/2+=@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

g#""

$

SFM

%#

gC""

$

O9?MQ

%

J

!

讨
!

论

A

"

Z

损伤是临床常见病理过程#其机制复杂#主

要包括微循环障碍(间质水肿(炎症细胞浸润(免疫

调节障碍(实质细胞功能障碍(细胞坏死和凋亡等'

在一些手术如体外循环(肝切除(肝移植术等中#

A

"

Z

损伤不可避免#并直接影响手术疗效和患者预

后'因此#如何减轻
A

"

Z

损伤一直是临床面临的重

要任务'目前#大量的研究致力于药物性缺血预处

理以期减轻
A

"

Z

损伤'理想的预处理药物应该能模

拟人体生理保护作用#对
A

"

Z

损伤的产生机制具有

拮抗作用#同时对机体无或仅有较小不良反应)

C

*

'

目前临床上尚无能符合上述条件的药物'

R5S

是哺乳动物细胞内自然合成的#含量最丰

富的#由谷氨酸(半胱氨酸和甘氨酸组成的低相对分

子质量的多肽'药理研究表明#

R5S

在人体内作为

一种还原剂#具有清除体内氧自由基(抗氧化(解毒

等重要生理活性)

$FB

*

'前期研究显示#肝脏
A

"

Z

损伤

时细胞内
R5S

生物合成能力降低#含量下降)

#F!

*

'

本研究发现使用外源性
R5S

预处理可以减轻
A

"

Z

后的肝组织细胞损伤#降低血浆
'5O

和
'QO

水平#

并在远期起到保护肝组织作用#减少肝细胞凋亡'

机制研究显示#

R5S

预处理能增加再灌注早期肝线

粒体
KZK

#抑制
6DOD

开放'我们认为该作用可能

与
R5S

的强还原性特性(减少了活性氧$

1+)(7-:+

/_

8N

+2;

H

+(-+;

#

Z@5

%等过氧化物的产生(阻断了

6DOD

开放的瀑布级联#从而进一步抑制了后续的

线粒体相关细胞坏死和凋亡有关'

+

!"%#

+
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第
#!

期
=

蔡林林#等
=

还原型谷胱甘肽保护线粒体并减轻大鼠肝脏缺血再灌注损伤

线粒体是真核生物进行氧化代谢的部位#在维

持组织器官功能稳定及细胞结构完整中起到至关重

要的作用)

E

*

'

A

"

Z

时#由于细胞外
K)

!h超载(氧化应

激反应产物增加#线粒体外膜对蛋白质的通透性增

高#以致可溶性的膜间蛋白从线粒体释放出来&同时

线粒体内膜的膜电位下降)

GF##

*

#导致线粒体膜通透

性改变#直接引发线粒体破坏#细胞坏死#同时诱导

T(3F!

及
K);

H

);+

家族活化#引起细胞凋亡的级联反

应#并导致细胞凋亡)

#!F#%

*

'因此#稳定线粒体膜电

位(保护线粒体功能(抑制线粒体参与的细胞坏死和

凋亡途径能有效改善
A

"

Z

损伤)

EF#%

*

'结合我们以往

的研究发现#

A

"

Z

损伤后#由于
Z@5

产生增加#对氧

化反应十分敏感的线粒体膜通透性升高#线粒体功

能受损#并进一步诱发细胞凋亡#加重细胞损伤)

#C

*

'

因此#理论上采用抗氧化药物直接抑制
Z@5

产生可

以有效改善线粒体功能'

R5S

是一种强还原剂#可

以减少体内
Z@5

和超氧化物歧化酶的产生)

#$

*

#本

研究进一步证实了
R5S

通过抑制
6DOD

开放引起

的细胞坏死和凋亡#从而起到肝保护作用'本实验

结果为临床肝切除或肝移植手术中使用
R5S

进行

肝保护提供了理论依据'
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