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【摘 要】 目的：定量分析大鼠失血性休克肠上皮细胞线粒体形态与功能的改变，探讨失血性休克缺血缺氧时肠上

皮细胞线粒体结构和功能的改变。方法：#$%&’(大鼠随机分为对照组、失血性休克")和*)组，采用电镜观察、生物体视

学测量线粒体形态，用+,’(-氧电极测线粒体呼吸功能。结果：失血性休克")组线粒体平均截面周长、长径、平均直径及

其面密度、体密度分别较对照组增加"./、"0/、"*/、"1/、../，失血性休克*)组则分别较对照组增加.*/、.*/、

.*/、.0/、!""/。休克*)组与对照组比较，平均截面积增加!22/，比表面和数密度分别下降3"/、"./，嵴和基质

破坏明显。休克")线粒体呼吸控制率（4+4）已下降，休克*)组线粒体呼吸控制率与对照组比较减少"156/。7!8值三

组无改变。结论：失血性休克时大鼠肠上皮细胞线粒体形态发生显著改变：表现为肿胀，嵴和基质破坏，数量减少。4+4
值失血性休克")开始降低。7!8值变化不明显。
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失血性休克（以下简称休克）是临床较常见的

危重症之一。能量代谢障碍，线粒体损伤是休克的

重要成因。本实验通过计量电镜观察大鼠休克时肠

上皮细胞线粒体形态，进行生物体视学定量分析和

测定线粒体呼吸功能，探讨能量代谢障碍的形态学

基础及其在休克发生发展时的作用。

一、材料与方法

健康#$%&’(大鼠!"只，随机分为三组（!）对

照组；（"）休克")组；（3）休克*)组；动物禁食

过夜，3/戊巴比妥钠!G,!-E腹腔麻醉，行右股动

脉插管，供观察动脉血压和放血处理。休克")组
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!"分钟内快速放血使血压降至#$%&’(（)"**+,），

维持低血压&-；休克#-组同上，维持低血压&-后

观察%-。对照组除不放血其余处理相同。

!$电镜标本制备［!］：分别于休克前，休克&-
及#-后活杀，取回肠（距回盲部!&.*）#.*，纵

行剪开肠管，迅速置于)/等渗盐水中漂洗，切成

01%1&**% 小条，用%2戊二醛固修块，"$!3
456漂洗，!2饿酸后固定，饱和醋酸铀过夜，系

列酒精丙酮脱水，环氧丙烷置换，环氧树脂7!8包

埋，9:5;<=>型超薄切片机切片，+?#""型电镜

观察。切片标本在放大&万倍时按一定顺序随机拍

摄小肠上皮细胞微绒毛以下，核以上区域的底片，

每张切片摄片#张。

&$形态特征参数及分析方法［&］：使用北京航

空航天大学图像中心研制的@3&"""5病理图像分

析系统显示如下参数：线粒体面积、周长、长径、

短径、平均 直 径、体 密 度（AB）、面 密 度（6B）、

数密 度，再 利 用 推 导 公 式 算 出 比 表 面（!C6D"
AD）。（其中比例尺"$""7、单位#*、统计场面积

!)$&&#*
&、组织切片厚度"$"##*、组织收缩系数

!$""）。

%$线粒体制备：另&!只 EFGH>=大鼠分组同

上，动物分别于休克前，休克&-，休克#-活杀制

备线粒体。线粒体制备按5IJIK>方法改进［%］。取

7".*小肠，用%"*L冷"$"!3456冲洗肠内容物，

翻转，暴 露 肠 粘 膜，刮 取 肠 上 皮 细 胞，置 于 冷

"$"!3456、!"*3MNOP中轻吹 分 散，稀 释 到

#"*L，%#""=(*&$#*FQ，弃上清液，沉淀用分离

介质（介质组成："$&#3蔗糖，"$"!3O=FG缓冲

液，&*3MROP，(+0$)）%#""=(*&$#*FQ洗两次。

放入带冰渣的分离介质匀浆（#下#上）后，稀释

到#"*L。!0""=(*!"*FQ收 集 上 清 液!"#""=(*
8*FQ，弃上清液，沉淀于"$&#3蔗糖液（"$&#3
蔗糖，!"*3O=FG，(+0$)，与最初体积相同）中

悬浮，!""""=(*8*FQ；沉淀悬浮在!$#*L分离介

质中，S<LLFQ—酚法定线粒体蛋白浓度为7*,"*L。

以上离心和操作温度均为"?)/，电镜鉴定为结

构完整的线粒体。

)$@L>=’电极测线粒体呼吸功能［%］：反应介质

组成：&#*3蔗糖，0#*3甘露醇，!""*3:@L，

!"*3:&+4T)，!"*3O=FG，!*3MROP，"$!2

5MP（小牛血清白蛋白），(+0$#反应体积!$7*L
测定温度%"/，加入!$&*,线粒体蛋白，以琥珀

酸钠（终浓度!"*3）为底物，反应!分钟后，加

入)""Q*<LPN4，在%"77型水平台式记录仪上记

录线粒体的氧化还原反应曲线，测定U@U（呼吸

控制率）和4"T值。

#$统计学处理：数据均以均值V标准差（DV
G）表示，采用方差分析及H检验。

二、结果

!$休克不同时相肠上皮细胞线粒体形态的定

量分析（见表!）

表! 失血性休克不同时相线粒体形态特征参数（DVG QC&"）

对照组 休克&小时 休克#小时

面积（#*&） "$!WV"$!" "$&#V"$"W "$%8V"$!0!! "

周长（#*） !$7WV"$%% &$!V"$)%! &$)#V"$#%!! "

长径（#*） "$7)V"$!& "$8!V"$!8!! "$W%V"$&!!!

短径（#*） "$%)V"$!" "$)!V"$!! "$#!V"$!!!! "

平均直径（#*） "$#!V"$!" "$7)V"$!&!! "$0)V"$!7!! "

面密度（#*!） !$!!V"$&% !$)"V"$%"! !$7%V"$%W!! ""

体密度（2） "$"WV"$") "$!%V"$"#! "$&"V"$!"!! "

比表面（#*!） !%$!%V&$7# !!$&WV&$&7! 8$W8V!$08!! "

数密度（#*%） !$00V"$)! !$#0V"$)% !$%#V"$)%!

注：!(#"$"#，!!#"$"!与正常组比较；"(#"$"#，" "(#"$"!与休克&小时组比较
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电镜观察可见休克!小时后，线粒体肿胀，外

膜尚完整，部分线粒体嵴紊乱，有髓样小体、小空

泡形成。休克"小时后，线粒体显著肿胀，体积增

大，个别线粒体呈球形。线粒体嵴不规则、溶解、

断裂和消失，在有嵴存在的线粒体，嵴内腔扩大较

!小时重，可见较大空泡形成。此时线粒体数量也

明显减少。

运用线粒体形态定量分析（如表#），结果表

明，休克!$，"$不同时相组肠上皮细胞线粒体平

均截面周长、长径、短径、平均直径及其面密度、

体密度与对照组比较均有显著性改变。休克两小

时，平均截面周长、长径、平均直径及其面密度、

体密 度 分 别 较 对 照 组 增 加!%&、!’&、!"&、

!(&、%%&，休克"小时，平均截面面积、周长、

长径、短径、平均直径及其面密度、体密度分别较

对 照 组 增 加 #))&、%"&、%"&、")&、%"&、

%’&、#!!&，其中平均截面面积、周长、短径、

平均直径及其面密度、体密度与休克两小时组比较

也有显著性改变。休克!小时组线粒体数密度与正

常组比较无显著性差异，但比表面差异显著，即下

降#%&。休克"小时组线粒体比表面和数密度与

对照组比较显著减少，即分别下降*!&、!%&，

比表面与休克!小时组比较也有显著性改变。结果

说明随着缺血缺氧休克时间的延长，肠上皮细胞线

粒体损伤加重，线粒体数量减少，比表面下降，线

粒体体积增大，线粒体肿胀。

!+不同休克时相线粒体呼吸功能改变（见表

!）

表! 失血性休克不同时相对线粒体呼吸功能影响（,-. /01）

对照组 休克!小时组 休克"小时组

232 %+"%-)+" *+’*-)+##!! *+*!-)+%#!! "

4!5 *+*(-)+(( *+*’-)+*# *+*#-)+1%

!!6#)+)#与对照组比。"6#)+)"与休克!小时组比较

从表!可以看出，休克!$、"$组线粒体呼吸

控制比率（232）与对照组比较均有显著性改变，

休克!$、"$组线粒体呼吸控制比与对照组比较分

别下降#’+1&、!(+7&，休克"$组较休克!$组

下降##&。4!5比值无显著变化。

三、讨论

休克时，肠道严重缺血缺氧，屏障功能降低，

内毒素及肠道细菌转位入血，作用于38#%9细胞，

引起全身炎症反应综合症，并最终使休克进入难治

期。线粒体结构功能的改变是休克时缺血缺氧性细

胞损伤的重要原因。

本实验定量说明了休克缺血缺氧时肠上皮细胞

线粒体肿胀发展较快，嵴和基质破坏明显，数量有

所减少。这是线粒体功能障碍的形态学基础。呼吸

控制率是表达线粒体功能最灵敏的指标［%］。休克!
小时后，线粒体呼吸控制率已开始下降，至休克"
小时已下降*!&，说明线粒体状态已明显改变，

合成:;4能力下降。

线粒体为细胞能量代谢的重要细胞器，三羧酸

循环位于基质内，电子传递链和氧化磷酸化的部位

在内膜，两者紧密相连。线粒体的这种结构与其呼

吸功能及能量合成功能密切相关。嵴和基质的破

坏，引起线粒体三羧酸循环运转速度减慢，:;4
合成酶数量减少，电子传递受阻，氧摄取更困难，

加上基质内6<改变，这些因素都影响了线粒体合

成:;4的功能。

休克缺血缺氧线粒体结构与功能损害的原因可

能与代谢异常，氧化应激及4=:! 激活有关。缺血

缺氧时线粒体脂肪代谢受阻，长链脂酰辅酶:与

脂酰肉碱积聚，可能通过抑制线粒体>:;4通道

降低其自我保护能力，参与缺血性细胞损害［"］。同

时，复合体?与辅酶@两位点“电子漏”增加，

使氧自由基生成大量增加，导致线粒体自身氧化应

激。线粒体心磷脂的过氧化可导致细胞色素3氧

化酶、A)A#—:;4B.C的活性降低。氧自由基或长

时间缺血缺氧直接激活线粒体4=:!，降解膜脂

质，使线粒体结构受损，一方面导致其渗透压调节

能力下降，另一方面导致细胞色素3“漏出”，降

低呼吸功能，甚至可激活凋亡级联使细胞发生凋
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亡［!］。肠上皮细胞凋亡在体克后期发展中起着重要

作用。

线粒体对缺氧非常敏感，而且稍长时间缺血即

可造成不可逆损伤［"］，是细胞损伤时最早累及的细

胞器之一，因此是细胞保护的重点。保护线粒体，

消除细胞内能量代谢障碍，可减轻细胞损伤。预防

休克后肠屏障功能破坏及继发的脓毒血症、#$%&
有重要意义。
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国家发布《科学技术评价办法》（试行）

本刊讯：为加强科学技术评价工作、建立健全科学技术评价机制、正确引导科学技术工

作健康发展，增强我国科学技术持续创新能力，提高我国科学技术的实力和水平，根据科学

技术部、教育部、中国科学院、中国工程院、国家自然科学基金委员会联合发布的《关于改

进科学技术评价工作的决定》和国家有关法律法规，制定了《科学技术评价办法》（试行）。

本《办法》共’1章!0条，对评价程序和要求、评价专家遴选、科学技术计划评价、科

学技术项目评价、研究与发展机构评价、科学技术成果评价、法律责任等进行了说明和明确

规定，是保证评价活动在公平、公正、公开的原则下，依据客观事实作出科学评价的法规性

文件。
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