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脂多糖诱导脓毒症大鼠远期脑线粒体损伤的初步研究

吕娟娟　陈志江　项丹　郑贵浪　王斌　陶少华　谢美燕　刘翠　黄锦达　曾其毅

（南方医科大学珠江医院儿科，广东 广州　510282）

［摘要］　目的　初步探讨脓毒症大鼠远期脑线粒体结构和功能损伤。方法　将 Wistar 大鼠随机分为对照

组和脓毒症组，通过腹腔注射革兰阴性菌脂多糖（LPS，10 mg/kg）建立脓毒症大鼠模型并进行生存率实验。脓

毒症组大鼠分别在腹腔注射革兰阴性菌 LPS 后 12、24、48 和 72 h 各处死 8 只，对照组大鼠（n=8）在给予等量

生理盐水腹腔注射后处死，取脑组织提取线粒体。通过流式细胞仪检测线粒体膜电位（MMP）及线粒体肿胀度，

使用试剂盒检测呼吸链复合物酶（Ⅰ ~ Ⅴ）活性。通过苏木精 - 伊红（HE）染色及电镜观察脑组织和线粒体形

态学变化。结果　脓毒症组较对照组生存率明显下降（P<0.01）。脓毒症组 MMP 和呼吸链复合物酶（Ⅰ ~ Ⅴ）

活性较对照组明显下降（P<0.05），48 h 降至最低，72 h 部分恢复；脓毒症组线粒体肿胀度较对照组明显升高

（P<0.05），48 h 达到峰值，72 h 部分恢复；HE 染色可见脑组织结构明显破坏，同时电镜结果观察到线粒体肿胀，

少量线粒体出现“空泡样变”。结论　在 LPS 诱导脓毒症大鼠模型中，脑线粒体结构和功能均受损，损伤高峰

可能发生在 48 h 左右。                                                                   ［中国当代儿科杂志，2015，17（8）：859-863］
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A preliminary study of long-term mitochondrial dysfunction in rat brain caused by 
lipopolysaccharide-induced sepsis
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Abstract: Objective    To preliminarily investigate the long-term structural and functional injuries of mitochondria 
in rat brain caused by sepsis. Methods    Wistar rats were randomly assigned into sepsis and control groups. A rat 
model of sepsis was prepared by an intraperitoneal injection of 10 mg/kg lipopolysaccharide (LPS) of gram-negative 
bacteria, and the survival assay was performed. Eight rats in the sepsis group were sacrificed at 12, 24, 48, or 72 
hours after LPS injection, while rats in the control group were sacrificed after an intraperitoneal injection of an equal 
volume of normal saline. Mitochondria were extracted from rat brain tissue. Mitochondrial membrane potential (MMP) 
and mitochondrial swelling level were determined by flow cytometry, and the activities of electron transport chain 
complexes (I-V) were measured using enzyme assay kits. Hematoxylin-eosin (HE) staining and electron microscopy 
were used to observe morphological changes in brain tissue and mitochondria. Results    The sepsis group had a 
significantly lower survival rate than the control group (P<0.01). The MMP and activities of electron transport chain 
complexes (I-V) in the sepsis group, which were significantly lower than those in the control group (P<0.05), were 
reduced to the lowest levels at 48 hours and partially recovered at 72 hours. The mitochondrial swelling level in the 
sepsis group, which was significantly higher than that in the control group (P<0.05), increased to the peak level at 48 
hours and partially recovered at 72 hours. Hematoxylin and Eosin staining revealed substantial damages in the structure 
of brain tissue, and electron microscopy showed mitochondrial swelling, and vacuolization in a few mitochondria. 
Conclusions    In the rat model of LPS-induced sepsis, both structural and functional injuries are found in cerebral 
mitochondria, and achieve the peak levels probably at around 48 hours. [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(8): 859-863]
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脓毒症定义为感染引起的全身炎症反应综合

征，证实有细菌存在或有高度可疑的感染灶 [1]。流

行病学调查研究发现所有住院病人中发生脓毒症

的比例为 2%，而 ICU 中的病人出现脓毒症的比例

高达 75%[2]。脓毒症相关性脑病（sepsis-associated 

encephalopathy, SAE）指的是缺乏中枢神经系统感

染的临床或实验室证据，由全身炎症反应引起的弥

漫性脑功能障碍 [3]。文献报道有 50%~70% 的脓毒

症患者发生 SAE[4]，是脓毒症最常见的并发症 [5]。

SAE 是影响脓毒症患者预后的独立因素，SAE 越严

重，病死率就越高 [6]。如不能早期发现和及时治疗

SAE 患者，即使患者存活，也会遗留不同程度的认

知障碍 [7]，出现抑郁、焦虑和创伤后应激综合征的

风险也很高 [8]。因此，更好地了解 SAE 的发病机制，

并努力研究相应的治疗方案，对提高 SAE 患者的

脑功能恢复及减少病死率有极其重要的作用。

儿童脓毒症的发病率和病死率都很高 [9]。根

据一项流行病学调查显示，美国每年新增儿童脓

毒症病例超过 42 000 例，大约 4 400 例死亡，病死

率为 10.3%，且每年的花费高达 19.7 亿美元 [10]。

另外一项研究发现，44% 的脓毒症儿童认知评分

低于正常儿童 25 个百分点，而 14% 的儿童需要进

入特殊学校进行学习 [11]。脓毒症目前的治疗依赖

于早期对脓毒血症积极合理的整体治疗。袁远宏

等 [12] 研究发现，连续血液净化可以提高严重脓毒

症患儿受抑制的免疫功能，改善患儿预后，这可

能是将来脓毒症治疗的方向之一。

大量的研究表明，线粒体功能障碍、氧化应激、

血脑屏障的破坏和神经递质的失衡等与 SAE 密切

相关 [5]。尽管现在有很多人研究脑病中线粒体功能

变化，但是很少对脓毒症诱导的远期脑线粒体功

能障碍进行系统研究 [13]。因此，在本项研究中，

我们建立脓毒症模型，通过观察脑线粒体结构和

功能变化的指标，探讨线粒体受损情况。

1　材料与方法

1.1　实验动物及分组

将 SPF 级雄性 Wistar 大鼠（南方医科大学实

验动物中心提供）体重 250~300 g，随机分为对照

组和脓毒症组。通过腹腔注射革兰阴性菌脂多糖

（lipopolysaccharide, LPS）10 mg/kg 建立脓毒症大鼠

动物模型 [14]。分别在腹腔注射革兰阴性菌 LPS 后

12、24、48 和 72 h 各处死 8 只大鼠，取脑组织备用。

对照组（n=8）给予相应体积生理盐水腹腔注射后

处死，取脑组织作为对照组备用。

1.2　主要试剂与仪器

革 兰 阴 性 菌 LPS（Escherichia coli 0111:B4）

购于 Sigma 公司；线粒体分离使用线粒体 / 胞浆

制备试剂盒（普利莱基因技术有限公司）；呼吸

链复合物酶（Ⅰ ~ Ⅴ）活性检测试剂盒购于美国

Genmed Scientifics 公司；荧光染料四乙基苯并咪唑

基羰化青碘（JC-1）购于海门碧云天生物技术研

究所；FACSAria 流式细胞仪（美国 BD 公司），

ND1000 酶标仪（NanoDrop 公司）。

1.3　生存率观察记录

50 只 SPF 级 Wistar 雄 性 大 鼠， 适 应 性 喂 养

1 周，剔除行动欠活跃，毛发光泽度差的大鼠 10 只。

按随机数字表法分为对照组和脓毒症组，每组 20

只，模型制作如前所述。观察记录两组大鼠从造

模到造模后 7 d 的生存情况。

1.4　大鼠脑线粒体的提取

按照线粒体 / 胞浆制备试剂盒说明书步骤提

取线粒体。将 200 mg 脑组织剪碎后加入 1.5 mL 预

冷的 Mito solution，上下研磨组织 20 次，匀浆液 4℃

差速离心后，线粒体沉淀在管底。使用 RIPA 裂解

缓冲液裂解线粒体，BCA 法测定蛋白浓度后备用。

1.5　大鼠脑线粒体膜电位及线粒体肿胀度检测

JC-1 为亲脂性阳离子荧光染料，可特异性

聚集于有活性的线粒体内，是一种广泛用于检测

线粒体膜电位的理想荧光探针。向 0.9 mL 5 倍稀

释的 JC-1 染色工作液中加入 0.1 mL 总蛋白量为

50 µg 纯化的线粒体，室温反应 10 min 后放入流式

细胞仪，采用常规的绿色荧光（FITC-H）和红色

荧光（PI-H）进行检测。以红色荧光强度 / 绿色荧

光强度计算膜电位，以前向角和侧向角平均荧光

强度的比值（FSC/SSC）表示线粒体肿胀度 [15]。

1.6　大鼠脑线粒体呼吸链复合物酶活性测定

提取的脑组织线粒体，使用超声破碎线粒体

膜。根据 BCA 法测定蛋白质浓度，调整线粒体蛋

白浓度至 100 μg/mL，按照呼吸链复合物酶活性检

测试剂盒说明进行操作。酶标仪上设置不同的检

测波长读出 OD 值，根据公式计算出酶活性。

1.7　大鼠脑组织形态学及线粒体超微结构观察

大鼠麻醉后固定，迅速打开胸腔，剪开右心耳，

自左心室灌注 200 mL PBS 后再断头取脑。左侧大脑
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皮质脑组织切成约 4 mm 厚度的小块后，浸于 10%

多聚甲醛固定过夜，经常规脱水、透明、浸蜡、包埋、

切片、脱蜡、苏木素 - 伊红（HE）染色、透明处

理封片后，在普通光镜下观察脑组织病理变化情况。

右侧大脑皮质脑组织切成约 1 mm3 大小，置于 2.5%

戊二醛中固定后经锇酸后固定、脱水、包埋、切片、

染色，透射电镜下观察线粒体超微结构。

1.8　统计学分析

使用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行分析，计

量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多样本间

均数的比较采用单因素方差分析，并用 Tukey 法

进行组间两两比较；使用 Kaplan-Meier 法进行生存

率分析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　生存率分析

使用 Kaplan-Meier 法进行生存率分析，对照

组生存率为 100%，脓毒症组 12 h 生存率为 80%，

24 h 生存率为 50%，48 h 生存率为 45%，3 d 生存

率为 45%，7 d 生存率为 45%。采用 log rank 检验，

脓毒症组和对照组生存率比较差异有统计学意义

（P<0.01）。见图 1。

2.2　线粒体膜电位检测结果

脓毒症组大鼠脑线粒体膜电位从 12 h 开始下

降，48 h 降至最低，与对照组相比，差异有统计

学意义（P<0.05），72 h 线粒体膜电位部分恢复，

与 48 h 组相比差异有统计学意义（P<0.05），但

仍然低于对照组（P<0.05）。见表 1。

2.3　线粒体肿胀度检测结果

脓毒症组大鼠脑线粒体肿胀度从 12 h 开始上

升，48 h 升至最高，与对照组相比，差异有统计

学意义（P<0.05），72 h 线粒体肿胀度下降，与

48 h 组相比差异有统计学意义（P<0.05），但仍然

高于对照组（P<0.05）。见表 1。

2.4　线粒体呼吸链复合物酶（Ⅰ ~ Ⅴ）活性改变

脓 毒 症 组 大 鼠 脑 线 粒 体 呼 吸 链 复 合 物 酶

（Ⅰ ~ Ⅴ）活性的变化趋势基本一致，从 12 h 开

始下降，48 h 降至最低，与对照组相比，差异有

统计学意义（P<0.05），72 h 酶活性部分恢复，与

48 h 组相比差异有统计学意义（P<0.05），但仍然

低于对照组（P<0.05）。见表 2。

表 1　各组线粒体膜电位和线粒体肿胀度检测结果比较

（x±s）

组别 n 线粒体膜电位 线粒体肿胀度

对照组 8 1.48±0.13 0.86±0.04

脓毒症组

12 h 8 0.92±0.04a 1.24±0.04a

24 h 8 0.54±0.32a 1.29±0.03a

48 h 8 0.18±0.09a 1.68±0.29a

72 h 8 0.76±0.29a,b 1.23±0.02a,b

F 值 16.537 14.029

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示与对照组相比，P<0.05；b 示与脓毒症组 48 h 相比，
P<0.05。

图 1　脓毒症大鼠生存率曲线

2.5　脑组织光镜检查结果

对照组大鼠脑组织经石蜡切片 HE 染色后，

光镜下可见对照组大鼠脑组织结构清晰完整，神

经细胞密集，排列整齐，神经元胞浆丰富，淡染，

胞核居中，核仁清楚；正常胶质细胞结构完整，

排列紧密，核仁清晰，胞浆无红染，细胞周围间

隙致密无水肿。脓毒症组大鼠脑组织出现损伤性

改变，神经元数量减少，神经元胞浆及胞膜形态

不规则，边界不清，核固缩，部分神经元细胞出

现空泡变性；小胶质细胞增生，可见胶质细胞结节，

神经元、胶质细胞的细胞间隙和小血管周围间隙

显著增宽。见图 2。

2.6　线粒体超微结构观察结果

电镜下观察对照组脑组织线粒体形态大致正

常，边界清楚，基质均匀，线粒体嵴致密。脓毒

症组可见线粒体肿胀明显，边界模糊不清，部分

膜发生破裂，基质密度降低，线粒体嵴疏松溶解，
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部分线粒体嵴断裂，出现“同心圆”变，少量线 粒体出现“空泡样变”。见图 3。

图 3　 大 鼠 脑 组 织 线 粒 体 透 射 电 镜 扫 描 结 果 图
（×30 000）　　A 为对照组大鼠脑组织线粒体电镜图，B、C、D

分别为脓毒症组腹腔注射 LPS 12、24、48 h 后。M 代表线粒体，

N 代表细胞核。对照组脑组织线粒体形态大致正常，而脓毒症组

可见线粒体肿胀明显，出现“同心圆”变（红色箭头所示），少

量线粒体出现“空泡样变”（蓝色箭头所示）。

图 2　大鼠脑组织光镜下观察结果（苏木精 - 伊红染色，

×400）　　A：对照组脑组织结构清晰完整，神经细胞及胶质细

胞排列紧密。B~D 均为脓毒症组腹腔注射 LPS 48 h 后，神经元胞

浆及胞膜形态不规则，边界不清，核固缩（B），部分神经元细胞

出现空泡样变（C）；神经元、胶质细胞的细胞间隙和小血管周围

间隙显著增宽（D）。红色染色为胞浆，蓝色染色为细胞核。

A A B

C D

B

C D

表 2　呼吸链复合物酶（Ⅰ ~ Ⅴ）活性检测结果　（x±s）

组别 n
呼吸酶链复合物

Ⅰ
[μmol NADH/(min·mg)]

Ⅱ
[μmol DCPIP/(min·mg)]

Ⅲ
[μmol CoQH2/(min·mg)]

Ⅳ
[μmol Cyt C/(min·mg)]

Ⅴ
[μmol NADH/(min·mg)]

对照组 8 6.19±0.14 3.87±0.32 5.77±0.13 9.02±0.32 10.50±0.79

脓毒症组

12 h 8 4.88±0.17a 3.36±0.17a 4.76±0.12a 7.03±0.21a 8.15±0.29a

24 h 8 2.92±0.28a 2.24±0.06a 2.90±0.12a 5.74±0.57a 6.01±0.56a

48 h 8 1.23±0.14a 1.10±0.13a 1.87±0.13a 4.05±0.83a 3.56±0.35a

72 h 8 3.12±0.14a,b 2.45±0.14a,b 4.05±0.17a,b 5.80±0.50a,b 5.40±0.82a,b

F 值 328.866 102.345 383.224 35.974 59.096

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与对照组相比，P<0.05；b 示与脓毒症组 48 h 相比，P<0.05。

3　讨论

大量的研究表明，氧化应激、能量代谢及

线粒体功能障碍在脓毒症相关性脑病中起重要作

用 [16]。因此，在本项研究中，我们建立脓毒症模型，

通过检测大鼠脑组织线粒体膜电位的变化及线粒

体呼吸链复合物酶（I-V）活性，反应线粒体功能

受损情况。结果提示鼠脑线粒体功能损伤进展迅

速，膜电位和线粒体呼吸链复合物酶（I-V）活

性 12 h 已经明显下降，48 h 降至最低值，72 h 部

分恢复。本研究中脓毒症组 12 h 生存率为 80%，

24 h 生存率为 50%，48 h 生存率为 45%，3 d 生存

率为 45%，7 d 生存率为 45%，与文献报道类似 [7]，

说明 48 h 后未再出现大鼠的死亡，与线粒体功能

损害的时间相同，提示脓毒症时脑线粒体功能明

显受损，48 h 是病变的转折点，恢复需要一个过

程。线粒体呼吸链复合物酶活性的抑制，尤其是

复合物 I，是脓毒症线粒体功能障碍的标志物 [17]。

Comim 等 [18] 研究发现鼠脑线粒体呼吸链复合物 I

的活性在脓毒症时会下降，其他研究中还发现呼

吸链复合物 IV 的活性也受到抑制 [19]。我们的研究

得到了类似的结果。而另外一项研究 [20] 发现诱导
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脓毒症后 10 d，前脑皮质的呼吸链复合物酶 II、III

和 IV 的活性上调了。这些矛盾的结果可能与实验

的设计、动物模型、组织和时间点的选择等有关系。

脓毒症时线粒体膜电位下降，伴随线粒体呼

吸链复合物酶活性降低，会导致 ATP 生成下降，

进而不足以维持线粒体的正常结构；同时，线粒

体膜电位的下降与线粒体通透性转换孔的开放以

及凋亡有直接的关系，可引起线粒体肿胀，加重

线粒体功能障碍并导致线粒体出现结构损伤 [21]。

通过流式细胞仪检测线粒体肿胀度，我们发现脓

毒症时线粒体明显肿胀，48 h 最明显。大鼠脑组

织形态学的研究也得到与之相符的结果，病理切

片证实脑组织结构受到破坏，电镜结果直观的显

示出线粒体形态出现明显的变化。脓毒症动物模

型中肠内皮细胞，肝细胞以及心肌细胞的线粒体

电镜检查也有类似的发现 [19,22-23]。

总之，本研究中我们通过建立脓毒症模型，

发现脓毒症大鼠脑组织线粒体结构和功能均明显

受损，且损伤的高峰可能发生在 48 h 左右。未来

的研究将专注于脓毒症早期导致脑线粒体功能障

碍的原因，从而发现脓毒症相关性脑病新的机制，

为发展更加有效的治疗方向提供理论支持。
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