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线粒体靶向抗氧化剂 ＳＳ － ３１ 对脓毒症小鼠模型急性肝损伤的影响

满明银，李娜娜，卜　 月，于凯江
哈尔滨医科大学附属第一医院重症医学科，哈尔滨１５００００

摘要：目的　 探究线粒体靶向抗氧化剂 ＳＳ － ３１ 对脓毒症小鼠模型急性肝损伤的作用。 方法　 将 ２４ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ成年雄性小
鼠随机分为 ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１ 组、脂多糖（ＬＰＳ）组（脓毒症组）、ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１ 组，每组 ６ 只。 小鼠腹腔注射 ＬＰＳ（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）
制备脓毒症急性肝损伤模型或对照组腹腔注射等体积 ＰＢＳ液，继之腹腔注射 ＳＳ － ３１（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）进行治疗或对照组腹腔注射等体积
生理盐水， １２ ｈ后 ＥＬＩＳＡ法检测 ＡＬＴ、ＡＳＴ、活性氧（ＲＯＳ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、ＴＮＦα、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６ 水平，ＨＥ 染色观察肝脏组
织病理学。 计量资料多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 ＬＳＤ － ｔ 检验。 结果　 与 ＬＰＳ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１ 组
小鼠血清中 ＡＬＴ［（１４０． ０５ ± １２． ２２） Ｕ ／ Ｌ ｖｓ （１０２． ６４ ± ８． ７５）Ｕ ／ Ｌ］、ＡＳＴ［（８０． ２２ ± ４． ７１）Ｕ ／ Ｌ ｖｓ （６９． ２６ ± ５． ３７）Ｕ ／ Ｌ］，以及肝组织
中 ＲＯＳ［（１ ０３０． ２１ ± １１５． ８７） ｐｇ ／ ｍＬ ｖｓ （８４７． ８４ ± ６３． ６５） ｐｇ ／ ｍＬ］、ＴＮＦα［（７６７． １８ ± ６０． ６０） ｎｇ ／ ｍＬ ｖｓ （６９８． ８９ ± １６． ９９） ｎｇ ／ ｍＬ］、
ＩＬ － １β［（２９． ９７ ± １． ３７） ｎｇ ／ ｍＬ ｖｓ （２６． ７０ ± ３． ０９） ｎｇ ／ ｍＬ］、ＩＬ － ６［（５９． １３ ± ７． ０９） ｐｇ ／ ｍＬ ｖｓ （４９． ２９ ± ３． ４１） ｐｇ ／ ｍＬ）］均显著降低
（Ｐ值均 ＜ ０． ０５）；与 ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ 组小鼠肝组织切片 ＨＥ染色显示出肝小叶结构破坏、炎性细胞浸润、细胞间隙模糊、肝细胞
肿胀； ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１ 组炎性细胞浸润减少，肝细胞肿胀减轻。 结论　 线粒体靶向抗氧化剂 ＳＳ － ３１ 可降低 ＲＯＳ 水平，下调脓毒症时
高表达的炎性因子，减轻小鼠脓毒症相关急性肝损伤。
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　 　 脓毒症是严重感染引起的宿主反应失调导致的致命
性器官功能障碍［１］。２０１６年的一项荟萃分析［２］显示，每
年可能有５３０万人因脓毒症而死亡。导致脓毒症患者死
亡的主要原因是多器官衰竭。肝脏具有解毒、代谢、合
成、分泌等重要功能，对于维持人体生理稳态具有重要作
用［３］。肝脏也是人体重要的免疫器官［４］，是脓毒症最易
损伤的器官之一［５］。研究［６］表明，脓毒症相关肝损伤发
病率为３４． ７％。相关研究［７］认为，肝脏的损伤常发生在
脓毒症早期。脓毒症相关肝损伤按照发病机制可分为原
发性和继发性，继发性肝损伤为促炎因子及活性氧自由
基（ＲＯＳ）等所致损伤［８］。

ＳＳ － ３１（在文献中也被称为Ｅｌａｍｉｐｒｅｔｉｄｅ，ＭＴＰ －
１３１，ＢｅｎｄａｖｉａＴＭ）是一种水溶性、芳香阳离子线粒体靶向
四肽。近年来在不同病因引起的线粒体功能障碍的相关
研究［９ － １２］中，ＳＳ － ３１被证明可在包括肾脏、脑、心脏和
骨骼肌在内的多个器官中改善线粒体功能，抑制线粒体
ＲＯＳ的产生、降低促炎介质水平。但目前尚未有ＳＳ － ３１
在脓毒症相关急性肝损伤中的研究，尚不清楚其能否减
轻脓毒症相关肝损伤。

本实验通过观察ＳＳ － ３１能否减少脓毒症小鼠氧自
由基的释放及促炎因子的产生，从而对脓毒症相关急性
肝损伤起到抗炎、抗氧化的保护作用，进而为脓毒症肝损
伤的防治提供新的治疗靶点及靶向治疗药物。
１　 材料与方法
１． １　 材料
１． １． １　 实验动物　 选用６ ～ ８周龄ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ雄
性小鼠（北京维通利华实验动物技术有限公司），体质量
１９ ～ ２３ ｇ。实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６ －
００１１；实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（黑）２０２１ － ００４。
１． １． ２　 主要仪器和试剂　 微量冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司），高速冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），－ ８０ ℃冰
箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），实验室纯水净化器（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司），精密电子天平（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ公司），多功
能酶标仪（美国ＭＤ ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５），小动物麻醉机（美国
Ｓｕｒｇｉｖｅｔ公司）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（江苏酶免实业有限公司），
ＰＢＳ １ ×（５００ ｍＬ）（美国ＳＩＧＭＡ公司），ＳＳ － ３１（杭州专肽
生物技术有限公司）。
１． ２　 模型制备
１． ２． １　 实验动物分组　 ２４只实验小鼠随机分为对照
组（ｃｏｎｔｒｏｌ组）、治疗药物组（ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组）、脓毒
症肝损伤组（ＬＰＳ组）、脓毒症肝损伤＋治疗药物组
（ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组），每组均为６只。
１． ２． ２　 模型建立　 实验小鼠在实验前１２ ｈ开始禁食，实
验前４ ｈ禁水。造模前各小鼠称重，ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｃｏｎｔｒｏｌ ＋
ＳＳ － ３１组小鼠按体质量给予１０ ｍＬ ／ ｋｇ的ＰＢＳ液腹腔注

射，ＬＰＳ组、ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠按体质量给予１０ ｍＬ ／ ｋｇ
的ＬＰＳ（ＰＢＳ液稀释至１ ｍｇ ／ ｍＬ）腹腔注射。继之ｃｏｎｔｒｏｌ
组、ＬＰＳ组小鼠按体质量给予生理盐水１０ ｍＬ ／ ｋｇ腹腔注
射，ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组、ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠给予ＳＳ － ３１
（生理盐水溶解至１ ｍｇ ／ ｍＬ）１０ ｍｇ ／ ｋｇ腹腔注射。注射
器为胰岛素针３０号５ ／ １６（０． ３ ｍｍ × ８ ｍｍ）。
１． ３　 取材
１． ３． １　 动物麻醉及取材准备　 ４组小鼠于模型建立１２ ｈ
后使用小动物麻醉机在小鼠活体状态下给予异氟烷实行
吸入麻醉。麻醉满意后，固定于仰卧位，于腹正中线行
１ ５ ～ ２． ０ ｃｍ的纵行切口，充分暴露胸腹部，取心腔血及
肝组织。
１． ３． ２　 血标本采集　 充分暴露胸部后，以１ ｍＬ注射器
缓慢抽血，收集血液试管为ＥＰ管（每管内预先加入１０ μＬ
肝素抗凝），血液收集完毕后混匀，置于冰盒中静置１５ ｍｉｎ
后，４ ℃条件下离心（４０００ ｒ ／ ｍｉｎ）５ ｍｉｎ，取上清液，分装做
好标记，－８０ ℃冰箱保存，待行血清肝功能检测。
１． ３． ３　 组织标本采集　 小鼠处死后，打开腹腔，游离并
取出肝脏，每只小鼠取出肝脏的左外侧叶置入４％多聚甲
醛溶液中固定４８ ｈ，然后进行石蜡包埋、切片，并行
ＨＥ染色，观察病理组织学改变；剩余肝脏组织保存
于－ ８０ ℃冰箱。
１． ４　 检测方法
１． ４． １　 小鼠血清指标检测　 取上清液，采用ＥＬＩＳＡ试剂
盒检测小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ的浓度值。依次将５组不
同浓度的标准品加入室温平衡２０ ｍｉｎ后酶标板中，将解
冻后的１０ μＬ待检样品和４０ μＬ样品稀释液先后加入预
先设计的待检样品孔中，除空白孔外，每孔加入由过氧化
物酶（ＨＲＰ）标记的抗体１００ μＬ，用封板膜封住反应孔，
３７ ℃恒温箱中孵育６０ ｍｉｎ。倒掉上层液体，拍干，用稀释
后的洗涤液反复洗板５次，在所有孔中先后加入底物Ａ、
Ｂ各５０ μＬ，３７ ℃避光孵育１５ ｍｉｎ。加入终止液５０ μＬ，
通过多功能酶标仪测定４５０ ｎｍ处吸光度值，再根据计算
公式得出实际样品浓度。操作严格按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书进行。
１． ４． ２　 小鼠肝脏病理切片　 小鼠肝脏组织浸泡于甲醛溶
液中固定４８ ｈ后，将肝脏组织进行修型，放置于石蜡包埋
盒中经过脱水、透明、浸蜡等过程，进行包埋。包埋后进行
组织切片，厚度为４ μｍ，将载有石蜡切片的载玻片置于
６０ ℃烤箱中烘烤２ ｈ，置于室温过夜。石蜡切片经脱蜡、组
织软化、苏木精染色、盐酸乙醇分化、伊红染色、脱水、透明
后封片。ＨＥ染色后切片于显微镜下观察其病理变化。
１． ４． ３　 ＥＬＩＳＡ法测定小鼠肝组织ＲＯＳ、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６、ＴＮＦα水平　 取０． １ ｇ肝组织，置
于冰上剪碎后置于ＥＰ管中，加入ＰＢＳ液９００ μＬ，充分研
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磨至组织匀浆，４ ℃条件下离心（３０００ ｒ ／ ｍｉｎ）２０ ｍｉｎ，取上
清液并做好标记，并使用ＥＬＩＳＡ试剂盒进行检测。检测
过程严格按照ＥＬＩＳＡ试剂盒检测方法及说明书进行。
１． ５　 伦理学审查　 本研究方案经由哈尔滨医科大学实
验动物伦理委员会审批，批号：２０２１０３７，符合实验室动物
管理与使用准则。
１． ６　 统计学方法　 采用ＳＰＳＳ ２５． ０统计学软件对数据进
行统计分析。计量资料以ｘ ± ｓ表示，多组间比较采用单
因素方差分析，进一步两两比较采用ＬＳＤ － ｔ检验。以
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 各组小鼠表现　 各组小鼠模型制备完成后１２ ｈ
观察各组小鼠状态。４组小鼠均无死亡，ｃｏｎｔｒｏｌ组及
ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠较造模前未见明显异常表现；
ＬＰＳ组及ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠出现不同程度的精神萎
靡、少动、蜷缩、毛发竖起、大便不成形等情况，其中
ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠上述异常表现程度较ＬＰＳ组轻。
各组间小鼠体质量比较，差异无统计学意义（表１）。
２． ２　 各组小鼠血清指标比较　 为检测ＳＳ － ３１能否减
轻脓毒症肝损伤，比较４组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水
平。与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水
平均显著升高（Ｐ值均＜ ０ ． ０５）；与ＬＰＳ组小鼠比较，
ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均显著降
低（Ｐ值均＜ ０ ． ０５）（表１）。
２． ３　 各组小鼠氧化应激指标比较　 为检测ＳＳ －３１能否减
轻脓毒症小鼠氧化应激，比较４组小鼠肝组织匀浆上清液中
ＲＯＳ、ＳＯＤ水平。与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组小鼠中ＲＯＳ、ＳＯＤ
水平显著改变（Ｐ值均＜ ０． ０５）；与ＬＰＳ组小鼠比较，ＬＰＳ ＋
ＳＳ －３１组小鼠中ＲＯＳ水平显著降低（Ｐ ＜０ ０５）（表１）。
２． ４　 各组小鼠炎性指标水平比较　 为检测ＳＳ － ３１能否
改变脓毒症小鼠肝组织中炎症介质水平，比较４组小鼠

肝组织匀浆上清液中ＴＮＦα、ＩＬ － １ β、ＩＬ － ６水平。与
ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＬＰＳ组小鼠中ＴＮＦα、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６水平
均显著升高（Ｐ值均＜ ０． ０５）；与ＬＰＳ组小鼠比较，
ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组小鼠中ＴＮＦα、ＩＬ － １β、ＩＬ － ６水平显著降
低（Ｐ值均＜ ０． ０５）（表１）。
２． ５　 各组小鼠肝组织病理切片比较　 与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
ＬＰＳ组小鼠肝组织切片ＨＥ染色显示出肝小叶结构破坏、
炎性细胞浸润、细胞间隙模糊、肝细胞肿胀；ＬＰＳ ＋ ＳＳ －
３１组炎性细胞浸润减少，肝细胞肿胀减轻（图１）。

注：ａ，ｃｏｎｔｒｏｌ组；ｂ，ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组；ｃ，ＬＰＳ组；ｄ，ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组。
图１　 肝组织病理切片（ＨＥ染色，× ４００）

３　 讨论
本实验采用小鼠动物模型，通过监测ＡＬＴ、ＡＳＴ来反

映不同组别脓毒症小鼠的肝损伤情况，并分别从氧化应
激、炎症反应、组织病理等多个角度进行分析，探讨线粒
体靶向肽ＳＳ － ３１对小鼠脓毒症肝损伤的作用。
　 　 脓毒症时易引起包括肝脏在内的多器官损伤，进一
步导致器官功能障碍甚至衰竭，在微观上线粒体是脓毒
症时易受损伤和出现功能障碍的细胞器，脓毒症所引起

表１　 ４组小鼠各指标比较
项目 ｃｏｎｔｒｏｌ组

（ｎ ＝ ６）
ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组

（ｎ ＝ ６）
ＬＰＳ组
（ｎ ＝ ６）

ＬＰＳ ＋ ＳＳ － ３１组
（ｎ ＝ ６） Ｆ值 Ｐ值

体质量（ｇ） ２０． ８３ ± １． ６８ ２１． ０３ ± １． ３５ ２１． ５３ ± １． ３６ ２０． ９３ ± １． ３７ ０． ２７５ ０． ８４３

血清指标
　 ＡＬＴ（Ｕ ／ Ｌ） ７３． ７６ ± ４． ７２ ７４． ６７ ± ８． ８８ １４０． ０５ ± １２． ２２１） １０２． ６４ ± ８． ７５２）３） ７１． ４２８ ＜ ０． ００１

　 ＡＳＴ（Ｕ ／ Ｌ） ５０． ６６ ± １． ９９ ４８． ７５ ± ４． ２８ ８０． ２２ ± ４． ７１１） ６９． ２６ ± ５． ３７２）３） ７５． ０７３ ＜ ０． ００１

氧化应激指标
　 ＲＯＳ（ｐｇ ／ ｍＬ） ７０４． １３ ± ６０． ０８ ６６０． ３９ ± ８４． ４４ １ ０３０． ２１ ± １１５． ８７１） ８４７． ８４ ± ６３． ６５２）３） ２３． ６７９ ＜ ０． ００１

　 ＳＯＤ（ｐｇ ／ ｍＬ） ７６１． ８４ ± ３６． ３６ ７３６． ５６ ± ３１． １５ ６３８． ７２ ± ２２． ２０１） ６１５． ００ ± ４６． ２２２） ２５． ３０５ ＜ ０． ００１

炎性指标
　 ＴＮＦα（ｎｇ ／ ｍＬ） ６１８． ６９ ± ５６． ２８ ６１８． ９５ ± ５９． ５２ ７６７． １８ ± ６０． ６０１） ６９８． ８９ ± １６． ９９２）３） １１． ５２６ ＜ ０． ００１

　 ＩＬ － １β（ｎｇ ／ ｍＬ） ２３． ３４ ± １． ０５ ２３． ２４ ± ０． ９６ ２９． ９７ ± １． ３７１） ２６． ７０ ± ３． ０９２）３） １８． ２５３ ０． ００１

　 ＩＬ － ６（ｐｇ ／ ｍＬ） ４３． １９ ± ７． ７９ ４２． ９６ ± ５． ５６ ５９． １３ ± ７． ０９１） ４９． ２９ ± ３． ４１２）３） ８． ９８５ ０． ００１
　 　 注：与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，１）Ｐ ＜ ０． ０５；与ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＳＳ － ３１组比较，２）Ｐ ＜ ０． ０５；与ＬＰＳ组比较，３）Ｐ ＜ ０． ０５。
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的线粒体功能障碍在影响机体ＡＴＰ能量产生和供应的同
时，也引起了大量氧自由基的释放，进一步加重了机体损
伤，促进了脓毒症器官损伤的发展。而肝脏作为人体内
最大的解毒和免疫器官，当肝细胞受到严重损伤时，其合
成、代谢、解毒、分泌与免疫功能发生严重障碍，其对内毒
素的清除上发生障碍，反过来加剧了机体的损伤。既往
相关研究［９，１３ － １５］表明，ＳＳ － ３１可通过改善线粒体氧化
呼吸链中复合物活性、稳定心磷脂改善膜的生物物理性
能、减轻线粒体质子泄漏、减少ＲＯＳ产生等途径改善线
粒体功能，减少ＲＯＳ释放。

本实验研究结果显示，与ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，小鼠腹腔注
射ＬＰＳ后１２ ｈ，血清中ＡＬＴ、ＡＳＴ水平均显著升高，表明
ＬＰＳ诱发小鼠产生了脓毒症，发生了肝损伤，这与既往研
究［１６］结果一致。本实验结果表明，使用线粒体靶向肽
ＳＳ － ３１后可以减轻脓毒症小鼠的急性肝损伤，且与ＬＰＳ
组相比发现腹腔注射ＳＳ － ３１后降低了脓毒症小鼠模型
中的ＲＯＳ含量，这可能是通过ＳＳ － ３１改善了脓毒症小鼠
体内的线粒体功能实现的。ＲＯＳ可作用于核因子（ＮＦ）－
κＢ、活化蛋白－１等氧化还原敏感性转录因子，从而调节促
炎基因的转录，增加炎症介质释放，加重炎症反应。本实验
结果表明，ＳＳ － ３１可减少小鼠高表达的ＴＮＦα、ＩＬ － １β、
ＩＬ －６等炎性因子，这与既往研究［１７ －１８］一致。既往大量研
究［１９］证实，ＮＦ － κＢ是脓毒症炎症反应的重要通路，ＳＳ －
３１可下调年龄相关的ＮＦ － κＢ的激活，ＳＳ － ３１通过改善
线粒体功能，减少ＲＯＳ的释放，进而减少ＮＦ － κＢ通路的
激活及炎症介质释放可能是ＳＳ － ３１减轻炎症反应的重
要机制之一。氧化应激产生的大量ＲＯＳ可导致体内ＳＯＤ
消耗，使ＳＯＤ浓度降低，但本实验使用ＳＳ － ３１未能逆转
ＳＯＤ的降低，这可能与ＳＳ － ３１使用后仍超过某一“阈值”
导致ＳＯＤ被消耗有关。既往相关研究［２０ － ２１］证明了
ＳＳ － ３１应用的安全性与耐受性良好，在本实验中，与对照
组相比，未发现注射ＳＳ － ３１药物后小鼠产生不良反应，
为ＳＳ － ３１应用的安全性提供了支持。

综上所述，本实验结果表明在脓毒症小鼠腹腔注射
ＳＳ － ３１治疗后，可减少体内ＲＯＳ的产生，下调脓毒症时
高表达的炎性因子，从而减轻小鼠脓毒症肝损伤。通过
对线粒体功能开展多方面机制研究，线粒体靶向药物有
望为脓毒症的治疗提供新的靶点。

利益冲突声明：本研究不存在研究者、伦理委员会成员、
受试者监护人以及与公开研究成果有关的利益冲突，特
此声明。
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李娜娜参与收集数据，修改论文；卜月负责实验及修改论文；
于凯江负责拟定写作思路，指导撰写文章并最后定稿。
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ ｜利福平可改善持续性肝细胞
分泌衰竭患者的胆汁淤积

　 　 研究纳入了２０１６年９月—２０２０年７月于上海交通大学医学院附属仁济医院住院并接受利福平治疗的ＰＨＳＦ患
者。以利福平治疗４周后血清胆红素水平下降２０％定义为治疗有效。

共纳入ＰＨＳＦ患者１６例。１２例患者发病前存在药物、感染或短暂胆道梗阻的诱因。无明显诱因的４例患者经全
外显子组测序检测到ＡＴＰ８Ｂ１或ＡＢＣＢ１１基因杂合突变。１０例接受ＵＧＴ１Ａ１基因检测的患者中，有７例存在杂合突
变。利福平治疗前中位胆红素水平为３５２ μｍｏｌ ／ Ｌ（１７１ ～ ５９１ μｍｏｌ ／ Ｌ）。１４例（８８％）患者治疗４周后胆红素水平下降
２０％以上，持续治疗６ ～ １２周后恢复正常。２例对利福平无应答的患者在鼻胆管引流后最终康复。病程中除１例患
者出现短暂转氨酶升高外，未观察到其他严重不良事件。

基于此项研究的结果，利福平可以改善大多数ＰＨＳＦ患者的胆汁淤积。ＰＨＳＦ患者大多存在ＵＧＴ１Ａ１基因突变，
这可能是利福平治疗的靶点。
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（上海交通大学医学院附属仁济医院消化内科施明霞肖潇马雄报道）
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