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硫酸软骨素对牛磺胆酸钠诱导的大鼠离体

胰腺细胞骨架损伤的影响

何忠野，葛春林，郭克建，郭仁宣

（中国医科大学附属第一医院 普通外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：为探讨硫酸软骨素（ＣＳ）对牛磺胆酸钠诱导的大鼠离体胰腺腺泡细胞氧化应激损伤及细胞
骨架蛋白 Ｆａｃｔｉｎ结构的影响。笔者将雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３６只，经分离提纯获取胰腺腺泡细胞悬液，牛磺

胆酸钠处理离体胰腺细胞后，随机分 ３组即细胞模型（细胞骨架损伤）组，ＣＳ处理组和对照组。各组

分别于 ３０ｍｉｎ，１ｈ，３ｈ进行 ＭＤＡ，ＧＳＨ，ＳＯＤ和 ＡＴＰ含量测定。离心细胞涂片后，以罗丹明 －法罗丁

Ｆａｃｔｉｎ染色，在共聚焦激光显微镜下观察 Ｆａｃｔｉｎ结构的变化；用流式细胞术检测细胞的 Ｆａｃｔｉｎ蛋白含

量。结果示，模型组 ＧＳＨ，ＳＯＤ和 ＡＴＰ明显下降（Ｐ＜０．０５），ＭＤＡ明显升高（Ｐ＜０．０５）。ＣＳ组 ＧＳＨ，

ＳＯＤ，ＡＴＰ下降幅度小于模型组，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）；ＭＤＡ升高幅度小于模型组，差异有显著性

（Ｐ＜０．０５）。模 型 组 细 胞 骨 架 蛋 白 Ｆａｃｔｉｎ解 聚 并 弥 漫 分 布 于 胞 浆 内，其 蛋 白 含 量 持 续 下 降

（Ｐ＜０．０５）；ＣＳ组 Ｆａｃｔｉｎ结构较稳定，其蛋白水平明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）。提示：牛磺胆酸钠诱

导的离体胰腺细胞早期已存在内源性抗氧化物质的显著下降，脂质过氧化增加和 ＡＴＰ耗竭加重了细

胞损伤。ＣＳ可通过减轻氧化应激损伤维持 ＡＴＰ含量，缓解 Ｆａｃｔｉｎ的降解，稳定细胞骨架结构从而减

轻细胞损伤。
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　　急性坏死性胰腺炎（ＡＮＰ）早期细胞内发生
的功能紊乱，与细胞骨架蛋白———肌动蛋白微丝

（Ｆａｃｔｉｎ）的排列紊乱和解聚有密切关系［１］。有研

究［２－３］发现在急性胰腺炎（ＡＰ）发生、发展中产生
了大量活性氧及自由基（ＲＯＳ）同时伴有内源性抗
氧化剂消耗及能量耗竭导致 Ｆａｃｔｉｎ解聚，引发并
加重了实验性 ＡＮＰ。外源性硫酸软骨素（ｃｈｏｎ
ｄｒｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅ，ＣＳ）可通过抗氧化作用维持细胞内
ＡＴＰ含量，减轻 ＡＮＰ大鼠胰腺细胞损伤［４］。笔者

研究了 ＣＳ对牛磺胆酸钠诱导的离体胰腺细胞骨
架的作用，旨在进一步了解细胞骨架变化、氧化

应激损伤和 ＣＳ三者之间的关系。

１　材料和方法

１．１　材料
注射用 ＣＳ（软灵芝）购自西安博森生物制药

　　收稿日期：２００６－１０－２３；　修订日期：２００６－１２－２１。

　　作者简介：何忠野，男，辽宁沈阳人，中国医科大学第一临床学

院副主任医师，主要从事胆胰外科方面的研究。

　　通讯作者：郭仁宣　Ｅｍａｉｌ：ｈｚｙ＿１９７１＠１６３．ｃｏｍ

有限责任公司；牛磺胆酸钠购自 Ｓｉｇｍａ公司；１０％
水合氯醛注射液系本院制剂室制备；ＴＣＳＳＰ２激
光共聚焦显微镜购自 Ｌｅｉｃａ公司；６Ｋ１５ＮＲ１１２３４
离心细胞涂片仪为 Ｓｉｇｍａ公司产品；罗丹明 －法
罗丁和 Ｉ型胶原酶为 Ｓｉｇｍａ产品；胰腺组织中丙二
醛（ＭＤＡ）、还原型谷胱苷肽（ＧＳＨ）、超氧化物歧

化酶（ＳＯＤ）和三磷酸腺苷（ＡＴＰ）测试盒购自南京
建成生物工程研究所；胎牛血清及 Ｆ１２培养液购
自武汉博士德公司。雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ３６只，体重
２００～２５０ｇ，由本校实验动物中心提供。
１．２　实验方法

１．２．１　实验设计及分组　以胶原酶消化和机械
分离相结合的方法分离胰腺细胞，步骤如下：切

取 Ｗｉｓｔａｒ大鼠胰腺组织，剪碎为１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ
的小块。经 １５０μｍ尼龙网过滤后，加入到 ４％牛
血清清蛋白溶液中，１２０ｒ／ｍｉｎ离心纯化 ３ｍｉｎ并
重复 １０次。再悬浮于含 ２０％胎牛血清的 Ｆ１２培
养液中稳定 ３０ｍｉｎ（５％ ＣＯ２湿润空气，３７℃）。
腺泡细胞鉴定，将细胞悬液调整到１０５～１０６个／ｍＬ
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浓度后，在离心涂片仪上离心涂片（１０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ），制成细胞切片用亚甲蓝溶液染色后，以
０．２Ｎ醋酸盐缓冲液分色，并用 ４％钼酸胺溶液处
理后观察。腺泡细胞内的酶原颗粒呈鲜蓝色而背

景不着色（图 １）。细胞分离后随机分为 ３组（每
组，每时点 ６只大鼠胰腺细胞）即细胞模型（细胞
骨架损伤）组，ＣＳ处理组和对照组。ＣＳ组中细胞
悬液与 ４％的 ＣＳ预孵 ３０ｍｉｎ后，以 ０．２％牛磺胆
酸钠分别处理３０ｍｉｎ，１ｈ及３ｈ。ＡＮＰ组在牛磺胆
酸钠处理前仅给予等量生理盐水预孵。

　　图 １　酶原颗粒亚甲蓝染色 （×４００）（箭头所指

为酶原颗粒）

１．２．２　指标测定　于各时点分别以 ＴＡＢ比色法

测定 ３组细 胞的 ＭＤＡ、亚硝酸盐形成 法 测 定

ＳＯＤ、Ｂｅｕｔｌｅｒ改良法测定 ＧＳＨ、用色谱法测定 ＡＴＰ

含量。

１．２．３　免疫荧光染色　将细胞悬液离心涂片仪

上涂片，制成细胞切片；在冷丙酮（４℃）中固定

３０ｍｉｎ后，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗 ５ｍｉｎ×３次；

避 光 条 件 下 滴 加 ＲｈｏｄａｍｉｎｅＰｈａｌｌｏｉｄｉｎ （１０Ｇ

ａｃｔｉｎμｇ／ｍＬ溶于 ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００），３７℃孵育

４５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ５ｍｉｎ×３次；中性甘油封片，染

色后的细胞涂片在 ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２共聚焦激光显

微镜系统下观察并采集图象（分别在 ５５０Ｇａｃｔｉｎ

ｎｍ和 ５８０Ｇａｃｔｉｎｎｍ波长下激发及观察）。

１．２．４　流式细胞术检测胰腺细胞内 Ｆａｃｔｉｎ含量

　离心细胞悬液（１２００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）去上清液后

得到约 １０６ ～１０７ 个细胞加入罗丹明 －法罗丁

（１０μｇ／ｍＬ）３００μＬ孵育１ｈ，以ＰＢＳ冲洗（５ｍｉｎ×３次）；

最后用流式细胞仪测定胰腺细胞中 Ｆａｃｔｉｎ含量

变化。

１．３　统计学处理
数据均以 ｘ±ｓ表示（率的比较经正态性转

换）。统计采用 ＳＰＳＳ软件包单因素方差分析，
Ｔｕｋｅｙｔ检验方法。

２　结果

２．１　各组细胞中 ＳＯＤ，ＧＳＨ，ＭＤＡ和 ＡＴＰ含量
的变化

模型组 ＭＤＡ明显高于对照组差异有显著性
（Ｐ＜０．０５），ＣＳ组明显低于模型组（Ｐ＜０．０５）。
经 ＣＳ处理的大鼠胰腺细胞中内源性抗氧化剂
ＳＯＤ，ＧＳＨ及 ＡＴＰ含量明显高于模型组（Ｐ＜０．０５）
（附表）。

附表　ＳＯＤ等的检测结果（ｘ±ｓ）

检测指标 组别
时点

３０ｍｉｎ １ｈ ３ｈ

ＳＯＤ 模型 ２０．４±１．２１） １４．１±４．１１） ９．０±２．２１）

（ｎｍｏｌ／ｍＬ） ＣＳ ２８．４±１．８２） ２０．８±１．８１），２） １３．３±１．７１），２）

对照 ３１．５±２．２ ２９．７±２．３ ３２．６±１．６

ＧＳＨ 模型 １３．１±０．８１） １２．７±０．５１） ９．１±１．５１）

（μｇ／１００μＬ） ＣＳ １５．１±１．０２） １４．６±０．５１），２） １２．３±０．９１），２）

对照 １６．９±０．９ １７．２±２．３ １６．６±１．２

ＭＤＡ 模型 ９．６±０．８１） １２．５±１．７１） ２７．１±０．８１）

（ｎｍｏｌ／ｍＬ） ＣＳ ７．８±０．７２） ８．１±０．７２） １２±０．９１），２）

对照 ７．９±１．８ ８．２±０．９ ６．８±１．３

ＡＴＰ 模型 ７．７±０．６１） ６．７±０．４１） ４．２±０．３１）

（μｍｏｌ／ｍＬ） ＣＳ １０．９±０．２１），２） １０．３±０．５１），２） ７．８±０．５１），２）

对照组 １２．７±０．５ １２．７±０．５ １２．６±０．６

Ｆａｃｔｉｎ 模型 ６６．８±１．８１） ５０．９±２．４１） ２９．６±１．３１）

（％） ＣＳ ７５．３±１．１２） ７０．９±０．２１），２） ６１．４±２．３１），２）

对照组 ８０．５±３．９ ７９．４±２．２ ８１．３±１．１

　　注：１）与对照组比较Ｐ＜０．０５；２）与ＡＮＰ组比较Ｐ＜０．０５

２．２　Ｆａｃｔｉｎ在细胞内分布的变化
激光共聚焦显微镜观察发现，对照组 Ｆａｃｔｉｎ

定位于胰腺腺泡细胞膜周围、呈环形。模型组早

在 ３０ｍｉｎ即出现 ａｃｔｉｎ骨架的解聚和分布紊乱，
Ｆａｃｔｉｎ散乱分布于细胞浆中，荧光强度减弱；并随
着时间推移逐渐加剧。ＣＳ组的 Ｆａｃｔｉｎ分布紊乱
程度较模型组明显减轻（３０ｍｉｎ时点分布接近正
常），荧光强度比模型组强（图 ２）。
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　　图２　离体细胞中ａｃｔｉｎ骨架分布的变化（×１０００）（箭头所指为Ｆａｃｔｉｎ）　　３０ｍｉｎ时：（Ａ）ＣＳ处理 Ｆａｃｔｉｎ呈环形环绕

分布于细胞膜周；（Ｂ）ＣＳ处理Ｆａｃｔｉｎ向细胞内分散但膜周仍深染；（Ｃ）ＣＳ处理Ｆａｃｔｉｎ分布于细胞内较均匀；（Ｄ）模型组向

细胞内分散。１ｈ时：（Ｅ）模型组Ｆａｃｔｉｎ分布不均。３ｈ时：（Ｆ）模型组Ｆａｃｔｉｎ结构基本消失

２．３　Ｆａｃｔｉｎ蛋白含量的变化
流式细胞仪检测发现，Ｆａｃｔｉｎ在正常胰腺腺

泡细胞中含量较高但 ＡＮＰ组含量在 ３０ｍｉｎ时已

有所下降，并随着时间推移逐渐加剧；而 ＣＳ可明
显缓解 Ｆａｃｔｉｎ含量的降低（Ｐ＜０．０５）（附表）
（图 ３）。
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　　图３　流式细胞术测定的离体胰腺细胞Ｆａｃｔｉｎ含量　　３０ｍｉｎ时：（Ａ）ＣＳ处理Ｆａｃｔｉｎ蛋白接近正常；（Ｄ）模型组Ｆａｃｔｉｎ
蛋白明显减少。１ｈ时：（Ｂ）ＣＳ处理Ｆａｃｔｉｎ蛋白略有减少；（Ｅ）模型组 Ｆａｃｔｉｎ蛋白进一步减少。３ｈ时：（Ｃ）ＣＳ处理 Ｆａｃｔｉｎ
蛋白仍较多；（Ｆ）模型组Ｆａｃｔｉｎ蛋白接近耗竭
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３　讨　论

ＡＰ早期，细胞生物学事件发生于细胞内并具
有消化酶分泌、转运、胞吐的复杂的功能紊乱［１］，

它们与胰腺细胞骨架功能紊乱有关。组成胰腺

细胞骨架主要成分的肌动蛋白微丝参与胰酶分

裂时的胞膜裂开、融合，将消化酶以胞吐方式推

入腺泡腔。研究［５］发现：ＡＰ时肌动蛋白降解导致
细胞骨架解体，干扰酶原分泌及细胞功能。肌动

蛋白 微 丝 系由肌动蛋白多聚 体 Ｆａｃｔｉｎ构 成，
Ｆａｃｔｉｎ则由许多肌动蛋白单体（Ｇａｃｔｉｎ）以螺旋方
式构成。由 Ｇａｃｔｉｎ单体构成 Ｆａｃｔｉｎ时需要 ＡＴＰ
参与。随着 ＡＴＰ含量减少以至耗竭，Ｇａｃｔｉｎ合成
Ｆａｃｔｉｎ障 碍，Ｆａｃｔｉｎ又 不 断 解 聚 导 致 Ｆａｃｔｉｎ：
Ｇａｃｔｉｎ比例失衡，细胞骨架破坏，引发和加剧了 ＡＰ。

在 ＡＰ的发生、发展中产生大量 ＲＯＳ，同时伴
有内源性抗氧化剂消耗，从而引起氧化应激损

伤。ＲＯＳ的产生具有多源性、级联性特点，最终
发生呼吸爆发（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｂｕｒｓｔ）形成 ＲＯＳ产生的
级联放大效应，引起组织损伤。ＲＯＳ作用的靶分
子为脂质、核酸、酶、蛋白等，并主要攻击构成细

胞膜的脂质中存在的高度不饱和脂肪酸，以脂质

过氧化连锁反应方式生成过氧化脂质（ＬＰＯ）。
ＬＰＯ的直接和间接作用是 ＲＯＳ对生物损害的主
要原因之一。它使生物膜流动性下降、脆性增

高，导致线粒体损伤及细胞间隔消失，影响能量

合成，ＡＴＰ耗竭，终致细胞骨架蛋白 Ｆａｃｔｉｎ损
伤［６－８］。ＣＳ是氨基葡聚糖家族（ＧＡＧｓ）的主要成
员之一。近期研究揭示［９］：ＣＳ不仅是细胞外基质
的组成成分，而且调控某些细胞事件和生理过

程。ＣＳ以其羧基团及磺基团与启动 Ｆｅｎｔｏｎ反应
的 Ｃｕ２＋和 Ｆｅ２＋等过渡金属离子反应，起到抗氧化
作用。ＣＳ可通过减少 ＲＯＳ产生，降低氧化应激
损伤，维持细胞内 ＡＴＰ含量，从而减轻 ＡＮＰ大鼠
胰腺细胞骨架蛋白 Ｆａｃｔｉｎ的损伤。本研究表明：
牛磺胆酸钠诱导的离体胰腺细胞损伤早期即有

细胞骨架的剧烈变化，Ｆａｃｔｉｎ分布紊乱、含量降
低。同时伴随内源性抗氧化物及能量耗竭，脂质

过氧化增加。ＣＳ可作为氧自由基清除剂通过减
轻氧化应激损伤维持 ＡＴＰ含量，从而缓解 ａｃｔｉｎ细
胞骨架的损伤。
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