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TCDD对 SD大鼠肝脏超微结构的影响
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　　摘要:采用一次性腹腔注射的方法对雌性 SD大鼠进行 TCDD染毒 , 剂量为 10 μg/kg , 用透射电镜观察其肝脏超微

结构的变化。结果可见 , 肝细胞部分线粒体溶解 , 粗面内质网脱颗粒 , 池崩解 , 滑面内质网池扩张 、 融合 , 侧重以核

染色质溶解 、 部分凝固为特征 , 肝细胞脂肪变 , 枯否氏细胞核染色质凝聚 , 细胞器轻度溶解。提示 TCDD染毒 24 h 对

大鼠肝脏损害广泛 , 能使肝细胞和枯否氏细胞超微结构发生明显改变。
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Effects of 2 , 3 , 7 , 8-tetrachlorodibenzo-p- dioxin (TCDD)on liver ultrastructure in SD rats
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Abstract:Objective　To study the effects of 2 , 3 , 7 , 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) on ultrastructure of the liver in

rats.Method　Female SD rats were injected intraperitoneally with TCDD (10 μg/ kg) only once.Ultrastructure of the liver in rats

was observed by transmission electron microscopy.Result　Mitochondrial dissolution , degranulation of rough endoplasmic reticulum

(RER), dissolution of RER pool , and expansion and inosculation of smooth endoplasmic reticulum (SER)pool were observed in the

liver of exposed rats , particularly dissolution and partial agglomeration of chromatin , fatty degeneration of liver cells , agglomeration of

chromatin in Kupffers cells and slight dissolution of organelles.Conclusion　Exposure to TCDD in rats for 24 hours can cause extensive

damage to the liver , leading to obvious changes in ultrastructure of liver cells and Kupffers cells.
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　　二 英对于人和动物的皮肤 、 肝脏 、 生殖和发育及免疫

系统 、 神经系统等都有危害[ 1 ～ 8] , TCDD 已被确定为人类一级

致癌物[ 9] 。本实验通过研究 TCDD对 SD 大鼠急性中毒其肝细

胞超微结构的变化 , 探索其对肝脏损害的形态学特性。

1　材料与方法

1.1　实验分组及染毒

清洁级 SD雌性大鼠 8 只 , 体重 (180±20) g , 由天津市

防病中心动物室提供 , 随机分为24 h 染毒组 、 72 h 染毒组 、 24

h 对照组 、 72 h对照组 , 每组 2只。 2 , 3 , 7 , 8-TCDD (购自美

国 Cambridge Isotope Laboratories , Inc.)溶于 DMSO 中 , 质量浓

度为 5μg/ml , 用腹腔注射的方法给动物染毒 , 剂量为 10 μg/

kg , 对照组给予 0.2 ml DMSO。

1.2　取材与观察

24 h和 72 h后 , 把鼠处死 , 迅速取肝脏 , 切成约 1 mm 宽

的小块 , 用预冷的 2.5%戊二醛·多聚甲醛固定 , 1%四氧化锇

后固定 , 乙醇逐级脱水 , Epon812 环氧树脂包埋。瑞典 LKB-V

型超薄切片机半薄切片 (1 μm)定位后 , 进行超薄切片 (厚度

50～ 70 nm), 醋酸铀 、 柠檬酸铅染色 , 日本 JEOL-100CX透射
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电镜观察。

2　结果

2.1　对照组

肝细胞未见坏死和凋亡 , 肝细胞核呈圆形或类圆形 , 可

见较大核仁 , 未见染色质溶解 , 粗面内质网池狭窄 , 未见脱

颗粒 , 滑面内质网无增生 , 未见明显扩张 , 线粒体未见溶解 ,

中等均匀电子密度 , 可见短嵴 , 未见线粒体区域性集中 , 未

见增生 , 几乎看不到髓磷体样结构 , 未见糖原区 , 滑面内质

网少 , 未见糖原颗粒 , 枯否氏细胞未见显著改变 , 肝细胞胞

浆内可见中低度的多聚核糖体 , 为正常肝脏的电镜表现。

2.2　24 h染毒组

可见部分肝细胞死亡 , 主要表现为核溶解 , 核染色质呈

小片状或网状溶解 , 主要波及常染色质 , 但核中央部的异染

色质也有少部分的溶解 , 在边缘部的异染色质凝聚 , 但胞膜

及细胞器大部分保存 (见图 1);可见肝细胞脂肪变 , 脂滴一

般较小 , 呈圆形脂肪泡 , 于脂肪泡内可见一个或数个髓磷体

(见图 2), 该脂肪变属于轻度变性;可见肝细胞核变小 , 少数

细胞核变形 , 呈不规则形 , 异染色质沿核被膜凝聚 , 粗面内

质网池脱颗粒 , 少数粗面内质网局部增生 , 多数池密集呈平

行排列;滑面内质网池扩张 , 相互融合 , 局部融合成大池 ,

内含多数的糖原颗粒 , 有的糖原池内含有髓磷体 , 有的大池
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内容物空虚 , 呈透明状;肝窦内枯否氏细胞核染色质凝聚 ,

胞浆浅染 , 细胞器呈轻度溶解状 (见图 3);肝细胞核仁较小 ,

窗孔减少 , 但窗孔较大 , 有的肝细胞核仁较大 , 有多个窗孔 ,

并可见多个核仁协同染色质;线粒体浅染 , 内外膜清楚 , 嵴

结构不清楚 , 基底电子密度较低 , 线粒体基质呈轻度溶解;

有的肝细胞核孔减少。

肝部分核溶解 , 但胞浆粗面内质网尚保存

图 1　TCDD染毒 24 h (10 μg/kg 组)肝脏超微结构

　　×19500

肝多数脂肪变空泡 , 内含髓磷体

图 2　TCDD染毒 24 h (10 μg/kg 组)肝脏超微结构

　　×7500

左下肝脂肪变空泡 , 右上枯否氏细胞核高度凝聚

图 3　TCDD染毒 24 h (10 μg/kg 组)肝脏超微结构

　　×9900

2.3　72 h 染色组

肝细胞溶解性坏死明显 , 严重程度超过 24 h 染毒组 , 表

现侧重为核染色质显著溶解 , 严重者核染色质大部分溶解 ,

为 24 h 染毒组所未见 , 但胞浆中的细胞器及胞膜大部分保存;

有少数肝细胞的部分核染色质凝聚于一侧 , 几乎形成半月形 ,

其余染色质溶解严重 (见图 4), 少数肝细胞核变小 , 变形 ,

核异染色质高度凝集 , 核孔开大;肝细胞可见脂肪变 , 为小

脂滴 , 滴内可含有髓磷体样结构;粗面内质网池崩解 , 明显

脱颗粒;滑面内质网池扩张 , 相互融合 (见图 5), 但其扩张

程度较轻 , 不含糖原颗粒;线粒体出现集中 , 聚拢在一起 ,

着色变浅 , 有的线粒体呈高电子密度 , 嵴结构部分存留 , 部

分已消失 , 有的线粒体严重溶解 , 超过 24 h 染毒组;肝细胞

核核仁变小 , 且不规则 , 窗孔极小且数目减少 , 有的核仁凝

聚 , 已看不到窗孔;枯否氏细胞核染色质凝聚。

右下可见肝细胞核变小 , 染色质溶解 , 异染色质凝聚 ,

呈半月形 , 但大部分胞浆细胞器尚保存 , 左上脂变空

泡内含髓磷体

图 4　TCDD染毒 72 h (10 μg/ kg组)肝脏超微结构

　　×9900

局灶核溶解 ,广泛滑面内质网池扩张 ,粗面内质网保存

图 5　TCDD染毒 72 h (10 μg/ kg组)肝脏超微结构

　　×24000

3　讨论

在二 英对人和动物的毒作用的研究中 , 有关电镜方面

的报道不多。 Dong[ 10]等的研究发现 , TCDD能引起斑鱼胚胎的

背侧中脑的细胞凋亡 , 表现为染色质的固缩和断裂 , 认为芳

香烃受体 (AHR)的激活能诱导发育阶段的中枢神经系统的细

胞凋亡。 还有文献报道 TCDD 引起大鼠肝细胞滑面内质网

(SER)的增加 , 同时伴随着粗面内质网 (RER)的减少;雄性
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大鼠肝细胞中 SER增加 , 胞浆中出现脂滴;鲋鱼肝细胞明显

变大 , 核皱缩且不规则 , 多核 , 异染色质分散 , 核仁变大 ,

核变性 , 线粒体数目减少 , 嵴变形 , 髓磷体样变和溶酶体数

目增加 , 有时细胞器和细胞质完全消失 , 变化的严重程度与

染毒剂量和染毒时间呈正相关[ 11 ～ 13] 。

本次研究表明 , 72 h 染毒组超微结构的改变明显比 24 h

染毒组严重 , TCDD主要形态学攻击的靶为核染色质 (主要由

DNA和组蛋白组成), 对核仁 (RNA)也有一定影响 (可能影

响到转录);对于 RER , 除 24 h 染毒组有少部分代偿性增生

外 , 大部分均表现为数目减少 , 并有严重脱颗粒现象 , 粗面

内质网的主要功能是进行分泌蛋白质的合成 、 修饰加工 、 分

选和转运。分泌性蛋白 , 如抗体 、 酶 、 多肽激素和细胞外基

质蛋白 , 其他一些蛋白 , 如膜蛋白 、 内质网池可溶性驻留蛋

白 、 溶酶体等都在粗面内质网内合成 , 粗面内质网的异常会

使这些蛋白的合成减少;SER主要表现为池扩张 、 融合 , 24 h

染毒组可见糖原积蓄 , 72 h 染毒组糖原消失 , 滑面内质网增

生;滑面内质网的功能主要是固醇激素的合成和脂类代谢 ,

糖原的合成和分解 , 解毒作用 , 肝脏的解毒作用主要是由肝

细胞内的滑面内质网完成的 , 其内含有参与解毒的各种酶系 ,

如细胞色素 P450 、 NADH-细胞色素 C 还原酶 、 NADH-细胞色素

B5还原酶 、 NADPH-细胞色素 P450还原酶等 , 给动物染毒后 ,

一般会引起滑面内质网增生 , 与解毒有关的酶的含量增加 ,

本次实验发现 , 在染毒 24 h 后 , SER增加 , 但 72 h 后就减少 ,

说明TCDD对 SER的毒害作用是很迅速的;线粒体的功能主要

是细胞呼吸和能量转换 , 细胞生命活动所需能量的 80%是由

线粒体提供的 , 线粒体的形态结构 、 数量分布以及代谢反应

很容易受到细胞内 、 外环境的影响而发生改变 , 因此它是细

胞病变及损伤时最敏感的指标之一。当细胞处于异常状态时 ,

线粒体会发生改变 , 如正常的心肌细胞 、 骨骼肌细胞功能亢

进时 , 可以见到线粒体增生;在有害物质渗入时 , 线粒体会

发生肿胀甚至破裂 , 肿胀后的体积有时比正常体积大 3～ 4 倍。

本次研究发现 , 24 h 染毒组可见线粒体浅染 , 嵴结构不清 , 基

质呈轻度溶解 , 72 h 染毒组可见部分嵴结构已消失 , 有的线

粒体呈严重溶解 , 严重程度明显超过 24 h 染毒组。本次研究

还发现 , TCDD不仅对肝细胞有影响 , 而且还影响枯否氏细

胞 , 表现为核染色质凝聚 , 胞浆浅染 , 细胞器呈轻度溶解状。

本次研究发现二 英能引起核染色质部分溶解或大部分

溶解为特征的细胞死亡 , 亦即溶解性细胞坏死 , 有些细胞器

变性但胞浆皱缩和崩解不明显 , 为二 英中毒引起的变化的

特点。Sakamoto[ 14]等用二 英给非洲蟾蜍染毒后 , 曾发现过一

种特殊的肝细胞死亡方式 , 既不同于细胞凋亡又不同于细胞

坏死 , 除此以外在其他动物身上未见此类报道。 因此 , 我们

认为这种细胞死亡方式可能是 TCDD导致肝细胞死亡的侧重核

染色质的溶解性坏死。

根据本次实验的电镜结果可以得出如下结论:(1)TCDD

对大鼠的肝细胞有较强的毒性 , 染毒 24 h 后就可发现肝细胞

的明显改变 , 且随着时间的延伸毒作用加大;(2)TCDD 主要

的形态学攻击的靶为核染色质 , 即染色质严重溶解 , 对核仁

也有一定影响;(3)TCDD中毒损害广泛 , 既损伤肝细胞 , 又

损伤枯否氏细胞。
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