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低氧调节大鼠骨骼肌线粒体呼吸链复合体非协同性表达

高文祥，黄) 缄，高钰琪，谭小玲，刘福玉，蔡明春，陈) 建) ) （第三军医大学高原军事医学系病理生理学与高原生理学
教研室，全军高原医学重点实验室，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 观察慢性低氧时大鼠线粒体呼吸链复合体!、"、#、$蛋白表达变化并讨论其病理生理学意义。方
法) 成年雄性 *+,-./大鼠随机分为慢性低氧（% $"" 0，(" 1）组和对照组，取双侧腓肠肌，分离线粒体，用 23./4 氧电极法
检测线粒体#态呼吸（,-.-5 (，67(）、%态呼吸（,-.-5 %，67%）和呼吸控制率（ /5,8+/.-9/: ;9<-/93 /.-+9，=2=），用 *5,-5/< >39-
检测线粒体呼吸链复合体!、"、#、$蛋白的表达。结果) 慢性低氧组大鼠腓肠肌线粒体 67( 和 =2= 显著低于对照组
（! ? "@ "$）。慢性低氧组大鼠腓肠肌线粒体复合体! (" A !"(亚基、复合体" B" A !"(亚基、复合体$ & 亚基蛋白表达量
显著低对照组（! ? "@ "$）。& 组线粒体 67% 和复合体#核心亚基 & 蛋白表达无显著性差异（! C "D "$）。结论) 低氧可调
节大鼠骨骼机线粒体复合体蛋白非协同性表达，导致线粒体氧化磷酸化功能下降。
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) ) 平原人进入高原，出现最早的是高原反应，但是影
响最持久、最难以克服的是劳动能力的降低。长期低

氧暴露可导致机体极量和亚极量运动能力下降，最大

氧耗量减低，骨骼肌出现超微结构改变［!］，但其病理

生理学和分子生物学机制目前尚不清楚。线粒体结构

和功能的改变是动物习服低氧环境的一个重要机
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制［&］，但其重要功能蛋白活性调节特点及其分子机制

尚缺乏研究。本研究建立了慢性低氧 *+,-./ 大鼠模
型，比较慢性低氧组和对照组大鼠骨骼肌线粒体呼吸

链（535;-/9< -/.<,89/- ;X.+<，Y72）复合体!、"、#、$
蛋白表达差异，为深入研究低氧线粒体形态和功能改

变的分子机制提供新的线索。

;< 材料与方法

!@ !) 实验材料
) ) 线粒体复合体! (" A !"(亚基、复合体" B" A !"(亚基、复

合体$ &亚基、复合体#核心亚基 & 单克隆抗体购自 W935;Q3./
\/9>5,（YQK5<5，I/5K9<，M6G）。抗小鼠 UKH抗体购自 6+K0.公
司。其余试剂购自上海生工公司。
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!" #$ 动物与分组
$ $ 成年雄性 %&’()*大鼠共 !+ 只，体质量 #,, - ##, .，按随机
数字表法分为慢性低氧组和对照组，每组 / 只。慢性低氧组大
鼠在模拟 0 1,, 2高原低压舱内饲养，连续低压低氧 3, 4；对照
组大鼠在舱外（3,, 2）同时饲养。各组动物断头处死，取双侧
腓肠肌分离提取线粒体。

!" 3$ 线粒体提取
$ $ 参照 567等［3］的方法进行。腓肠肌组织块按 !8 !, 的质量
体积比加入线粒体分离介质（#1, 2279 : 5 蔗糖，!, 2279 : 5
;*&’<=>9，?= @" 0），匀浆，! 1,, A ! 离心 !, 2&B，共 # 次，取上
清。/ ,,, A ! 离心 !1 2&B，取沉淀，用分离介质悬浮备用。上
述操作均在 , - 0 C 进行。线粒体蛋白含量测定按 57D*E
法［0］，以牛血清白蛋白作为蛋白标准。

!" 0$ 线粒体呼吸功能测定
$ $ 采用 >9)*F氧电极法，参照 567 等［3］的方法用生物组织氧
耗仪（@/# GHE.IB JI(I*，K(*)(LFI9M&B NB’(*62IB(’，OP）测定线粒
体氧耗。以谷氨酸钠 :苹果酸钠作为反应底物。以加入 QRS
刺激线粒体耗氧量作为线粒体!态呼吸（’()(I 3，K;3），以 QRS
耗竭后线粒体耗氧量作为线粒体"态呼吸（ ’()(I 0，K;0），K;3
和 K;0 以单位线粒体蛋白单位时间内所消耗的氧原子物质的
量表示（B279·2&B T!·2. T!）。计算线粒体呼吸控制率（ *I<
’?&*)(7*E U7B(*79 *)(I，V>V），V>V W K;3 : K;0。
!" 1$ 线粒体呼吸链复合体#、$、!、%蛋白表达检测
$ $ %I’(I*B X97( 参照《分子克隆实验指南》［1］。浓缩胶浓度
0Y，分离胶浓度 !,Y，蛋白上样量为 #, &.。电泳结束后，以电
转印法将蛋白转移至 SZR[ 膜，用含 1Y脱脂奶粉的 ;\K;（体
积分数为 ,] !Y的吐温</,，!,, 2279 : 5 ;*&’，质量体积分数为
,] ^Y的 _)>9，?= @" 1）封闭过夜。线粒体呼吸链复合体抗体以
," # &. : 29稀释，室温孵育 !" 1 L；抗小鼠 N.‘ 以 !8 ! ,,, 稀释，
室温孵育 ! L。以对照组蛋白表达量为 !,,Y，慢性低氧组蛋白
表达量以其与对照组蛋白灰度值比值的百分比表达。

!" +$ 统计处理
$ $ 数据以 !" a #表示，采用 KSKK !3" , 统计软件，对线粒体呼
吸功能和呼吸链亚基蛋白表达量进行独立样本 $检验。

!" 结果

#" !$ 线粒体呼吸功能
$ $ 慢性低氧组大鼠腓肠肌线粒体 K;3 和 V>V显著低于对照
组（% b ," ,1），二者 K;0 差异不显著（% c ," ,1，表 !）。

表 #" 两组大鼠腓肠肌线粒体呼吸功能比较（! $%，"" & #）

组别 K;3（B279·2&B T!·2. T!）K;0（B279·2&B T!·2. T!） V>V（K;3: K;0）
对照组 !0",1/ a#",0/ !"01@ a,"1,̂ !,"@#1 a3" #̂0
慢性低氧组 !!"+#̂ a!"@3̂ ) !" !̂/ a,"@+@ +"/+! a#"+,#)

)：% b ," ,1，与对照组比较

#" #$ 线粒体呼吸链复合体#、$、!、"蛋白表达
$ $ 慢性低氧组大鼠腓肠肌线粒体呼吸链复合体# 3, A !,3亚

基、复合体$ @, A !,3亚基、复合体% ’ 亚基蛋白表达量显著
低对照组（% b ," ,1），分别降低 3+] 3,Y、03] #+Y、3+] ,/Y，
# 组复合体!核心亚基 # 蛋白表达量差异不显著（% c ," ,1，
图 !）。
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Q：复合体# 3, A !,3亚基；\：复合体$ @, A !,3亚基；>：复合体!
核心亚基；R：复合体% ’亚基

!：对照组；#：慢性低氧组
图 #" 两组大鼠腓肠肌线粒体呼吸链复合体!、"、#、$蛋白表达

’" 讨论

$ $ 线粒体是细胞呼吸的主要场所，细胞内 ^,Y以上
的氧在线粒体内进行氧化磷酸化，依次经过呼吸链复

合体#（_QR=<辅酶 d 还原酶）或$（琥珀酸<辅酶 d
还原酶）、!（辅酶 d<细胞色素 > 还原酶）、"（细胞色
素 > 氧化酶）电子传递作用还原成水，最后由复合体
%（[,[!<Q;S酶）合成三磷酸腺苷供给组织功能和代
谢需要。本研究结果显示，慢性低氧组 V>V 下降，说
明二磷酸腺苷对呼吸链电子传递速率的控制程度降

低，反映氧化磷酸化过程在一定程度上的脱偶联。但

两组线粒体 K;0 没有显著性差异，提示慢性低氧组线
粒体无效氧耗并未增加，其 V>V下降主要是由于氧化
（电子传递）和 :或磷酸化作用下降所致 K;3 降低。线
粒体呼吸链复合体酶活性改变可能是其重要机制。

$ $ 低氧可以调节线粒体呼吸链复合体酶活性［3，+，@］，
使其三磷酸腺苷合成能力降低［/］。主要有两种方式：

(定性调节或短期调节，通过改变酶的空间构象、米氏
常数（P2）值等调节酶活性。)定量调节或长期调节，
通过影响基因的表达改变有活性的酶分子数或改变酶

转换数等调节酶活性。低氧可下调线粒体 R_Q（2&<
(7UL7B4*&)9 R_Q，2(R_Q）的转录和翻译［^］，提示低氧
可影响线粒体呼吸链复合体基因和蛋白表达而定量调

节其活性。但另有研究认为，低氧虽然抑制线粒体呼

吸链复合体"细胞色素氧化酶（UE(7UL*72I U 7H&4)’I，
>Ge）活性，但并不诱导 >Ge#亚基（2(R_Q 编码）和
"亚基［核 R_Q（B6U9I)* R_Q，BR_Q）编码］蛋白表达
改变［@］，提示低氧通过定性调节影响 >Ge活性。本研
究中，慢性低氧组大鼠腓肠肌的线粒体复合体# 3, A
!,3亚基、复合体$ @, A !,3亚基、复合体% ’ 亚基（均
为 BR_Q 编码）蛋白表达量显著低于对照组（ % b
,] ,1），# 组复合体!核心亚基 # 蛋白（BR_Q 编码）表
达量差异不显著（% c ,] ,1）。结合以往的研究［@］，提
示低氧调节 BR_Q 和 2(R_Q 编码的线粒体呼吸链各
复合体蛋白表达呈非协同性。

$ $ 线粒体呼吸链复合体蛋白由 BR_Q 和 2(R_Q 共
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同编码。!"#$% 编码的呼吸链复合体基因表达由线
粒体转录因子 %（!&"’()’*+,&-. ",-*/(,&0"&’* 1-("’, %，
!"23%）和 !"234 调节，*#$% 编码的呼吸链复合体基
因表达受核呼吸因子56（ *7(.8-, ,8/0&,-"’,9 1-("’, 6，
$:356）和 $:35; 调节［6<］，相同转录因子调控的基因
表达具有协同性。由于 !"23% 和 !"234 的转录可被
$:356 和 $:35; 活化，因而 !"#$%编码蛋白表达同时
受 $:356 和 $:35; 调控［6<］，!"#$% 和 *#$% 基因表
达理论上也应该是协同的。然而，与 !"#$%编码蛋白
不同的是，*#$% 编码的复合体蛋白是在细胞质内进
行转录和翻译，其前体蛋白通过线粒体外膜和内膜上

的蛋白转运复合物转运进入线粒体，进行最后的组

装［66］。综上所述，线粒体蛋白转运是影响线粒体蛋白

水平的关键环节，其功能状态容易受到外环境影响，其

功能失调可导致多种疾病发生。目前，国外已开始尝

试从线粒体蛋白转运的角度对相关疾病进行治疗的研

究。因此，低氧调节 *#$% 编码的复合体蛋白非协同
性表达可能涉及转录、翻译、翻译后修饰以及线粒体蛋

白转运等多个环节，其机制值得进一步探讨。
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肺表面活性物质预防早产儿呼吸窘迫综合征的疗效观察

万小红6，曾小靓; B B （江西省九江市妇幼保健院：6急诊科，;新生儿科，江西 九江 EE;<<<）

B B 新生儿呼吸窘迫综合征（*8’*-"-. ,8/0&,-"’,9 +&/",8// /9*5
+,’!8，$:#Q）严重威胁早产儿生命，肺表面活性物质（07.!’5
*-,9 /7,1-("-*"，NQ）缺乏是其发病原因［6］。我院 $ZM[ 于 ;<<E
年 6 月开始对高危早产儿应用 NQ 预防 :#Q，取得了很好的效
果，现报告如下。

!" 对象与方法

6= 6B 对象
B B 收集我院 $ZM[ ;<<E 年 6 月至 ;<<W 年 6; 月收治的 @< 例
高危早产儿，符合以下条件：出生体质量 \ 6 ?<< P或胎龄 \ E<
周，可能发生 $:#Q；入院时或 NQ 应用前，H 线胸片示无 :#Q
改变。根据早产儿是否预防性应用 NQ 分为预防组和对照组，
每组 R< 例，预防组胎龄（;@= @ ] 6= 6）周，体质量（6 6E?= ? ]
6?E= ;）P；对照组胎龄（;D= < ] <= D）周，体质量（6 6WR= ; ]

B B 作者简介：万小红，女，江西省九江市人，主治医师，主要从事小儿急救方面的
研究。电话：（<XD;）@;;;@DX，K5!-&.：.9OSO)WW6<^ /&*-= (’!

B B 收稿日期：;<<X5<@5E<；修回日期：;<<X56<5;E

6ER= 6）P。两组一般资料比较差异无统计学意义（% _ <= <?）。
:#Q诊断按《实用新生儿学》:#QH线诊断标准［6］。

6= ;B 方法
B B 预防组出生后立即给予 NQ制剂，全部使用固尔苏（意大利
凯西制药公司），剂量 6<< !P ‘ YP，因经济原因只给药 6 次，生后
6? aX? !&*用药。患儿取仰卧位，经气管插管一次性注入药液。
一般 W )内不作翻身、拍背及气道内吸引。若患儿反应好，无明
显呼吸困难表现，血氧饱和度 _ D<b，则 6< !&* 后拔管，头罩吸
氧。有明显呼吸困难者，先行鼻塞持续气道正压呼吸（MN%N）通
气；若 3&T;增至 <= W以上，临床症状、血气未见改善时，即予以机
械通气。对照组上机指征相同。其余支持治疗两组相同。

B B 观察指标：观察生命体征、血气、经皮氧分压及氧饱和度等
变化及胸片结果。记录氧疗时间、机械通气时间、病死率及主

要并发症的发生。

B B 统计学分析：结果以 !& ] ’ 或中位数表示，组间比较采用
QNQQ 6;= < 统计软件进行 "检验、#;检验、非参数检验。
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