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极谱法测量大鼠脑线粒体细胞色素氧化酶活性的改良方法 

谭小玲 柳君泽 

细胞色素氧化晦 即砰吸链复台体 Ⅳ，它位 亍̈吸链的晟 

束端，催化细胞色素 L(eytoc]ffoj]]e C，cYt )的氧化，同时驱动 

ATP的合成 它此是线粒体的标志翦，其酶活性的发挥对于维 

持绒粒体结构和功能以及细脆能世的产生白非常重要韵意义。 

虽然国内外有关细胞色素氧化酶活性测量的报道很多，但运用 

较广的方法主要有三种：紫外分光光度法、极 }去和组织化学 

法，紫外分光光度法根-3, cvt+c的还原型和氧化型有不同的光 

吸收这一原理．通过测量迂原型 c吼 c的氧化率来反映细胞色 

素氧化酶的活 ：极谱法是艰据还麒型 eyt c被酶氧化的I司时 

消耗 这一原理，通过测量反应体系中氧耗率米反映酶活。。J 

相对而言，运用紫外分光光度法以及组织化学}圭的报道较多， 

而用概谱法测量的报道较少．但早在 1983年 Rafael JL2J就提出 

极谱法测量细胞色素氧化酶活性更具优越性。本文结台实践 

经验对扳谱法测量大鼠8卣线粒体细胞色素氧化酶活性的方法 

进行了改是： 

一

、材料和方 

1．实验动物：成熟健康 Wistar大鼠。雄性，l3周龄，由本校 

动物所提供 

2 仪器设备：(I)低温高速离 机(TGL一16，中国科学院武 

汉仪器厂) 【2)生物组织氧耗测量系统(北京304医院，航天医 

学 _=l二程研究所)．1 3)屯予显微镜t本校中心仪器室提供) 

3药品与 剂：&UP．州 c．W 】系s Lm— 公司产品，TMPD． 

抗坏血酸，聚蔗糖溶液，蔗糖， 露 醇，Tris碱等均为国产分析 

纯 ． 
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4实验方法：(1)实验分组：按刮量的标斗类蜓分为四组： 

脑匀浆组、粗制线粒体组、提纯线粒体组 提纯线粒体组又分 为 

两维：W一1处理组和非处理纽 (2)大鼠脑终粒体的提取采用 

本室建立的改良的Clark JB脑线粒体提取法 ’’。Lowry法测定 

各悬浮液蛋白含量 (3)W-1处理 ：将 lOOnagW一1溶解于 】O 

磷酸一ED1 缓冲液中制得 1％ W-1溶液：分别按 1：9(VtV)和 

1：1(wv)的比侧在线粒体悬浮液和组织匀浆中添加预拎的 【％ 

W-1溶液。非处理组掭加等量的线粒体分离介质。(4 细胞色 

素氧化酶活性的测定：采用 RaJhel J的方法 一 反应 体积 1．4 

，反应温度 25 。就反应底物 、反应标本量的不同测量酶的 

活性，设置平行管。测量方法如下：在反应池中加^磷酸一ED． 

TA缓冲液，孵育3min(使液体被空气充分饱和)，然后依次加  ̂

抗坏血酸溶液(0．1 nmlJ1)，细胞色素 C溶液(2mm 1)，T]iWD溶 

液(50 nmml／1)，反应 2 3 nfin，待描记的曲线斜率(既反应空白 

值，是TMPD一抗坏血酸体系还原 eyt．c的氧耗率)恒定后，加^ 

样本，记录氧耗曲线。酶活性计算公式：COXA=960×反应总体 

积x每秒的耗氧量，每升样本中的蛋白量，活陛单位为ukaffmg 

样本蛋白 

二、结果 

四种删量样本中 提纯线粒体的测量效果最好，它可以在 

l水崭中保存至少 6小时，而酶活性没有显著改瘦、而匀浆组测 

鼓效果最差．且长时间保存后恬性基本丧失(表 I)；w I处理 

组酶活性测量值比非处理组高，两组在保存时间6小时以内酶 

活性 4量值没有显著变化(表2)。 

表 1 不同时间、加样浓度、反应底物浓度及样本类别的 COX活性测量值 

· 作者单位：alIIY,B8 重炭市第三军 大学高原军事医 

学系精理 理学教研室 
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表 2 W．1处理对提纯线粒体 COX测量的影响 

三、讨论 

l酶活性测量J_}j的样本选择：尽管 l~fael J认为从组织匀 

浆到提纯线粒体．都可 作为测量 t ()x活性的材料．但我们的 

寓验结果显示提纯竣粒体的效果最好 第一，用提纯线粒体测 

酶活 稳定性高，可以置冰浴中保存至少6小时而不影响酶 

活性；第二，COX活眭受组织匀浆及粗提线粒体中多种成分的 

影响，如磷脂、脂肪醴等，提纯线粒体中有救地去脒了这些物 

匝 避免了它们对酶活性的抑制作用 

2．反应底物浓度的选择：(1)从经济、节约方面：细胞色素 

C很昂贵，IIdael J的报道中使用的终浓度为 85umo~l，本实验在 

不改变底物问浓度比的情况下，对不同底物洙度组台对酶活性 

测量进行丁研究，结果表明，T~．WD、抗坏血酸和细胞色素 C终 

浓度分别为 0 35nLn~P[、3 5nunolYl和 42 5umol／[的测量效果与 

R出c̈ 的报道中使用的终浓度组合所达到的测量效果没有显 

著差别。测量的酶活性稳定，而且从经济上考虑，节约经费。 

2)从空白值稳定性方面·投谱法侧量 COX恬性fj勺要求之一，即 

由底物自身帽互反应产生的耗氧率(空白值)应在 0 020—0 

036uka1]mg线粒体蛋白范围L』内 乖研究显示，使用该底物浩 

度组台，空白值在所许范 之内，而且有较好的稳定眭 

3 w一1处理的非必要性：用 w一1处理的目的是保存酶 

活性 ，不至于因样本放置时 目̈]的不同而影响酶活性 。FH于 

它是一种离子去污剂，能破坏提纯线粒体的蹲结构，使测得的 

酶话性较非处理样本高 “ 本研究韵结果表喁，不论 哪种样 

本为测量材料．W—I处理组的酶活性都技非处理组高。而 且 

非处理组样率的酶活性在贮存 6小时 虎与W 【处理组的酶 

活胜差异显著，因此在样车无需长期贮存 (大于 6小时)条件 

下，可 不用 W—l处理。 
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应用肺动脉控制阻断术扩大切除晚期肺癌 

李春江 杨阿久’ 周 钢” 

影响肺癌手术治疗的最主要因素是肿瘤向肺门及心血管 

等重要部位的浸润和转移 据统计能够接受外科手术的肺癌， 

仅占全部啼癌病例的约20％ill，而绝大部分病人却因此失去丁 

手术治疗的机会。近年来，作者应用肺动脉控制 阻断术，对常 

规手术方法不能手术的 IⅡ和 lv期肺癌，进行了扩大切除治 

疗 ，并收到了较好的疗效。 

一

、临床资料 

t993年一1999年，共手术治疗肺癌 105俪．其中周围型肺 

癌柏 例，中心型 65例。肺叶切踪(包括全肺或职肺叶)85倒． 

肺段切除 7例，剖胸探查术 15例。术后病理诊断：鳞瘟 57例： 

t 作者单位 ：156700 黑龙江省饶河县人民医院外科 
一 佳木市大学附属一院胸心外科 

腺癌 39例；未分化癌9倒。将资料进一步分成 2组，前三年组 

和后三年组。结果前 3年组舶手术切除率为 79％(34／43)，后三 

年组的手术切除率为90％(56／62)．两组间经统计，差异显著(P 

<0 05)。两组的手术方法：前三年组手术方法仪为常规的肺 

叶和肺段切除并淋巴结清除术 后三年组在前三年组常规术 

式的基础上，对其中的 l5例癌瘤或淋巴结严重侵及心肺大血 

管，常规手术方法切除难度大或不能切际的病柳，采用肺动脉 

控制阻断的手术方法，结果顺利切除丁肺癌和彻嚆清扫了淋巴 

结。后三年组无手术死亡及大出血，无术后支气管戏留癌和严 

重并发症 
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