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氯霉素处理对急性缺氧大鼠脑线粒体氧化呼吸功能变化研究
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　　提　要:目的　通过观察氯霉素处理大鼠急性缺氧暴露后脑线粒体呼吸功能和细胞色素氧化酶(COX)活性变化 , 了

解线粒体基因组表达在缺氧引起线粒体呼吸功能改变中的作用。方法　以成年雄性 Wistar大鼠建立氯霉素药物处理及

高原缺氧模型。应用差速离心法提取脑皮质线粒体 , Clark 氧电极法测定线粒体呼吸功能 ,及细胞色素 C 氧化酶(COX)的

活性。结果　①急性缺氧 24 h 后大鼠脑线粒体Ⅲ态呼吸(ST3)、呼吸控制率(RCR)显著降低 , 呼吸Ⅳ态(ST4)较对照组显著

升高;②氯霉素处理加缺氧组大鼠脑线粒体ST3 较对照组显著降低 , ST4较对照组 、单纯缺氧 、氯霉素组比较均显著降低 ,

RCR与对照组比较显著降低 , 但高于单纯缺氧 、氯霉素组;③单纯缺氧 、氯霉素处理组脑组织COX活性显著降低 ,而氯霉素

处理加缺氧组较单纯缺氧组 COX 活性从正常组的 65.7%恢复至 86.5%。结论　①线粒体蛋白合成的抑制可导致线粒体

氧化功能障碍 ,提示线粒体基因组的完整表达在其呼吸功能发挥中的重要作用;②氯霉素处理对缺氧造成的线粒体功能

障碍具有保护作用。
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　　Abstract:Objective　To investigate the roles of mitochondrial DNA (mtDNA)in the respiratory function of

cerebral mitochondria in rats exposed to acute hypoxia by observing the changes of mitochondrial respiratory function

and cytochrome C oxidase(COX)activity.Methods　The rat cerebral cortex mitochondria were isolated by centrifu-

gation.Mitochondrial respiratory function and COX activity were measured by Clark oxygen electrode.Results　①

Compared with the control group(C), hypoxia group(H)showed significantly elevated state 4 respiration(ST4),

decreased state 3 respiration(ST3), and respiratory control rate(RCR).②ST3 in group of treatment with chloram-

phenicol(CAP)plus hypoxia(MH)was significantly lower than that in Group C , while ST4 in Group MHwas signif-

icantly lower than that in groups C and H.RCR in Group MH was lower than that in Group C , but higher than that

in Group H.③COX activity in Group H was significantly lower than that in Group C.In Group MH , COX activity

was higher than that in GroupH , but was still lower than that in Group C.Conclusion　The complete expression of

mtDNA may play an important role in mitochondrial respiratory function.CAP treatment might be beneficial to the re-

covery of rat respiratory function.
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　　初进高原后机体因缺氧可发生急性高原反应 ,严

重影响正常生理机能 ,而中枢神经系统功能障碍又是

初入高原者发生急性高原病(高原反应 、高原脑水肿)

的重要原因 。为提高机体对高原急性缺氧的耐受力 ,

人们对此进行了许多研究 ,脑组织是对缺氧最敏感的

组织 ,耗氧量大 、代谢率高 、ATP储备少 ,成为研究的靶

器官。组织 、细胞对氧利用效率的改变和能量的产生

与利用障碍是缺氧时机体机能活动改变的核心;研究

急性缺氧时细胞的能量代谢变化规律及其机制对减轻

缺氧对机体的损伤 、改善机体的活动能力将具有重要

意义 。氯霉素是线粒体编码蛋白翻译过程的特异抑制

剂 ,而不影响细胞核编码的蛋白质在内质网上的蛋白

质合成。利用氯霉素在一定程度上抑制线粒体编码蛋

白合成的这一特性 ,我们建立了氯霉素处理大鼠模型 ,

观察急性缺氧对大鼠脑组织细胞线粒体呼吸功能的变

化 ,COX活性变化 ,以期了解线粒体自身遗传系统在

维持其氧化呼吸功能中的作用 ,揭示缺氧时组织能量

代谢改变的机制以及氯霉素对脑缺氧损伤的线粒体呼

吸酶的效应 ,为改善缺氧时线粒体能量生成效率 、提高

机体对缺氧环境的生存能力提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　实验材料
　　小鼠抗人 COXⅠ、抗牛 COX Ⅳ单克隆抗体(Molecular Probe);

碱性磷酸酶标记的马抗小鼠 IgG(北京中山公司);其它试剂及

聚偏二氟乙烯(PVDF)膜等购自上海生工生物工程公司。

1.2　实验动物与分组
　　成年雄性Wistar大鼠 40只(体质量 140 ～ 220 g ,第三军医大

学实验动物中心提供), 随机分为 4 组:平原对照组(control , C

组)、氯霉素药物处理组(medication ,M 组)、单纯缺氧组(hypoxia,H

组)和氯霉素药物处理+缺氧组(medication+hypoxia ,MH 组), 每

组各 10只。药物处理为 0.5%氯霉素腹腔注射(50 mg/kg), 1 次/

12 h , 实验前 7 d 开始连续注射。动物缺氧条件为:低压舱模拟海

拔5 000 m高原 ,大气压为 405.35 mmHg , 连续减压 24 h。

　　平原对照组与药物处理组于舱外同时喂养 , 并于实验前 7

d 开始腹腔注射等量生理盐水。全部动物喂以标准颗粒饲料

(本校实验动物中心提供),自由饮水。 C 、M 组在平原取材 , H、

MH组在模拟海拔 5 000 m 高原低压舱内采集标本 , 其中有几例

因减压等因素致死亡 ,故未纳入后续统计处理 。

1.3　实验方法
1.3.1　大脑皮质线粒体的提取　　采用本实验室建立的方

法[ 1] 。线粒体蛋白质测定采用 Lowry' s 法。

1.3.2 　分离线粒体的电镜观察　　将提纯的线粒体沉淀

1 mm3 置于 3%戊二醛固定液中固定 , 冲洗后用 1%锇酸固定 ,

逐渐丙酮脱水 ,环氧树脂 618 包埋 , 制超薄切片后用 2000EX 型

透射电镜观察 ,记录并拍照。

1.3.3　线粒体呼吸活性的测定　　参照 Chavez 等[ 2]的方法。

反应总体积 1.6 ml , 温度28 ℃。将 1.5 ml反应介质加入反应池

中孵育 2 min , 以空气饱和 , 然后加入线粒体悬液 0.1 ml , 预温

1 ～ 2 min 后 , 依次加入反应底物(0.5 mol/ L 苹果酸钠和 0.5

mol/ L丙酮酸钠的混合物)10 μl 、ADP(0.1 mol/L)5μl , 观察线

粒体呼吸态的变化 ,记录氧耗曲线 , 计算在 ADP加入后(Ⅲ态呼

吸 , ST3)和 ADP耗尽后(Ⅳ态呼吸 , ST4)的氧耗量。线粒体呼吸

活性(R)以消耗 nmol O·min-1·mg-1线粒体蛋白表示 , 呼吸控制

率(RCR)以Ⅲ 、Ⅳ态耗氧之比(ST3/ ST4)表示 , 氧化磷酸化效率

(OPR)以单位时间内单位线粒体蛋白合成的 ATP量(OPR=ST3

×P/O)表示 ,单位是 nmol·min-1·mg-1 ,其中 P/O 即磷氧比值为

向反应体系中加入ADP 的 nmol数与因此而消耗氧量的 nmol原

子数之比。

1.3.4　细胞色素氧化酶活性的测定　　采用氧电极法[ 3] 。 反

应总体积 1.4 ml , 反应温度 25 ℃。将 1.3 ml预先于 25 ℃水浴

中孵育过夜的磷酸-EDTA 缓冲液加入反应池中孵育 1 ～ 3 min ,

然后依次加入抗坏血酸溶液(0.1 mmol/L)、细胞色素 C 溶液(2

mmol/ L)、TMPD溶液(50 mmol/ L)各 50、30、10 μl , 反应 1～ 2 min ,

待反应曲线斜率(即 assay blank , 空白值)恒定后 , 加入线粒体悬

液10 μl , 记录氧耗曲线 。酶活性(A)以原子氧的消耗速率表

示 ,单位 nmol·min-1·mg -1 ,活性计算公式为:

　　A=(240×V×■X×2)/(X×V×■t×mg)

　　其中 240 是指每 ml空气饱和的溶液中所含的 nmol分子

氧 ,V 指反应总体积(ml), ■X 表示氧耗量(除去空白值 ,以记录

纸上相对应的格数表示), 2 表示由分子氧变成原子氧时的系

数 ,X 表示反应体系中总的氧含量(以记录纸上相对应的格数

表示), V指加入的样本体积(ml), ■t耗氧时间(min)。

1.4　统计学处理
　　数据均以 x±s表示;采用 SPSS10.0 统计软件的单因素方

差分析 ,各组均值的多重比较采用 LSD法。

2　结果

2.1　线粒体提取质量
　　分离线粒体的透射电镜观察显示 , 提取的沉淀中主要成分

是线粒体 , 纯化的线粒体为圆形或椭圆形 , 多数线粒体有完整

的膜性结构 ,保持了较完整的嵴结构 , 少数线粒体有肿胀 、嵴稀

疏(图 1)。

图 1　线粒体提取物透射电镜图　(TEM×12 500)

Fig 1　Photograph of mitochondria　(TEM×12 500)
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　　通过 Clark 氧电极测定线粒体的呼吸氧耗 , 正常脑组织线

粒体氧化磷酸化偶联程度较高 ,呼吸控制率(RCR)在7.9 以上。

2.2　大鼠脑皮质线粒体氧化呼吸功能
　　与对照组(C 组)比较 , 急性缺氧组(H 组)大鼠脑线粒体

ST3、RCR显著降低 , ST4显著升高 , 差异均具有非常显著意义

(P<0.01);OPR虽有降低 , 但不具统计学意义。

　　与 C 组比较 ,M 组大鼠脑线粒体 ST3、RCR及 OPR均显著

降低 ,差异具有非常显著意义(P <0.01), 而 ST4 无明显变化。

　　MH组大鼠脑线粒体ST3 较 C 组显著降低(P<0.01), 但与

H 组 、M组均无显著差异 , ST4 较 C 组显著降低(P<0.05), 与 H

组 、M 组比较也显著降低 , 差异具有非常显著意义(P <0.01),

RCR与 C 组比较显著降低 ,但高于 H 组及 M 组 , 差异均具有非

常显著意义(P<0.01), OPR较 M 组显著升高(P <0.01), 与 C

组 、H组均无显著差异(图 2 , 3)。

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01, vs C;★★:P<0.01 , vs M;◇◇:P

<0.01 , vs H

图 2　急性缺氧与药物处理对大鼠脑线粒体呼吸活性氧耗的影响

( x±s)

Fig 2　Effects of acute hypoxia on respiratory activity in mitochondria

from the cerebral cortex of the control and CAP-treated rats( x±s)

＊＊:P<0.01 , vs C;★★:P<0.01 , vs M;◇◇:P<0.01 , vs H

图 3　急性缺氧与药物处理对大鼠脑线粒体氧化磷酸化偶联的影

响( x±s)

Fig 3　Effects of acute hypoxia on oxidative-phosphorylation coupling

in mitochondria from the cerebral cortex of the control and

CAP-treated rats( x±s)

2.3　大鼠脑皮质COX活性

　　M组及 H 组大鼠分别经氯霉素处理和急性缺氧后 ,脑组织

COX活性显著降低 ,与正常对照组相比 , 差异有非常显著意义

(P<0.01);而 MH组大鼠经 a、b 两因素复合处理后 , COX活性

与M组 、H 组比较是升高的 , 差异有非常显著意义(P <0.01),

与 C组比较无显著差异(P>0.05)(表 1)。

表 1　急性缺氧及药物处理后大鼠脑线粒体 COX活性的变化( x±s)

Tab 1　Changes of COX activity in mitochondria from the cerebral cortex

of the control rats and CAP-treated acute hypoxic rats( x±s)

Group n COX activity(nmol O·min-1·mg-1)

C 8 628.48±62.09　　　

M 10 380.90±17.91＊＊

H 7 412.79±60.13＊＊

MH 8 543.86±82.03★★◇◇

＊＊:P<0.01 , vs C;★★:P<0.01 , vs M;◇◇:P<0.01 , vs H

3　讨论

　　高原环境对机体的危害主要是乏氧性缺氧 , PaO2

降低必然导致线粒体内 PO2 下降 ,出现线粒体功能障

碍。关于缺氧对线粒体呼吸功能的影响研究报道较

多[ 4 ～ 6] 。ST3是代表ADP对线粒体氧化呼吸刺激效应

的指标 ,ST3和 RCR下降说明 ADP 对呼吸链电子传递

速率的刺激效应降低。ST4 代表无 ADP 时的基础耗

氧 ,也即意味着此时无 ATP 的合成 ,是一个“无效”氧

耗的过程 。OPR可以反映氧化磷酸化效率的大小 。

　　本实验结果表明 ,模拟 5 000 m 高原连续缺氧暴

露24 h ,大鼠脑线粒体ST3和 RCR显著降低 ,ST4显著

升高 ,表明急性缺氧时脑线粒体氧化呼吸功能降低 、

“无效氧耗”增加 。当机体 ATP 需要增加时 ,并不能靠

ADP 刺激电子传递来增加氧耗 ,使氧化磷酸化在一定

程度上脱偶联。大鼠脑线粒体呼吸功能的这种变化可

能参与了急性缺氧影响脑能量代谢从而导致神经系统

功能障碍的机制。ST4 的升高不伴有 ADP 的磷酸化 ,

无能量生成 ,此时质子不通过 F0F1-ATPase 进行 ATP

合成 ,而直接通过线粒体内膜回到基质 ,其结果导致贮

存在质子电化学势能中的自由能的消耗 ,形成质子漏 ,

质子漏并不是真正的无效氧耗 ,它具有产热 、增加代谢

调节潜能 、清除有害自由基和调节碳流等生理功能[ 7] 。

　　氯霉素抑制线粒体的蛋白翻译是具有特异性的 ,

它并不影响胞浆蛋白的合成 ,其抑制蛋白质合成的机

制是降低核糖体上肽基转移酶的催化反应常数。当线

粒体内蛋白质合成被特异性抑制后 ,线粒体的大小 、数

目 、形状以及膜的通透性等都发生改变[ 8] ,但这些变化

与此时线粒体能量代谢改变的关系尚缺乏研究。

　　本实验通过给大鼠注射氯霉素 ,建立线粒体蛋白

合成抑制动物模型 ,结果显示当线粒体的蛋白合成被

抑制后 ,线粒体的氧化磷酸化偶联程度及氧化磷酸化
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效率均受到了影响 ,与文献[ 8]报道的结构改变相一

致。氯霉素处理动物急性缺氧后 ,脑线粒体 ST3呼吸

较单纯缺氧组没有进一步降低 ,表明给药和缺氧两因

素对ST3的作用不是简单相加的结果 ,一定程度上起

到相互“减弱”的作用;ST4不仅比药物处理组和单纯

缺氧组显著降低 ,而且也显著低于正常对照组 ,表明急

性缺氧可显著降低线粒体蛋白合成抑制大鼠的脑线粒

体“无效氧耗” ;RCR虽与正常组比较是降低的 ,但比

单纯缺氧及单纯药物处理组显著升高;而 OPR显著高

于药物处理组 ,与正常对照组则无差异 ,表明急性缺氧

可部分改善氯霉素处理大鼠脑线粒体的氧化磷酸化偶

联 ,在一定程度上提高氧化磷酸化效率 。

　　线粒体的氧化呼吸是依靠其内膜上电子传递链的

逐步电子传递来实现的 。COX是线粒体呼吸链电子

传递的终末复合物 ,是线粒体氧化能力的关键调节部

位 ,其利用从亚铁细胞色素 C传来的电子催化氧的 4

个电子还原 ,并产生质子电化学电位梯度 (■μH ),同

时把氧化还原反应中的能量通过氧化磷酸化转变为含

高能磷酸键的ATP ,在能量产生中起主要作用 ,是线粒

体氧化呼吸的限速酶 ,在调节线粒体氧化磷酸化功能

和细胞的能量需求中起关键性作用。文献[ 12]报道 ,

脑神经元功能活动状态随 COX 活性而改变 , 缺氧时

COX活性下降提示神经细胞机能活动降低 ,尤其在缺

氧急性期下降更为明显 ,因此缺氧时 COX活性下降可

能是缺氧导致中枢神经系统功能障碍的机制之一 。

　　本实验结果表明 ,在急性低氧环境下脑线粒体氧

化呼吸功能的下降与 COX活性的降低有关 ,而氯霉素

处理的的大鼠经急性缺氧暴露后 ,其 COX活性的部分

恢复对线粒体呼吸功能的改善起至关重要的作用 。

　　缺氧对 COX活性的调节机制并不清楚 ,对低等真

核生物如酵母的研究认为 ,缺氧可能通过两种途径影

响酶活性
[ 13]
:①定量调节 ,又称长期调节 ,即缺氧可通

过影响基因的表达 ,导致有活性的酶分子数的改变。

②定性调节 ,即短期调节 ,缺氧通过细胞内环境的改

变 ,如离子浓度 、细胞 pH、自由基以及酶反应底物等的

变化 ,导致酶的空间构象发生改变或化学修饰 ,表现出

不同的催化活性 。本实验结果显示急性缺氧能使氯霉

素处理的大鼠脑 COX活性升高 ,可能与给予线粒体蛋

白合成抑制剂后大鼠对缺氧的反应不如单纯缺氧时敏

感有关 ,在一定程度上减弱了缺氧对酶活性的调节。

国内外有关抗生素在缺血缺氧损伤中发挥的作用亦有

研究报道 ,已经有实验证实二甲胺四环素(半合成四环

素),在缺血缺氧损伤 、退行性病变的实验动物模型中 ,

对发育中的脑起神经保护作用 ,其机制可能与阻止活

性 caspase-3的形成有关[ 9] ;也有文献报道 ,红霉素体

内注射可以提高细胞的缺氧耐受性
[ 10]
,这两种抗生素

均与氯霉素一样可以特异阻断线粒体蛋白合成。至于

详细的调控机制还有待进一步在转录和蛋白水平上进

行研究。
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