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　　提　要　目的:研究生物波调控因子对脑缺血后再灌流脑细胞线粒体有无保护作用。方法:通过大鼠四

血管闭塞 (热灼两侧椎动脉、夹闭两侧颈总动脉 )造成脑缺血和再灌流的动物模型 ,提纯脑组织匀浆中线粒体

并用丙酮酸钠及苹果酸钠作底物 ,测定脑细胞线粒体的呼吸三态、四态和呼吸控制率。结果: 脑缺血 20 min

组和缺血 20 min后再灌流 4 d组大鼠脑线粒体呼吸功能与假手术组相比差异非常显著 ,特别是呼吸控制率

的降低非常明显 ;而用生物波调控因子治疗的缺血 20 min再灌流 4 d的大鼠无论呼吸三态、四态及呼吸控制

率都与假手术组差异不明显。结论:生物波调控因子对缺血后再灌流性脑损伤的脑线粒体呼吸功能有一定保

护作用 ,研究可能为治疗缺血性脑损伤开辟一条新途径。
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　　以往的研究发现短暂脑缺血及缺血后再灌流性脑

细胞损伤的病理生理过程与线粒体的功能失调有关 ,

线粒体功能失常可能是脑组织损伤的主要因素
[1 ]

。近

年来我们在研究生物波理论时 [2 ] ,分离纯化出了生物

波调控因子 ( Bio-wave regula tion facto r, BRF) ,这种

调控因子是细菌在特定条件下进行波动自我调控的产

物 ,可促进细胞再分布及调节胞内蛋白质发生凝-溶过

程而促进组织细胞功能恢复正常。本实验对大白鼠脑

缺血及 BRF治疗后脑细胞线粒体呼吸功能的变化进

行了研究 ,旨在观察 BRF对缺血性脑损伤的治疗作

用。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　实验动物　　健康 Wistar大鼠 40只 ,雌雄不限。体重

( 180± 40) g ,由本校实验动物中心提供。

1. 1. 2　仪器设备　　低温高速离心机 ( J2-21型 Beckman) ;氧

电极 (上海植物生理研究所 );循环恒温水浴箱 (北京市医疗设

备厂 ) ;记录仪 (重庆仪表总厂 ); 721分光光度计 (上海第三分析

仪器厂 )。

1. 1. 3　药品与试剂　　 BRF注射液 ( 100 mg /ml) ,本校生物

波研究中心提供。ADP系美国 Sigma公司产品 ,其它试剂均为

国产分析纯。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　脑缺血再灌流动物模型的制作　 　采用改良的

Pulsinell法 [3, 4 ]。大鼠用乙醚进行麻醉 ,用玻璃针分离暴露两侧

第一颈椎横突孔 ,热灼两侧椎动脉。分离两侧颈总动脉 ,用微动

脉夹夹闭两侧颈总动脉 20 min,为缺血期。缺血期满松开动脉

夹为再灌流期。整个缺血期意识丧失 ,直立反射消失者留作实

验动物 ,废弃有抽搐及短暂昏睡的动物。未烧灼椎动脉 ,未夹闭

颈总动脉 ,其余手术方法与脑缺血再灌流动物模型的制作相同

的大鼠为假手术组。

1. 2. 2　实验分组　　每组 10只成活动物。①假手术组。②脑缺

血 20 min。③脑缺血 20 min再灌流 4 d组。④ BRF治疗组: 用

BRF注射液按 500 mg /kg体重分别在缺血前 20 min、缺血后 20

min、再灌流 24、 48 h皮下注射 ,观察缺血 20 min再灌流 4 d大鼠

脑线粒体的呼吸功能。

1. 3　大鼠脑线粒体的分离
　　用改良的 Clark技术 [5]。大鼠按实验分组达到预定时间断

头后迅速 ( 30 s)取出前脑 (去除脑干和小脑 ) ,浸入带有冰渣的

分离介质中 ( 25 mmo l / L蔗糖 , 75 mmo l / L甘露醇 , 1 mmol /L

EDTA , p H7. 4)剪碎 ,用分离介质洗 3次 ,玻璃匀浆器手工匀浆

( 8上 8下 ) ,制得脑匀浆。差速离心 3 min( 2000× g ) ,取上清 ;离

心 8 min( 12500× g ) ,取沉淀 ;用 3% Fico ll液 10 ml( 3% Ficoll:

0. 12 mo l /L蔗糖、 0. 03 mo l /L甘露醇和 25 μmo l /L EDTA-K2

p H7. 4)悬浮沉淀。仔细分层后加入 6% Ficoll溶液 20 ml( 6% Fi-

coll: 0. 24 mo l / L蔗糖 , 0. 06 mo l /L甘露醇和 50 μmol / L ED-

TA-K2 p H7. 4) ,离心 30 min( 10 400× g ) ,取沉淀 ,用分离介质

再悬浮沉淀离心 10 min( 12100× g )后得到的沉淀为提纯的脑

线粒体 ,用分离介质稀释至 20 mg /ml备用 ,以上所有操作均在

0℃～ 2℃条件下进行。分离介质必须保持有冰渣状态。

　　用 Low ry法测定脑线粒体蛋白 [6]。

1. 4　脑线粒体呼吸功能的测定
　　用氧电极法 [6 ]。将 1只大鼠脑提取的线粒体 100μl( 20 mg /

ml)加入 2 ml反应体系中 ( 120 mmo l /L KCl, 15 mmol /L T ris-

Cl 2 mmo l / L T ris-PO4 , 75 mmol /L蔗糖 , 25 mmo l /L甘露醇 ,

0. 05 mmo l /L EDTA-K2 pH7. 4)温度 30℃ ,孵育 2 min,加入底
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物 10 μl( 5 mmo l /L丙酮酸钠+ 5 mmol /L苹果酸钠 )后加入

ADP( 200 nmo l) ,测得氧气消耗率为呼吸三态 ( nmol min- 1 

mg- 1 )待 ADP完全磷酸化 ,氧气的消耗速度下降 ,此时测得的

氧气消耗率为呼吸四态 ,三态 /四态之比为呼吸控制率。

1. 5　统计学方法
　　实验所得数据处理后用 x-± s表示。采用双标本 t检验。

2　结果

　　用氧电极法以丙酮酸钠加苹果酸钠作为底物 ,测得假手术

组、缺血 20 min组 (简称缺血组 , Ischemia )、缺血 20 min再灌流

4 d组 (简称再灌流组 , Reperfusion)、缺血 20 min再灌流 4 d用

BRF治疗组 (简称 BRF治疗组 , BRF therapy )的呼吸三态、四

态和呼吸控制率 ,见表 1。

表 1　各组脑线粒体呼吸功能比较 ( x-± s)

Tab 1　 Comparison of cerebral mitochondria

respiratory function(x-± s )

Group n State 3 respriation State 4 respriation RCR

Control 10 26. 01± 0. 27 6. 40± 2. 42 4. 15± 0. 29

Ischaemia 10 14. 15± 0. 74** 7. 21± 0. 19 1. 96± 0. 24**

Reperfusion 10 38. 60± 9. 44**△△ 17. 0± 2. 75** △△ 2. 32± 0. 66** △

BRF therapy 10 21. 40± 3. 95△△ 5. 50± 1. 78△ 3. 98± 1. 06△△

** : P < 0. 01v s contr ol;△: P < 0. 05,

△△: P < 0. 01 vs ischaemia g roup

　 　在本实验中 ,缺血 20 min组脑线粒体的呼吸功能明显下

降 ,其呼吸三态与呼吸控制率分别下降至假手术组的 54%和

47% ;缺血 20 min再灌流 4 d组 ,虽然呼吸功能有所恢复 ,但与

假手术组相比 ,仍有非常显著的差异 ,主要表现为呼吸四态的

延长和呼吸控制率的降低。用 BRF治疗组的呼吸三态、四态和

呼吸控制率与假手术组相比差异都不显著 ,而较脑缺血组的呼

吸功能有明显好转。

3　讨论

　　本实验采用的 Pulsinelli的大鼠四血管闭塞造成

全脑缺血及再灌流的动物模型 ,在双侧颈总动脉闭塞

时前脑的血流量减少到 0. 1 ml mg
- 1 min

- 1以下 [7 ]。缺

血后再灌流脑血流量短暂增加 (缺血后充血 ) ,以后逐

渐减少 (延迟性低灌注 )。由于脑血流量的改变 ,使脑组

织产生缺氧缺血的变化。M cGee-Russel等
[8 ]
研究发

现 ,在脑缺氧缺血的细胞损伤中 ,线粒体的改变发生最

早。线粒体的功能是氧化磷酸化 ,两者是紧密偶联的 ,

习惯上将呼吸三态的呼吸速度对四态的呼吸速度的比

值称为呼吸控制率。呼吸控制率高 ,说明磷酸化对氧化

的反馈控制强 ,偶联得紧密。本实验中观察到脑线粒体

的呼吸控制率在脑缺血时下降非常显著 ,再灌流后仍

然不能达到假手术组的水平 ,说明其为缺血性脑损伤

的敏感观察指标。用 BRF治疗的大鼠其呼吸三态、四

态和呼吸控制率都与假手术组差异不明显 ,表明可能

由于 BRF的药物作用 ,大鼠虽然经受了缺血及再灌流

的打击 ,但脑线粒体的呼吸功能仍然能恢复至假手术

组水平。

　　实验结果表明 BRF对脑细胞线粒体呼吸功能的

恢复有明显作用 ,其机制可能有二 ,一是对线粒体有保

护作用 ,二是促进受影响的线粒体结构与功能的恢复。

根据生物波理论
[2 ]
及其研究成果 , BRF所具有的自组

织作用及促进细胞再分布作用 ,可能是 BRF对缺血性

脑损伤具有保护作用的原因所在。群体细胞发生自限

和协同 ,可导致生物波 ,实验证实 ,细菌在营养物质大

量消耗废物大量堆积的不利环境中会不再断裂而发生

自限 ,并协同发生波动 ,出现宏观有序的生命活动过

程 ,它说明了生物波调控因子所具有的自组织作用。针

对脑缺血时细胞所处的不利环境 ,可能通过自组织作

用使脑细胞发生自限 ,稳定线粒体膜及溶酶体膜 ,在渡

过了不利因素的作用后 ,调节脑细胞呼吸功能发生迅

速、明显的好转。组织正常情况下是处于动态平衡即非

平稳状态 ,从而使得组织在多细胞结构上进行着较有

规律的运动 ,这种运动的程度取决于自身代谢及自身

所处环境的改变程度 ,这个过程被称为 Hepto taxis
[9 ]

。

目前已被普遍接受的观点是机体对不利因素的抵抗力

及损伤后的恢复能力 ,主要取决于细胞移动的速度和

程度 , BRF具有促进细胞再分布的作用 ,可能使这种

细胞移动达到了一种较为合适的速度和程度。
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Protective ef fects of bio-wave regulation factor on cerebral ischemia in

rats
*

Li Lusi, Huang Chunji, Xu Qiw ang ( Depa rtment of Neurolog y , South west Hospital, Third M ilita ry M edical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　 　 Abstract　Objective: T o determine w hether bio-wave r egula tion factor ( BRF) can exert pro tective ef-

fects on mitochondria in brain cells after ischemia /r eper fusion. Methods: The sta te 3 and 4 respira tion and

respir ation contro l ra tio ( RCR) of the mitochondria in brain cells w ere dete rmined in a model o f ischemia /

r eper fusion in r ats. Resul ts: The respira tor y function, especially RCR, was significantly decreased in the rats

with only cerebr al ischemia and those w ith ischemia /reperfusion as compa red with those o f sham opera tion

( SO ) . How ever , the respira to r y func tion in anima ls t reated with BRF was no t markedly differ ent from that

in tho se o f SO. Conclusion: BRF can exer t pro tectiv e effects on mito chondria in brain cells aft er ischemia /

r eper fusion, w hich might prov ide a new w ay for tr ea tment of ischemic cer ebral injury .

　　 Key words　 ischemia /r eper fusion; respira tion cont rol ra tio; bio-w ave regulation factor; rat

　* 　 This pr ojec t was suppo rted by the National Natur al Science Foundation of China, No . 39270273

个案与短篇

烧伤病人血清中首次检出 LDH-IgG复合物 1例

A case of LDH-IgG complex detected in serum of postburn patient

刘泽军 　杨　新　 黄兴玉　 魏明竞　　 (第三军医大学附属西南医院检验科 )重庆 , 400038

　　病例: 对烧伤病人的血清标本进行 LDH同工酶测定时 ,发

现异常的电泳带出现 , LDH4升高 ,并且在 LDH5的阴极侧出现

多余的同工酶带 ,红细胞 LDH同工酶测定显示出正常的型式 ,

排除了遗传变异的可能性。为了鉴定异常带的性质 ,使用 Ig G、

Ig A、 IgM抗血清对病人血清进行免疫对流电泳 ,结果在加了抗

IgG抗血清的泳道中 LDH4处及 LDH6处出现沉淀线 ,证明异常

带为 LDH结合免疫球蛋白 G复合物。

讨论

　　循环血中血清酶和免疫球蛋白结合形成可溶性的复合物 ,

这一现象日本称为酶结合免疫球蛋白 ,欧美称为特异酶抗

体 [1] ,但在我国几乎未见报道。本例为烧伤病人中首次发现 ,酶

结合免疫球蛋白的出现可导致酶活力的改变 ,影响同工酶的测

定值 [2]。由于发现的病例较少 ,其机制和临床意义尚不清楚 ,估

计可能与疾病的进程有关 [3]。

　　关键词　酶结合免疫球蛋白 ; LDH同工酶 ;烧伤

　　中图法分类号　 R392. 11
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