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提 要 :1I 的
:

研究细菌 内毒素 .(I P S )
、

磷脂酶 A Z ( IP
_
A Z

) 及 自由基对质子跨膜转 运及 H
十 一

A T P 酶 的影

响
。

方法
:

采用 正 常大 鼠
,

制备 线 粒 体
、

亚 线 粒体 ( S M P )
,

用 S M p 与 L P S ( 1 0 0 拜 g / m l )
、

P L A : ( l o u
/ m l )

、

F e
(S )

`

/ iV t C ( 3 0 / 9 0 。 拼m ol / L )分别共同温育 ( 3 O C
,

30 m
,
n)

,

用 A C M A 荧光淬灭法测定质 子跨 膜转 运能力
。

线粒体与不 同浓度 L P S
、

lP 八: 和 F e S O
;

/ iV tC 共 同孵育
,

测定 H
” 一

A T P 酶
、
P L A Z 、

M D A
。

结果
:
L P S

、
P L A

Z 、

F eS O
;

/V it C 可致亚线粒体 A C M A 荧 光淬灭显著改变
,

I
_
P S 可引起线粒体膜 P L A : 活性

、

M D A 含量升高 ( P

< 0
.

0 5 )
,

L P S
、

P L A
:

可引起 H + 一
A T P 酶的活性进行性下降

,

小剂量 F e
S0

4

/V it C 引起 H 干 一

A T P 酶 活性升高
,

大剂量 F eS O
;

/ Vi tC 引起 H 斗一八 T P 酶活性降低
。

结论
:
L P S

、

P L A
Z 、

L P O 是造成质 子转运能力下 降的重要原

因
.

自由基与 H
+ 一
八 T P 酶损伤密 切相关

。
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线粒体功能的改变是影响内毒素休克发生 发展 的

重要因素
,

而质子跨膜转运 是驱动 0F
一

F
, 一

A T P 酶合成

A T P 的前提条件
。

我们的研究 已证明内毒素休克线粒

体跨膜质子转运 能力下 降
,

H 十 一

A T P 酶活 性在内毒素

休克早期升高
,

而在内毒素休克晚期下降
,

但其机制和

影响因素至 今报告甚少 lj[
。

本研究拟通过离体实验
,

研

究细菌内毒素 ( I
了

P S )
、

磷脂酶 A :
( P I

J

A :
)及 自由基对质

子跨膜转运 及 H 十 一

A T P 酶的影响
。

材料与方法

健康 W ist
a r
大鼠 8 只

,

体重 ( 250 士 5。 ) g
,

雌雄不拘
。

直接断

头活杀
,

取 肝 5 9 ~ 1 0 9
,

去除筋膜
、

脂 肪组织
,

置 于线粒体分离

介质中 ( 0
.

2 5 m o
l / 1 S

u c r o s e ,

0
.

0 0 1 nr
o
l / L E D T A

,

0
.

O l n : n , 0 1 /

I rT is
一
H C L p H 7

.

4
,

4 C )
,

剪碎
,

洗 净血 性液体
,

加五倍 体积的

分离液 于 1 10 m
n l
玻 璃组织匀浆 器

,

置于冰 浴 内匀 浆
,

按 差速

离心法制备 线粒体和 亚线 粒体川
,

制 作的线 粒体经 电镜证实
。

将线粒体 和亚线粒体颗粒分别用分离介质和 S E T ( 。
.

2 5 m ol l/
J

S u e r o s e ,

0
.

0 0 2 m
o l / 1 E D T A

,

0
.

0 1 m m o l / 1 T r i S 一 H C L p H 7
.

吐
,

4 C )液制成 (5 ~ 1 0 ) m g P or
.

/m l 悬液
,

一 Z o C 储存
。

1
.

1 L P S
、

外源性 IP A : 、

氧 自由基生成剂 时亚线粒体

质子跨膜转运影响的 实验方 法

于多孔培养皿中加入亚线粒体和 L P S
、

P工
_
A :

、

F e S O
;

/ iV tC

共同孵 育
,

测定质子转运的变化
。

实验和分组为
:

①对照组
:

亚

线粒体悬 液 Z m l ( o
.

Z n l g p r o
.

/ n l l )
,

3 o C孵 育 3 0 m in ; ② x
J

P S

组
:

亚线 粒体悬液 Z m l ( o
.

Z n l g p r o
.

/ m l )
,

内加人 L P S ( 2 0。 了,
g /

m l ) 3 0℃ 孵育 3 0 rn i n ;

③ P L A :

组
:

亚线粒 体悬液 2 rn l ( 0
.

2 m g

p r o
.

/ m l ) 内加人 P L A : ( l o u
/m l )

,

3 O C 孵育 3 0 m in ;

④ F e
SO ;

/

V it C 组
:

亚线 粒体悬 液 2 m l ( 0
.

2 m g p r o
.

/ m l )内加人 F
e
SO

;

/

V : t C ( 3 0 / g OO J, m o l / I )
,

3 O C孵 育 3 0 m i n
。

质 子 转 运 测 定 方 法 采 用 荧 光 探 剂 A C M A 标 记 法 ( 9
-

a m in o 一
6
一 e h lo r o 一

2
一

m
e t h

o x y a e r id i n e , S ig m a ,

无 水 乙 醇 配制
,

4 C

避光保存 )
。

A C M A 标 记法 [ 2〕 :

反 应缓冲液 2 m l ( 含 2 5 0 m m
o
l / L

K C I
,

7 5 m m
o l / L S u e r o s e ,

2 m m
o l / L M g S O

; ,

3 0 m m
o l / L

T r iS
一
H C L

,

p H S
.

0) 中加人亚线 粒体和 A C M A 至终浓度分别为

0
.

Z n , 9 p r o
.

/m l 和 5 拜m
o
l / L

,

3 o C 搅拌至荧光强度稳定 ( 3 m in

一 s m in )
,

迅速 加人 N A D H 或 S
u e e in a t e

至终 浓 度分别 为 0
.

5

m m ol / L 和 1 0 m m ol / L
,

以 测定呼 吸链 引起 的跨膜 H +
梯度

,

若

测 定 八T P 引起 的跨膜 H
+

转 运
,

先 加人 呼吸链 阻断剂 K CN (l

m m ol / L )
,

以 阻断细胞 色素 C 的电子传递
。

在 R F 5 4 O 型荧光分

光 光度计 上测定
,

进 行 A C M A 标 记激发波长〔E X ]和发射波长

「E M ]扫描
,

测 定其 荧光强度随 时间的下降 (荧光淬灭 )
,

记 录最

大 相对 荧 光 淬 灭值 (△ A m a x
)

,

最 大荧 光 淬 灭 时 间 [ T △ A m a x

(m i n )习和半数荧光 淬灭时间 [ T l / 2△ A rn
a x ( m in ) ]

。

1
.

2 L P S
、

外源性 IP A :

和外源性氧 自由基生 成剂 对

线粒体 H + 一

A T P 酶水解活性影响 的 实验方法

于 多孔培 养皿 内加入线 粒体 悬液 (终浓 度 1
.

0 m g /m l) 和

不 同浓 度的 I P S
、

P L A
Z

和 F e
S O

;

/ V i t C
,

参 照 文献 [ 3 一 5〕终 浓

度 见表 1
。

H 十 一
A T P 酶水解 活性测 定采用定 磷法川

:

取 0
.

1 m l

上 清 + 2
.

9 nr l H Z
O + 3

.

0 m l 定磷 试剂
,

4 5 C 温 育 2 n l i n ,

6 6 0 n rn

比色
,

测无 机 磷 量
,

计算 H 十 一
A T P 酶水 解 活性

。

活性 单 位 为

lI m ol
·

m g 一 ’
rP

。

二 m in
一 ’

。

无机磷测定采用 铝篮法川
。

陆松敏
,

女
,
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,
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表 1在线粒体悬液中 L P S
,

P L A :

和

F e SO
;

/ V i t C 的终浓度 ( n = 8 )

采用改 良微量滴定法川
,

M D A 测定采用试 剂盒 内注明的方法
。

数据统计采用计算机 W in d
o w s E x e e

l l s
.

0 程序
。

T a b 1 F i n a l e o n e e n t r a t i o n o f L P S
,

P L A : a n d F e S O
;

/V i t C

i n
m i t o e h o n d r i a l s u s P e n s i o n ( n

= 8 )

2 结果

I P S (拜 g / nr l )

P I A Z ( u / m l )

2 0 1 00 2 0 0 4 0 0 10 0 0

0
.

5 5
.

0 1 0 0 1 0 0
.

0 2 0 0
.

0

F e S O 4 / V 一t C (于m o l / I ) o / o 5 / 1 5 0 1 0 / 3 0 0 2 0 / 6 0 0 3 0 / 9 0 0 6 0 / 1 8 0 0

3 L P S 对线粒体膜结合 的 PI
矛

A :

和脂质过氧化影

响 的 实验方法

线粒体与 L P S 共同孵育
,

测定 IP A
:

和 M D A
。

P L A :

测定

2
.

1 L P S
、

外源性 lP
了

A
:

及氧 自由基生 成剂对线粒体

质子跨膜转运的影响

L P S ( 1 0 0 了, g /m l )
、

P L A :
( l o u

/ m l )和 F e S O
;

/ V i t C ( 3 0 / 9 0 0

拜m ol L/ )与亚线粒体共同孵育 后
,

能 量化 时线粒体质 子跨膜 转

运
,

N A D H 以 及 Suc ic na t e
引起的质 子跨膜转运 能力 均显著 下

降
,

表现 为最 大相对荧光淬灭值 (△ A m a x )减小 ( P < 0
.

0 5 )
、

最

大荧 光 淬 灭 时 间 T △A m ax ( m in )
、

半 数 荧 光 淬 灭 时 间 T l/ 2

△ A m
a x ( m in )较对照组非常显著延 长 ( P < 0

.

0 1 )
,

见表 2
。

表 2 I
J

P S
、

P L A :

和 F e S O
4

/V i t C 与亚线粒体孵 育后 A T P
,

N A D H
,

S u c c i n a t e 引起的质于

跨膜转运造成的 A CM A 荧光淬灭值变化 (n 一 8)

T a b 2 C h a n g e s o f A C M A f l u o r e s c e n t q u e n c h i n g o n e n e r g i z e d a n d N A D H
,

S u c e i n a t e i n d u c e d P r o t o n t r a n s I0 c a t io n

a e r o s s t h e i n n e r
m i t o c h o n d r ia l m

e m b r a n e a f t e r t r e a tm
e n t w i t h L P S

,
P L A : a n d F e SO ;

/ V i t C ( n = 8 )

△ A m a x T △ A m a x T I / 2△ A m a x

A f P

C o n t r o l

L P S ( 1 0 0 拜g / nr l )

P L A z ( I O u / m l )

F e S O
;

/ V i t C ( 3 0 / 9 0 0 拜m o l / L )

1 3
.

5 5士 0
.

7 1

1 0
.

3 8士 0
.

6 2
份

8
.

4 3士 0
.

7 9
勺

9
.

0 5士 0
.

6 6
.

3
.

5 0士 0
.

4 1

5
,

3 3士 0
.

8 0
.

6
.

0 2 士 1
.

1 0
` 苦

5
.

97 士 0
.

9 7
香评

0
.

63 士 0
.

0 5

1
.

14 士 0
.

0 9
赞 工

2
.

2 4 士 0
.

18
苦 .

1
.

3 4士 0
.

1 1
苍 份

N A D H

C o n t r o l

L P S ( 1 0 0 拜g / m l )

P L A Z ( 10 u
/ m l )

F e S O
;

/ V i t C ( 30 / 9 0 0 拜m
o
l / L )

1 7
.

3 5士 0 9 5

1 2
.

0 3士 0 8 1

9
.

9 6士 1
.

0 7
`

1 3
.

10 士 0
.

8 8
.

3
.

32 士 0
.

6 4

4
.

4 7 士 0 6 0
资

7
.

62 士 0
.

1 0
’ 卜

5
.

67 士 0
.

7 9
, .

0
.

53士 0
.

0 6

1
.

0 1士 0
.

0 8
. 月

2
.

0 4士 0
.

3 1
` .

1
.

3 3士 0
.

7 9
书 协

S u e e l x l a t e

C o n t r o l

L P S ( 1 0 0 尸g / m l )

P L A : ( I O u / m l )

F e S O
;

/ V l t C ( 3 0 / 9 0 0 胖m o l / L )

1 3
.

55士 0
.

7 1

1 1
.

8 8士 1
.

8 2

1 1
.

0 4士 l
,

0 9
`

8
.

8 5士 0
.

9 6
’

3
.

5 0士 0
.

4 1

5
.

8 1士 0
.

7 0
任

6
.

2 0士 0
.

0 9
1 1

4
.

9 2士 O
,

5 9
开井

0
.

6 3士 0
.

0 5

1
.

0 1士 0
.

9 0
任 赞

1
.

8 2士 0
.

2 2
份 份

1
.

13 士 0
.

2 1
万 赞

P < 0
.

0 5
, * * :

P < 0
.

0 1 : 5 e o n t r o
l

可见
,

L P S
、

P L A Z
、

F e
SO

、
/V it C 直接 与亚线粒 体共 同孵育

可引起亚线粒体能量化和 N A D H
、

唬拍酸所致 的质子跨膜转运

能力下 降
,

其中 N A D H 所致 的质子跨膜转运对 L P S 最敏感
。

2
.

2 不 同浓度 L P S
、

外源性 IP
才

A
Z 、

氧 自由基 生成剂

对线粒体 H 七 A T P 酶水解活性的影响

2
.

2
.

1 不 同浓度 L P S 对线 粒体 H 忆 A T P 酶水解活性 的影响

较大剂 量 ( > 100 拜g /m l ) L P S 与线粒体孵育后 H 气 A T P 酶

活性显著降低 ( P < 。
.

0 5 )
,

L P S 终浓度 为 1
.

o m g / m l 时
,

H + -

A T P 酶水解 活性降为对照 的 71 % ( P < 0
.

01 )
,

呈 明显 的剂量

依赖关系 ( 厂 一 0
.

8 4 5
,

P < 0
.

0 5 )
。

而小剂量 L P S 时
,

H 气 A T P

酶 活性影响不大
,

见表 3
。

2
.

2
.

2 P L A :

对 H
十 一

A T P 酶活性的影 响 H几 A T P 酶活性

随 P L A Z

剂量加大而下降
,

见表 3
。

2
.

2
.

3 脂 质 过 氧 化对 H 忆A T P 酶 活性 的影 响 F e
SO

;

/

V it C 小 剂量 ( 1 。 / 3 0 0 拜m ol / L )与线粒体孵育后 H气 A T P 酶活

性显著提高 ( P < 0
.

0 5 )
,

大剂 量 ( 9 0 / 1 8 0 0 拌m
o
l / L )时 H九 A T P

酶活性降 为原来的 69 % ( 尸 < 0
.

01 )
,

见表 3
。

2
.

3 L P S 对线拉体 PI
J

A
:

活性和脂质过氧化的影响

2
.

3
.

1 不 同浓度 L P S 对线粒体膜结合 P L A
:

活 性的影响

大肠杆菌 内毒素 (> 1 0 。拼g /m l) 与线粒体 直接孵 育后线粒 体膜

结 合 P L A
:

活 性显 著升 高
,

L P S 浓度 为 1
.

0 m g / m l 时
,

线 粒体

P L A : 活性约为对照组的 2
.

5 倍 (尸 < 0
.

0 5 )
,

见表 4
。

2
.

3
.

2 不 同浓 度 L P S 对线 粒体脂 质过 氧 化 的影 响 L P S

( > 1。。雌 /m l) 与 线 粒体 共 同温 育后 线 粒体脂 质 过 氧化 产 物

M D A 含量 显著 升高
,

且有 明显的剂量依赖 关系 ( r 一 0
.

9 51
,

尸

< 。
.

05 )
。

L P S 浓 度 为 1
.

0 m g / m l 时 M D A 含量 为对照 组 的

1 3 7%
,

见表 4
。
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,

等
.

L P S
、

P L A : 及氧 自由基对线粒体跨 膜质子转运和 H
+ 一

A T P as
e
影 响 3 3 1

表 3 不同浓度 L P S
,

P L A :

及 F e S 0 4

/V i t C 对 H九 A T P a s e
水解活性的影响 ( n = 8 )

T a b 3 C h a n g e s o f m i to c h o n d r i a l H + 一
A T P a s e h y d r o ly s i s a c t i v i t y a f t e r t r e a t m e n t w i t h

d i f f e r e n t e o n e e n t r a t i o n o f L P S
,

P L A : ,

F e SO
;

/V i t C ( n
= 8 )

In e u b a t i o n w 又t h I P S
I n e u b a t i o n w i t h P I A Z I nc u b a t i o n w 砚t h F e S O ` /V i tC

H + 一

A T P a s e P L A H + 一
A T P a s e F e S O ; / V i t C H + 一

A T P a s e

、
m

了少z

g胖f、产(拌g /m l ) ( 拜m o l
·

m l ( “ m o l
·

m l一 1
·

m i n 一 l
)

2
.

0 1士 0
.

2 4 2
.

0 1士 0
.

14

( 胖m o l / L )

O / 0

5 / 1 5 0

1 0 / 3 0 0

2 0 / 6 0 0

3 0 / 9 0 0

9 0 / 1 8 0 0

( 拌m o l
·

m l 一
l ·

m i n 一 1)

1
.

9 8士 0
.

0 1

2
.

0 2士 0
.

0 9 2
.

0 3士 0
.

0 9 2
.

1 6士 0
.

0 5

1
.

8 2士 0
.

1 1 1
.

6 5士 0
.

1 8
赞 2

.

1 9士 0
.

4 0
苍

1
.

8 2士 0
.

07
苍 1

.

5 3士 0
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表 4 不 同浓度 L P S 对线粒体膜结合 P L A :

活性和线粒体膜 M D A 含量的影响 (n 一 8)

T a b 4 C h a n g e s o f m i t o e h o n d r i a l m e m b r a n e 一 a s s o e i a t e d P L A Z a e t iv it y a m d M D A e o n t e n t o f m it o e h o n d r i a l

m
e
m b r a n e a f t e r t r e a t m

e n t w i th d i f f e r e n t e o n c e n t r a t i o n o f L P S (
n
= 8 )

L P S (拜g / m l )

P L A Z (卜 / m g p r o )

M D A ( n m o l m g p r o )

4
.

52士 0
.

7 7 4
.

7 7士 0
.

6 0 6
.

6 0士 0
.

5 9
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9 7士 0
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.
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.
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1 0
.

0 3士 1
.

2 0
签
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.

05士 0
.
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8 1 7
.

2 7士 0
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8 7
.

7
.

5 6士 0
.

7 0 普

7
.

5 8士 0
.

7 5 8
.

28士 0
.

7 3
资

I
〕

< 0
.

0 5 v s e o n t r o
l

3 讨论

本结果证 明 L P S
、

lP
才

A :

和 自由基可直接造成质

子跨线粒体内膜转运 能力下降及 H 七 A T P 酶活性下

降
,

且 IP
J

A
Z 、

L P S 与质子转运 的损伤呈显著量效关系

( P < 0
.

0 5 )
。

即随 I
J

P S 和 P l
团

A :

量 的升高
,

线粒体质

子转运 和 H长 A T P 酶活性下降呈线性加重
。

I
J

P S 是如何作用 于线粒体的 ? S h im a h a r a 仁6口报告

L P S 和线粒体一起孵育
,

膜流动性下降
,

膜成份改变
,

认为 L P S 是通过膜表面受体结合而起作用
。

我们的研

究证明 L P S 可引起线粒体膜 IP
J

A :

升高
,

M D A 增加
,

从而造成膜脂 的水解和破坏
。

Jac oo bs 川认为脂多糖与

膜相互作用
,

使细胞膜表面电荷下降
,

降低其疏水性
,

从而诱导膜融合
,

使 L P S 首先与膜粘 附
,

然后再整合

人膜双层
,

L P S 的脂 A 部分呈 S 型直接插人膜脂双层

深部
,

造成膜脂 流动性下降
,

相变温度升高
,

膜分子运

动所需之活化能升高 .8[
9〕

,

呼吸链 电子传递困难
。

所以

认为呼吸链脂成份的改变直接影响线粒体质子跨膜转

运
。

同时膜通透性增加
,

质子漏升高
,

也影响质子转运
。

IP
J

A
Z

是线粒体膜损伤的重要 因素
,

内毒素休克

时血浆 和组织 PI
矛

A :

升高 10[ 〕
,

线 粒体 IP
矛

A :

活性 升

高 l[ `〕。

外源 性 IP
J

A
Z

可 引起 细胞 和 线粒 体损 伤 l0[ 〕
。

P L A
:

可引起一系列脂介质和 脂质过氧化物释放
。

本

研究也证 明在 内毒 素休 克早期 IP
一

A
:

活性 已 明显 升

高
,

休克 s h 为对照值的 8 倍
。

体外实验证明 L P S 可引

起线粒体 IP
J

A
:

活性升高
,

而 IP
J

A
:

又可引起线粒体

质子跨膜转运和 F 。一 F : 一 A T P 酶活性下降
。

提示 IP
J

A
Z

对膜脂的水解和破坏是质子转运下降的重要原因
。

线粒体是体 内氧 自由基 ( O F R ) 产生的重要部位
,

F
。一

F 厂 A T P 酶又是氧 自由基的首要靶位之一
。

膜脂的

组成与性质对维持膜蛋 白质构象
,

保持酶活性是必不

可少的
。

脂质过氧化造成脂链缩短
,

M D A 引起膜脂和

蛋 白的交联
,

造成线粒体膜蛋白内聚
,

流动性下降
,

细

胞产生 不可逆性损伤
。

H 十 一

A T P 酶对底物磷酸化障碍

是 自由基影 响能量生成 的原 因 ll[ 〕
,

氧 自由基 是 H + -

A T P 酶活性下降的重要原因
。

离体实验 中小剂量氧 自由基 可引起 H 长 A T P 酶

活性升高
,

而大剂量氧 自由基造成 H长 A T P 酶活性下

降
,

与在体实验中内毒素休克早期 H 十 一

A T P 酶活性升

高
,

而晚期下降的结果完全一致 lj[
。

说 明自由基与 H
+ -

A T P 酶损伤关系密切
。

至于小剂量 自由基对 H 十 一

A T P

酶的激活作用的机制 尚待 阐明
。
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总之
,

本研究说 明了 L P S
、

IP
J

A :

及 O F R 均可导

致膜脂破坏
,

并造成呼吸链 H长 A T P 酶活性下降和跨 6

膜质子转运能力下降
。

说 明线粒体膜脂正常结构是线

粒体质子电化学梯度维持所 必不可少的
。
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