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焦痴毒性提取物对线粒体膜电位的作用
’

楼淑芬 陈宗荣 (第三军医大学预防医学系复合伤研究室 ) 重庆
,

6 3。。 3 8

提 要 文中报告了焦痴毒性提取物 D
,

对大鼠肝线粒体内膜膜电位的影响
.

在线粒体悬液中加入 D ,

后
,

内膜膜电位有明显下降
,

D
l

亦可使内膜通透性增加
。

由电子传递链产生的质子可能渗透逆流
,

以致造成质

子供应不足
,

不能维持正常的膜电位
,

影响线粒体氧化磷酸化脱偶联
.

关键词 焦痴 ,线粒体 ;跨膜电位
.
灼伤

中图法分类号 Q 2 44 一 3

烧伤焦痴粗提取液及其有机溶剂提取物 D
,

对 线

粒体呼吸有抑制作用
,

可造成氧化及磷酸化作用脱偶

联
〔 , 〕 ,

氧化所产生的能量不能转化为 A T P
,

不能提供

细胞进行各种功能所需的能量
,

导致细胞损伤及死亡
。

根据 M it hc
e ll 的化学渗透学说

〔幻 ,

A T P 的合成要靠呼

吸电子链不断供给质子
,

维持一个强大的 电化学质子

梯度
,

并经线粒体的另一个 质子泵
一

A T P 合成酶 的作

用将能量转换用于合成 A T P
。

若是 电子传递链不能不

断地提供质子
,

或 A T P 酶的活性受抑
,

则 A T P 合成

就会发生障碍
。

根据以前研究的结果
,

已知 D
,

可抑制

电子传递链 .a[
` “ ,

本研究着重 D
:

是否能改变线粒体两

侧电化学质子梯度
,

并初步探讨其机理
。

1 材料和方法

1
.

1 线拉体慈液制备

成年 w is at r

大鼠体重 2 20 ~ 2 5 0 9
,

由本校动物所提供
.

活

杀后取肝脏按文献【l〕制备线粒体悬液
.

用 。
.

25 m ol /L 蔗糖溶

液 (含 1 m m ol / L E D T A )分离线粒体
,

末次离心用不含 E D T A

之分离液
.

用同一分离液配成 20 m g / m l 蛋白之悬液
.

1
.

Z D
:

的提取

按前述方法自焦痴内提取其可溶于有机溶剂的组分 D
,

l[]
。

1
.

3 线拉体呼吸功能 .Nl 定

反应介质为 0
.

2 5 m o
l / L 蔗糖

,
1 m m o l / L E D T A

,
5 m m o l /

L M g C I: ,
1

.

s m m o l / L K C I
,

1 5 m m o l / L 磷酸钾缓 冲液
,

5 0

m m o l /L T
r
i

s 一 H C I p H 7
.

5
.

反应体积 2
.

2 m o
l

.

温度 2 5℃
,

加入

线粒体 ( 4 0 m g / m l ) 0
.

1 m l
,

加入底物瑰拍酸钠 ( 1
.

2 5 m o l /L )

2 0拜l
,

待曲线平稳后
,

加入 A D P ( 0
.

0 5 5 m o
l / L ) 4拜l

,

计算第 3 态

及第 4 态呼吸耗氧值
,

二 者之 比即为呼吸控制率 ( R es p iar t or y

e o n t r o
l

r a t e ,

R C R )
。

1
.

4 膜电位标准 曲线

用 K +

扩散电位测定膜电位 (△帕
,

其方法如下
:

按 N er ns t 公式计算应向反应介质中加入的 K CI 量
: △申~

6 o x lo g ( K +
in / K + o u t ) (约定 K

+ in 之值为 1 2 0 m m o l / L )

依次用 △中~ 50 ~ 1 70 m v 之值代入上式
,

得 出相对应之

K
十

ou t 之值
,

即为反应介质中应含有的【K a j值
。

反应介质
:

反应介质含 。
.

2 m ol / L 蔗糖
,

20 m m ol /L H E P
-

SE
,
p H 7

.

2
,

6 拜m o l / L 鱼藤酮
,

0
.

5 8 m m o l / L E D T A
,

0
.

3 8 产g /

ml 寡霉素
。

加入已计算好的 K CI
。

波长对 5 1 1~ 5 5 5 n m
,

温度 2 5 ℃
,

体积 5 m l
.

线粒体浓度 。
.

8 m g / m l
.

步骤
:

①加入 3 8
.

5 n g /m l
v a

li
n o m y e

i
n (撷安霉素 )吸光值

上升
,

表示光谱移位
,

记录为 △ A
;

②加入 0
.

48 严m ol L/ cF 印
,

吸

光值下降
,

表示光谱移位减少
,

记录为 △B .

③加入 K a 至 20

m m ol /L 以此时的吸光值为 。 ,修正 △A 及 △ B 值 ,④以修正过

的 △A 及 △B 相减得 △ C
,

⑤重复 1 ~ 4 项操作
,

换用不同值的

K C I
,

得到不同值的 △ C
,

⑥按 N
e r n s t 公式将 K C I ( o u t )的各值

代入
,

求得相应 △功,⑦以 △ C 值为纵轴
,

以 △中值为横轴作图即

得标准曲线
.

1
.

S D
:

对膜 电位的影响

将 D
,

( 2 m g /m l ) 1 0 0
,

7 5
,

5 0
,
2 5

,
1 2

.

5 拌 l 分别与 o
.

l m l 线

粒体悬液 (2 。 m g / m l) 于 。℃孵育 10 m in 后
,

按上述方法测定膜

电位的变化
.

1
.

6 D
;

对线拉休肿胀的影响 [ 5〕

反应介质为 0
.

2 m o l / L 蔗糖
,

K C I 2 0 m m o l /L
,

M邪 l: 3

m m o
l /L

,

醋酸钾缓冲液 1 0 m m o
l / L

,

T
r is 一H C I 5 m m o l / L

,
p H

7
.

4
, a n t i p打 y la z o 1 1 5 0 拜m o l / L

,

C a C I: 1 5 0 严m o l / L
, r u t h e n iu m

r e d ( R R ) i 产m o l /L
,

线粒体 一m g / m l
.

反应体积 3 m l
。

加入 R R

后
,

在波长 5 4 0 n m 读取吸光值
,

加入 D
, 1 0 0 拜l ( 2 m g /m l )

,

观

察吸光值变化
。

2 结果

2
.

1 线拉休功能测定

在测定膜电位之前先测其 R C R
.

7 个样本的 R C R 分别为

4
.

2
,

4
.

5
,
4

.

4
,
4

.

2
,

4
.

4
,

4
.

4 和 4
.

5 .

各样本的 R C R 均在 4
.

0 以

上
,

表明线粒体的质量良好
,

可以用于实验
。

·
国家自然科学基金资助项目

,
N o

.
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2
.

2 膜 电位标准 曲线 ( 见附 图 )
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膜电位的标准曲线

cu v r ef o r
m

e mb r a neP ot e nt i al

3 D
,

对线拉体膜 电位的影响

共作了 7 次实验
,

均可见膜电位随 D
,

剂量的增加而下降

(表 l )
.

表 1 D
.

对线粒体膜电位的作用

T a
b 1 E f f e e t o

f D
, o n m i t oc h o n d r ia l m e m b r a n e P o t e n t i a l

N o r r n a l

m i t oc h o n d
r i a

D
l
( m g )

0
.

1 5 0
.

牙 士 s

1 9 5
.

14

1 9 7
.

8 8

1 9 5
.

3 3

2 0 3
.

1 4

19 7
.

9 5

19 9
.

3 7

19 8
.

3 4

1 98
.

16

士 2
.

6 9

0
.

0 2 5

1 8 7
.

5 9

1 8 7
.

5 9

1 7 7
.

5 2

18 2
.

3 7

18 4
.

2 0

18 2
.

2 0

18 3
.

0 1

1 8 3
.

5 0

士 3
.

2 3
’

16 7
.

0 5

16 1
.

4 0

16 3
.

5 9

1 8 3
.

4 6

1 7 8
.

8 7

1 6 8
.

7 2

1 6 7
.

9 6

1 7 0
.

1 3

士 7
.

4 4
.

1 6 2
.

6 2

1 6 4
.

5 2

1 6 2
.

8 7

1 7 6
.

5 3

1 5 9
.

9 9

1 6 7
.

7 8

1 6 0
.

2 8

1 6 4
.

9 4

士 5
.

3 2
’

1 5 7
.

3 1

1 6 0
.

1 4

1 6 7
.

3 7

1 6 1
.

0 2

16 2
.

9 4

1 5 6
.

0 9

16 1
.

3 5

1 6 0
.

8 9

士 3
.

7 2
奋

1 4 7
.

8 0

1 4 0
.

8 0

1 4 4
.

4 1

1 4 2
.

9 4

1 4 3
.

5 6

1 4 9
.

1 2

14 1
.

3 9

1 4 4
.

3 0

士 3
.

1 3
.

, :
P < 0

.

0 1 v s n o r m a l m i t o e h o n d r ia

2
.

4 D
:

对线拉体种胀的 影响

加人 1 0 0 严l ( 2 m g / m l )的 D
, ,

可使线粒体悬液在 E
: . 。 。 .

处

吸光值下降
,

提示线粒体发生了肿胀 (表 2 )
。

表 Z D
:

对线粒体肿胀的影响

T a b 2 E f f e e t o f D
一 o n s w e l l i n g o f m i t o e h o n d r ia

C h a n g e o f o p t ie d e n s
i t y ( E s o o 。 .

)

w i t h o u r D
I

+ D
I

d i f f e r e n e e

0
.

1 2 3 7

0
.

0 8 6 0

0
.

10 4 7

0
.

0 4 4 1

0
.

0 1 90

0
.

0 4 19

e h e m i e a l p r o t o n g r a d i e n t
, e l e e t r o m o t i v e f o r e e ,

p m f )
,

这个梯度是线粒体呼吸与磷酸化之间的专性的联系
。

它 由两部分组成
:

膜电位和 △ p H ( p H d i f f e r e n t i a l )
。

在

大多数情况下
,

膜 电位在 电化学 质子梯度 中起主要作

用
。

因此
,

研究膜电位的变化对了解氧化磷酸化机理有

着重要意义
。

测量膜电位的方法很多
,

其中 A k e r m a n 提出的方

法较为简便
。

在有
v a il on m yc in 时引入一个 K

十

或 H
+

扩散电位 ( d if f u s io n p o t e n t ia l )
,

可引起
s a f r a n i n e o 光

谱左移
,

其现象与内膜能化作用极为相似
。

所产生的膜

电位与光谱左移的程度有线性关系
.

用 s af ar in en o 在

不同呼吸态所测得的膜 电位与用离子扩散法所得结果

极为相似
。

故 sa fr a in n e o 完全可以用于测定膜电位
。

本实验发现用 D ;

处理后
,

线粒体膜 电位降低
,

这

是 D ,

抑制线粒体呼吸的重要机理
。

膜电位为什么会降

低 ? 必须先考虑质子电化学偶联的基本条件
。

M i t 。 h e ll 以为质子电化学偶联必须具备以下几个

条件
:

①呼吸 电子传递链能够传递 质子 ;② A T P 合成

酶应具有双 向质子移位 A T P 酶的功能
; ③能量转换

膜应具有低效率 的质子传导性
; ④能量转换膜应具有

特异的交换载体 以允许代谢物通过膜
,

而且在高膜 电

位下仍保持渗透稳定性
。

在我们过去所报道的有关 D ,

对线粒体呼吸功能

影响的实验结果中
,

已知 D
,

抑制并损伤呼吸电子传递

链 s[,
`〕 ,

从而减弱了质子对质子 回路的补充
;
在本实验

中从表 2 的数据看
,

在 D
,

的作用下
,

线粒体发生肿胀
,

表现在 sE
4。 。 。

处吸光值 下降
,

说明线粒体 内膜通透性

增高
。

线粒体内膜的通透性增高
,

有可能造成质子渗透

逆流
,

形成短路
,

不能建立一个强大的 电化学质子梯

度
,

也就不能有效地驱动 A T P 合成酶合成 A T P
,

这就

是氧化和磷酸化作用的脱偶联
。

D
,

怎样使内膜通透性增高? 已知 D
,

可以诱发线

粒体膜脂脂质过氧化
,

是否脂质过氧化改变了内膜的

结构
,

以致影响其通透性
,

现在还不清楚
,

有待进一步

研究
。

0
.

1 1 78

0
.

1 65 1

0
.

2 0 0 5

0
.

2 6 8 2

0
.

0 2 9 7

0
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0 6 8 5
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1 4 3 1

0
.
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0
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0 9 6 6

0
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用股薄肌肌皮瓣修复会阴部深度电烧伤一例报告

R e P ia r o f a pe r i n e al s e v e r e e l e c t r ical b u r n 初 t h g r a c i li s m u s e u l o c u t a n e o u s f l a P
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应用股薄肌肌皮瓣修复 1例会阴部严重电烧伤
,

获得满意

效果
。

现报道如下
。

1 临床资料

病例
,

男
,

23 岁
,

工人
.

1 9 9 4年 1月 24 日工作中被 1万 V 高压

电烧伤
,

伤后43 h 入院
.

会阴部
、

下腹部
、

左大腿根部
、

双手及前

臂严重烧伤
,

皮肤焦化坏死
,

阴囊皮肤和左侧肇丸烧毁
,

右侧皋

丸缩至右腹股沟
,

尿道海绵体前段坏死外露
,

耻骨联合
、

耻骨左

下支骨质和阴茎海绵体部分坏死
.

2 手术方法

先行会阴部清创
,

将右攀丸及残留阴茎海绵体埋置于右腹

股沟皮下
,
用左阔筋膜张肌肌皮瓣修复左大腿 根部前侧创面

,

保护股动脉及股静脉 ,下腹部及左大腿内侧创面用游离皮片覆

盖
.
最后会阴部遗留创面大小为 1 30 m m x 70 m m

.

于右大腿 内

侧设计并切取股薄肌肌皮瓣
,

梭形
,

长 2 00 m m
,

宽 1 00 m m
,

于上

1 3/ 处找到血管蒂
,

游离血管蒂约 50 m m
,

切断股薄肌近端内侧

1 / 2后
,

将肌皮瓣向上 内旋覆盖会阴部创面
,

缝线固定
,

供瓣区

植中厚皮
.

术后第 2天肌皮瓣稍 红肿
,

第 4天开始逐渐消退
,

肌皮

瓣血运和感觉均良好
,

创面封闭
.

3 讨论

本例为严重的会阴部电烧伤
,

临床上较罕见
,

其损伤范围

大
,

除会阴部外
,

还包括左大腿侧段前侧
、

内侧及下腹部
,

加之

为了保存残留的阴茎海绵体及右皋丸
,

需将其埋置于右腹股沟

皮下
,

所以要修复会阴部 ( 1 30 m m x 7 o m m )创面有一定难度
.

尽管股薄肌肌皮瓣在修复会阴部创面中较为常用
,

但是本病例

只能利用右侧股薄肌肌皮瓣
,

按常规设计宽度仅为 60 m m l[ ’ ,

尚不能封闭其创面
。

我们根据 G ior d a n
o[

2〕的研究
,

认为股薄肌

筋膜及皮肤具有良好的血供
,

设计了右股薄肌肌皮瓣宽度为

10 0 m m
,

未发现血运障碍
,

成功地封闭 了会阴部创面
,

取得了

满意的预期结果
。

这种超宽度的股薄肌肌皮瓣的应用
,

可为严

重会阴部或其他邻近部位损伤及肿瘤切除后 大块缺损的早期

修复提供新的途径
。

关键词 电烧伤
;
股薄肌皮瓣

;
会阴部
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