
　　　　

　　

焦痂毒性提取物 D1对大鼠肝线粒体膜流动性的作用
 

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 , 630038

丛建波　 吴　可　 孙存普　　 (军事医学科学院放射医学研究所 ) 北京 , 100850

　　提　要　用电子自旋共振 ( ESR)技术和荧光偏振技术 ,对烧伤焦痂脂类提取物 ( D1 )直接作用于大鼠肝线

粒体前后的膜脂流动性作了测定。 结果: D1引起马来酰亚胺 ( M AL-Ⅰ )标记的线粒体膜蛋白的 S /W值下降 ;

D1使 5-Doxyl标记的线粒体膜脂 S值降低 ;并使肝线粒体的荧光强度 ( F )升高 ,荧光偏振度 ( P)与各向异性

( r)下降。 提示 D1与大鼠肝线粒体作用时使肝线粒体的膜流动性发生了改变。

　　关键词　灼伤 ;焦痂 ;膜流动性

　　中图法分类号　 R329. 24

　　本实验采用电子自旋共振 ( ESR)技术和荧光偏振

技术 ,对烧伤焦痂脂类提取物 D1直接作用大鼠肝线粒

体前后的膜脂流动性作了测定 ,以探讨 D1对肝线粒体

膜脂损伤的影响作用。

1　材料与方法

1. 1　动物
　　Wistar大鼠 ,雌雄不拘 ,体重 180 g～ 220 g ,分别由本校动

物中心与北京军事医学科学院动物所提供。

1. 2　试剂
　　马来酰亚胺 ( 3-Maleimido-proxy-Ⅰ , M AL-Ⅰ ) ;硬脂酸 ( 5-

Doxy l stearic acid, 5-Doxy l ) 系 Sigma 产 品 , DPH ( 1, 6-

Diphenyl-1, 3-5-hexdtriene )为 Flukd产品 ,余者均为国产分析

纯试剂。

1. 3　仪器
　　美国 Beckman J2-21M低温高速离心机。 Beckman DU-7

紫外 /可见光光度计。日本 Mitachi M PF-4荧光光度计。ESR波

谱仪为 Bruker ESP-300型。

1. 4　 D1的制备
　　 D1的制备方法参见文献 [1 ]。

1. 5　大鼠肝线粒体的制备 [2 ]

　　大鼠断头处死 ,取肝脏。将肝脏置于小烧杯中 ,在预冷的分

离介质 ( 0. 25 mol /L p H 7. 4蔗糖 )中剪成碎块 ,用分离介质洗

涤碎组织块数次 ,将碎组织块移至玻璃匀浆器中研磨数次 ,取

匀浆 500× g离心 5 min,取上清 10 000× g离心 10 min,弃上

清 ,用分离介质悬浮沉淀 ,再 10 000× g离心 10 min,弃上清。

将沉淀用分离介质悬浮 ,该悬浮液为线粒体悬液。 用 Low ry法

测该悬液的蛋白含量。

1. 6　 MAL-Ⅰ标记线粒体
[ 3]

　　 M AL-Ⅰ先溶于微量乙醇中 ,再溶于 PBS( 0. 01 mol /L pH

7. 4) ,其浓度为 1× 10- 2 mol /L。 标记时 , 1 ml线粒体悬液 ( 4

mg /ml) ,加 D1 ( 2 mg /ml) 200μl,对照管不加 D1用 PBS补充体

积。每管分别加入 10μl M AL-Ⅰ溶液 ,再加 2 ml PBS于 37℃水

浴中标记 2. 5 h。取出后 10 000 r /min离心 10 min用 PBS反复

洗涤 ,直至上清液测不出 ESR信号。 ESP-300 ESR波谱仪测试

条件: X波段 ;动率 10 mV;调制频率 25 KHz;调制幅度 1×

10- 4 T;扫描时间 41. 94 s;中心磁场 3 470× 10- 4 T;扫描宽度

200× 10- 4 T。

1. 7　 5-Doxyl标记线粒体
[ 4]

　　将 5-Doxyl溶于 PBS中配成 4× 10- 3 mo l /L溶液。取线粒

体悬液 1 ml( 4 mg /m l)加入 200μl D1液 ( 2 mg /m l) ,对照管以

200μl PBS补充体积。 每管分别加入 25μl 5-Doxyl,再加 2 ml

PBS摇匀后 37℃水浴标记 15 min。标记后用 PBS洗涤数次 ,条

件同 1. 6,至上清液测不出 ESR信号为止 ,测试条件同 1. 6。

1. 8　线粒体膜脂流动性实验 [5 ]

　　将制备好的线粒体 15 mg加入 2 ml 2× 10- 5 mol / L pH

7. 4的 DPH溶液中 , 25℃水浴温育 30 min。取出后 10 000× g

离心 10 min,弃上清沉淀用 PBS洗涤 1次 , 10 000× g离心 10

min,用 4 ml PBS悬浮沉淀 ,于 M PE-4荧光光度计测荧光偏振

度。 激发波长 357 nm ,发射波长 431 nm ,狭缝 7. 4 nm。 计算:

　　荧光强度 ( F)　　 F= IVV+ 2IV H

　　荧光偏振度 ( P) P=
IVV - GIVH

IVV+ GIVH

　　各向异性 ( r)　 r=
2P
3- P

　　校正因子 ( G)　 G=
IHV

IHH

　　 IVV: 起偏器和检偏器光轴均为垂直方向时所测得的荧光

强度。

　　 IV H:起偏器光轴为垂直方向 ,检偏器光轴为水平方向时所

测得的荧光强度。

　　 IHV:起偏器光轴为水平方向 ,检偏器光轴为垂直方向时所

测得的荧光强度。

　　 IHH: 起偏器与检偏器光轴均呈水平方向时测得的荧光强度。

2　结果

2. 1　 D1对 M AL-Ⅰ标记线粒体膜蛋白的影响
　　 D1对 M AL-Ⅰ标记线粒体膜蛋白强固定化 ( S)与弱固定化

( W )比值的变化见表 1。
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表 1　 D1对 MAL-Ⅰ标记线粒体膜蛋白 S /W比值的影响 ( x-± s )

Tab 1　 Effect of D1 on the S /W ratio of MAL-Ⅰ labelled

mitochondrial membrane protein (x-± s )

Group n S /W ( x-± s)

Cont rol 8 0. 045± 0. 003　　

D1 8 0. 039± 0. 004**

** : P < 0. 01 v s contro l

2. 2　 D1对 5-Doxyl标记线粒体膜脂的影响
　　 D1对 5-Doxy l标记线粒体膜脂 S值的改变见表 2。

表 2　 D1对 5-Doxyl标记线粒体膜脂 S值的影响 (x-± s )

Tab 2　 Ef fect of D1 on 5-Doxyl labelled mitochendrial

membrane protein(x-± s)

Group n S (x-± s )

Cont rol 8 0. 642± 0. 006　　

D1 8 0. 618± 0. 012**

** : P < 0. 01 v s contro l

2. 3　 D1对肝线粒体荧光强度和偏振度的影响见表 3

表 3　 D1对肝线粒体 P、 r、 F的影响 ( x-± s )

Tab 3　 Effects of D1 on P, r, F values of liver

mitochondria(x-± s)

Group n P r F

Cont rol 4 0. 1010± 0. 006　　 0. 069± 0. 004　　 53. 875± 5. 452　　

D1 4 0. 080± 0. 002** 0. 055± 0. 002** 76. 375± 3. 966**

** : P < 0. 01 v s contro l

3　讨论

　　强固定化 ( S)表示马来酰亚胺氮氧自由基与处于

膜三维结构深部的巯基结合 ,其运动受限制 ;弱固定化

(W )表示马来酰亚胺氮氧自由基与处于表面结构的巯

基形成特异结合 ,具有较大自由度。 ESR波谱的强弱

固定化波峰高度之比 S /W值 ,可以表明马来酰亚胺氮

氧自由基与膜巯基结合的状况 ,进而提供膜蛋白构象

的信息 [6 ]。 S /W值降低 ,说明膜蛋白构象趋于松散 , S /

W值升高则反之。

　　波谱的序参数 S按文献 [7 ]计算。 S值反映了氮氧

自由基附近膜脂的有序度高低或流动性大小 ,序参数

升高表明膜脂排列更加有序 ,即其流动性降低 ,序参数

降低则反之。

　　 DPH嵌入到膜脂双层中的烃链区以后和磷脂分

子平行排列 ,烃链不活动则 DPH排列整齐。用一种偏

振光激发后 ,它所发生的荧光为偏振光 ,当烃链活动性

很大时 ,则 DPH分子从吸收到发射的这段时间内将

随着磷脂分子的活动而有程度不同的转动 ,以致发射

的荧光其偏振度减少。用 P表示偏振度时 , P值越大 , r

值越大 ,则膜脂的流动性越小 ; P值越小 , r值越小 ,则

膜脂的流动性越大。 用 DPH作为荧光探剂采用荧光

偏振法 ,实质上是反映了肝线粒体膜脂的总体行为。

　　以上三项实验结果表明 ,大鼠肝线粒体在 D1的直

接作用下 ,线粒体膜脂质过氧化程度增加 [ 8] ,膜脂流动

性增加 ,膜蛋白三级结构趋于松散。这三者呈相关性变

化。事实上 ,膜脂膜蛋白是相互作用相互影响的 ,膜脂

质过氧化程度增加会造成膜结构的紊乱 ,使膜有序性

下降 ,这影响到膜蛋白构象的变化 ,使其三级结构趋于

松散 ,而膜蛋白构象的变化也会对膜的流动性产生

影响。

　　本实验采用不同的实验技术对大鼠肝线粒体在

D1的直接作用下的变化进行了测定 ,结果一致表明:

D1可使肝线粒体膜蛋白的构象发生改变 ,膜的有序性

下降 ,使线粒体膜的流动性增大。
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Effects of D1 , a toxic substance isolated from burn eschar on mitochon-

drial membrane fluidity
 

Lou Shufen, Chen Zong rong ( Depar tment of Radia tion Medicine , Third Milita ry Medical Univ ersity, Chongqing , 630038)

Cong Jianbo , Wu Ke, Sun Cunpu ( Institute of Radia tion Resea rch , Academy of M ilitar y Medical Science, Beijing , 100850)

　　 Abstract　 The effects o f D1 , a toxic substance isolated fr om burn eschar , on mitochondrial membrane

fluidity w ere studied using th e techniques of ESR spin label and fluo r escence polar og raphy in the ra ts. It was

found tha t D1 caused decr ea se o f S /W ra tio in 5-Doxyl labeling experiment. It also caused the low ering o f de-

g ree of polarization fluo rescence P on anisot rophy r. Bo th o f these finding s suggest increase o f mitodr ondria l

membrane fluidity.

　　 Key words　 Burn; eschar; membrane fluidity; ESR; po la rization fluo recence
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海洛因依赖患者脱瘾过程中的治疗及护理

The treatment and nursing during heroin detoxication

李祯英　　 (第三军医大学附属西南医院中医科 ) 重庆 , 630038

　　海洛因成瘾性强 ,戒断症状严重 ,戒毒后复发率高。我科从

1993年 6月至 1995年 2月 ,共收海洛因脱瘾者 200例 ,现将有关资

料及护理体会介绍如下:

1　临床资料

1. 1　一般资料
　　本组 200例中 ,男 110例 ,女 90例 ,年龄最小 17岁 ,最大 43岁 ,

平均年龄 26. 7岁。文化程度:大专 5例 ( 2. 5% ) ,中专 10例 ( 5% ) ;

高中 2例 ( 1% ) ;初中 50例 ( 25% ) ;小学 133例 ( 66. 5% )。其中未

婚 120例 ( 60% ) ,已婚 60例 ( 30% ) ,离婚 20例 ( 10% )。职业状况:

个体经商 160例 ( 80% ) ,工人 2例 ( 1% ) ,其它 38例 ( 19% ) ,吸毒

期多为 1年～ 2年 ,吸毒方法分别为烫吸和静脉注射两处 ;吸毒

量最多每天 3 g ,最少每天 0. 5 g。

1. 2　成瘾时的症状及心理特征
1. 2. 1　生理依赖　　成瘾后一旦中断用药 (或突然减少用

量 ) , 8 h～ 12 h即出现戒断症状 ,若不继续用药 ,一系列戒断症

状于 24 h～ 36 h达到高峰 ,经脱瘾治疗 ,一周后主要症状缓解

消除。失眠 ,焦虑 ,烦燥和不适感有时会迁延一段时期 ,见表 1。

表 1　主要戒断症状及百分比

流鼻涕 流泪 打哈欠 全身酸痛 蚁行感 瞳孔散大 失眠 焦虑

例　数　　 182 130 142 156 96 116 190 170

百分数 (% ) 91 65 71 78 48 58 95 85

1. 2. 2　心理依赖　　成瘾者对毒品产生异常强烈的渴求感 ,

需连续不间断地滥用毒品来重复体验心理快感并避免断药时

的身心折磨。

1. 2. 3　耐受性　　成瘾者对阿片类药物易产生耐受性 ,需不

断提高剂量来维持原先的药效。

1. 3　治疗
　　对海洛因成瘾者的脱瘾治疗 ,宜在全封闭的病房中进行 ,

治疗原则均采用美沙酮 ,丁丙诺啡替代递减法加氯丙嗪辅助治

疗 ;给药方法为先频后疏 ,剂量只减不加 ,停药坚决。前 3天用美

沙酮 ,每日 3次 ,每次 10 mg口服 ,后 4天改为丁丙诺啡每日 2次 ,

每次 0. 15 mg肌肉注射 ;氯丙嗪前 3天每天 4次 ,每次 100 mg口

服 ,后 4天改为每天 1次 50 mg口服 , 7 d后停药戒断症状会有反

复 ,给予针灸治疗 ,如针刺足三里 ,合谷穴 ,每日 2次 ,每次 20

min, 2 d～ 3d后戒断症状逐渐消失 ,此时要多作鼓励解释工作 ,

叮嘱患者切不可重复吸毒。

1. 4　疗效观察
　　一般住院 10 d出院 ,效果显著 ,躯体症状消失或大部份减

退 ,见表 2。　　　　　　　　　　　 (下转 462页 )　　
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