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M K 一 8 0 1 对缺血性脑损伤脑线粒体呼吸功能疗效的研究
’

李露斯 郑彩梅 (第三军医大学西南医院神经 内科 ) 6 3 0 03 8

黎红 华 (武汉军区总医院神经内科 )

提 要 用 M K 一 8 0一这种 N
一

甲基
一
D
一

天门冬氨酸 ( N
一
m e 。 h y l D

一 a s p a r t a t e ,

N M D A )受体拮抗剂对脑缺血

再灌流大鼠进行治疗
,

观察其阻滞兴奋性氨基酸与突触后受体结合
,

从而保护脑线粒体的功效
。

观察提示
,

在

脑缺血及再灌流期脑线粒体呼吸功能较假手术组有非常显著的降低
,

用 M K 一 8 01 治疗组的脑线粒体呼吸功

能较未治疗组有非常明显 的改善
,

为治疗缺血性脑损伤提供 了新的途径
。
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不少学者研究了与脑缺血再灌流有关的脑线粒体

功能变化
,

发现在脑缺血期和缺血后再灌流脑线粒体

的呼吸功能相继恶化
。

可能的机制包括脑内自由基的

含量
,

细胞内的 p H
,

C a , 一

的稳态和 自由脂肪酸的变化

等
〔 , 〕 。

tS e v e n
等还提 出脑缺血时兴奋性氨基酸过度释

放
,

通过作用于突触后受体产生神经毒性作用
.

参与缺

血性脑损伤过程
「, 三。

M K 一 80 1是 N
一

甲基
一

D
一

天门冬氨

酸 ( N
一

m e t h y l
一

D
一 a s p a r t a t e

,

N M D A )受体拮抗剂
.

能有

效阻滞兴奋性氨基酸与突触后受体结合
L3 ,

从而 保护

神经元免于损伤
。

本文用 M K 一 80 1 对脑缺血再灌流

大 鼠进行治疗
,

观察其对脑线粒体呼吸功能的疗效
。

旨

在进一步探讨缺血性脑损伤的机理和 M K 一 80 1 的治

疗作用
。

材料与方法

1
.

1 实验动物

健康 w is t ar 大鼠 40 只
,

雌雄皆有
,

体重 1 80 士 钊 9
.

由本校

动物所提供
。

1
.

2 仪器设备

低温高速离心机 (J 2一 2 1 型
,

B ce k m a n
公司 ) ;

氧电极 (上海

植物生理研究所 )
;
恒温循 环水浴箱 ( 国产 ) ;

图像记 录仪 ( 重庆

仪表总厂 )
; 7 21 分光光度计 (上海第三分析仪器厂 )

。

1
.

3 药品 与试剂

M K 一 8 0 1 由美 国 M
e r e 长 S h a r p a n d 肠 h m e

实验 室提供
。

A D P 系美国 s i g m
a
公司产品

,

其它试剂均为国产分析纯
。

国家自然科学基金资助项 目
,

N o
.

3 9 2 7 0 2 7 3

1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 脑缺血再灌流动物模型的制作
:

采用改 良的 P ul is ne ill

法川
。

大 鼠乙醚浅麻醉
,

用玻璃针分离暴露两侧第一颈椎横突

孔
,

热灼凝闭两侧椎动脉
。

分离两侧颈总动脉
,

用微动脉夹夹闭

两侧颈总动脉 20 m in
.

为脑缺血期
。

缺血期满松掉动脉夹为再

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
,

有抽搐及短暂昏睡动物废弃之
。

手术方法相同
,

仅不烧灼 双侧

椎动脉
,

不夹闭颈总动脉的大鼠为假手术组
。

1
.

4
.

2 实验分组
:

假手术组
;
脑缺血 20 im

n
组

;
脑缺血 20 im

n

再灌流 4 d 组
;
脑缺血 20 im

n
再灌流 4 d 用 M K 一 8 01 治疗组

。

M K 一 8 0 1 原 粉
,

以灭菌 生理盐水配成 。
.

2 m g /ml 溶液
,

按 1

m g / k g 体重给动物行腹腔注 射
。

缺血前 20 m in 及缺血后 20

m in 各给药一 次
。

每组 10 只成活动物
。

1
.

4
.

3 大鼠脑线粒体的分离
:

采用改良的 lC ar k 技术川按实验

分组达到预定时间将大鼠断头 后迅速 ( 30
5 ) 取出前脑 (去除脑

干 和小脑 )
,

浸入 带有冰渣的分离介质 中 ( 。
.

o 25 m ol / L 蔗糖
,

0
.

0 7 5 nr o l / L 甘露醇
.

2 m n 、 0 1 / L E G T A p H 7
.

4
,

T r i s 调 )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 2 0 0 ( ) 丫 9 3 m in
,

取上 清
; 1 2 5 0 0 又 g s m i n

,

取沉

淀
;
用 3 % F l e o ] l 液 1 0 m l ( 3 % F ie o

l l
:
0

.

1 2 m o l / L 蔗糖
,

0
.

0 3

m ol / L 甘露 醇和 2 5 产m ol / L E D T A 一 K p H 7
.

4) 悬浮沉淀
。

仔

细分层 入 6 % F l e o l l溶液 2 0 rn l ( 6 % F ic o
]l

:
0

.

2 4 m o l / L 蔗糖
.

0
.

0 6 m
o l / L 甘露 醇 和 5 0 拼m

o l / L E D T A
一
K

,

p H 7
.

4 )
.

离 心

10 4 。。 丫 9 3 O m in
,

取沉淀
。

用分离介质再 悬浮沉淀 离心 1 2 1。。

丫 9 10 m ill 后得到 的沉淀为提纯的脑线粒体
。

用分离介质稀释

至 含 20 nT g 蛋 白质 / m ! 备 用
。

以上 所有操作均在 。一 2
一

C条件下

进行
.

分离介质必须始终保持有冰渣状态
。

用 L o w r y 法测定脑

线粒体蛋白质
。
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1
.

4
.

4脑线粒体呼吸功能的测定
:

采用氧电极法[ s j
。

将1只大

鼠脑提取的线粒体1 0 0拌 l加入 2m l的反应体系中 (1 2 0m m
o

l/ L

KC I
,
1 5 m m o

l /L T
r i s 一 C I

,

2 m m o
l /L T

r i s 一 1
〕
( )

. ,
7 5 m m o l / L

蔗糖
,
2 5 m m o

l / L 甘露醇
,

0
.

0 5 m m o
l / L E D T A 一 K

,
p H 7

.

4 )温

度 3 0 ℃
,

孵育 2 m i n
,

加入底物 1 0 拜1 ( 5 m m o
l / L 丙酮酸钠 + 5

m m ol / L 苹果酸钠 )后加入 A D P ( 2 0 0 n m ol )测得的氧气消耗率

为呼吸三态 ( O
: n m ol / m i n/ m g 蛋白质 )待 A D P 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 /

四态比率为呼吸控制率
。

1
.

4
.

5 统计学处理
:

实验所得数据处理后用均数士标准差表

示
。

数据采用双样本 t 检验
。

2 结果

用氧电极法 以丙酮酸钠 + 苹果酸钠作为底物测得假手术

组
,

缺血 20 m in 再灌流 4 d 组 (简称再灌流未治组 )
,

缺血 20 m in

再灌流 4 d 用 M K 一 8 01 治疗组 (简称治疗组 )线粒体的呼吸三

态
,

四态和呼吸控制率如下表
:

附表 M K 一 8 01 对缺血再灌流大鼠脑线粒体呼吸功能影响

T a b l e T h e e f f e e t s o f M K 一 8 0 1 o n e e r e b r a l m i t倪 h o n d r i a l r e s p i r a t i o n a f t e r is c h e
m ia a n d r e衅

r f u s i o n i n r a t s

C o n
d i t i o n s (

n
= 1 0 ) S r a t e 3 r e s p一r a t l o n S t a t e 4 r e s P i r a t i o n

R
e s p i r a t o r y c o n r r o l r a t l o

C o n r r o l g r o u p 2 6
.

0 0士 1 0
.

2 7 6
.

4 0士 2
.

4 2

I
s c

h
e
nr i a g r o u P 14

.

15士 0
.

7 4 减 7
.

2 1士 0
.

19

R e p e r
fu

s i o n g r o u p

M K 一 8 0 1 t r e a t m
e n t g r o u P

3 8
.

60士 9
.

4 4 减 试 1 7
.

0 0士 2
.

75 狱淡

2 9
.

1 6士 4
.

9 9 “ 10
.

0 0士 1
.

8 9▲ ▲减 减

4
.

1 5士 0
.

2 9

1
.

9 6士 0
.

24 拭 炎

2
.

3 2土 0
.

66 汉 减

2
.

9 8士 0
.

3 8 ` ▲汉 减

V
a ]u e s a r e

m
e a n s 士 s t a n

d
a r

d
e r r o r o

f th
e m e a n s

.

淡淡
:

C
o
m p a r e

d w i t h
e o n t r o

l g r o u p
,
P < 0

.

0 1 , △△
:

C
o m p a r e

d w i t h n o n -

t r e a t m
e n t g r o u P ,

P < 0
.

0 1
.

在本实验中
,

脑缺血 20 m in 脑线粒体的呼吸功能明显 下

降
,

其特点是呼吸三态和 呼吸控制率的下降分别为假手术组的

54 %和 47 %
,
再灌流未治疗组

,

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
,

主要特点是呼吸 四态的延

长和 呼吸控制率 的降低
,

分别为假手术组的 265 % 和 53 %
;
用

M K 一 8 0 1治疗组的呼吸功能与未治疗组有非常显著的差异
,

有

明显的好转
。

与假手术组比
,

呼吸三态无明显差异
,

呼吸四态与

呼吸控制率分别恢复至 舰手术组的 156 %和 71 %
。

3 讨论

线粒体通过氧化磷酸化生成大量 A T P 供细胞内

各种 化学反应 与功能的能量需要
,

是重要的细胞器
。

R u s

sel 等的组织病理研究发现
,

在脑缺氧缺血的损伤

中
,

线粒体 的改变发生最早
〔创 。

is m s
等发现短暂脑缺

血及缺血后再灌流可引起线粒体的功能失调
,

启动脑

细胞损伤的一系列病理生理过程
仁,」。

呼吸三态为在有

底物和 A D P 刺激下线粒体氧化磷酸化能力
,

呼吸四

态为 只有底物刺激下线粒体呼吸链的功能
,

呼吸控制

率为代表线粒体 呼吸功能的灵敏指标
。

本文利用大 鼠

四血管闭塞造成脑缺血后再灌流的动物模型
,

提纯脑

线粒体并保持其生物活性
,

用氧 电极测定大 鼠脑线粒

体的呼吸三态
、

四态和呼吸控制率
。

发现在大 鼠脑缺血

20 m in 时脑细胞线粒体的呼吸三态和呼 吸控制率较

假手术组有非常明显下降
,

与以往研究一致
「“二。

说明短

暂的脑缺血
,

即可引起脑线粒体呼吸功能的下降
,

氧化

磷酸化偶联能力降低
。

脑缺血后再灌流 4 d 组在脑供

氧恢复情况下
,

呼吸三态恢复
,

但呼吸四态明显延长
,

可能与一系列病理生理损害 lj[ 使线粒体呼吸链的功能

下降有关
。

兴奋性氨基酸受体拮抗剂对脑缺血的治疗作用愈

来愈受人们重视
。

M K 一 80 1是一种强有力的非竞争性

的 N M D A 受体拮抗剂
.

较易通过血脑屏障
,

能有效地

阻滞兴奋性 氨基酸与突触后受体结合
,

保护神经元免

于损伤
。

在本实验 中
,

同样是脑缺血再灌流 4 d
,

用 M K

一 8 0 1治疗组与未治疗组相 比
,

呼吸三态
、

四 态和呼吸

控制率都有非常显著的差异
。

治疗组的呼吸三态与呼

吸控制率都较缺血组有非常显著的好转
,

更接近于假

手术组
。

本实验室黎红华等在研究大 鼠海马氨基酸含量的

动态变化时发现在脑缺血 20 m in
,

兴奋性氨基酸谷氨
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,

等
.

M K 一 801 对缺血性脑损伤脑线粒体呼吸功能疗效的研究

酸轻度降低
,

夭门冬氨酸显著降低
,

再灌流 l h 两者均

显著降低
,

再灌流 6 h 及 48 h
、

4 d 都恢复至假手术组水

平
。

生理情况下谷氨酸和天 门冬氨酸在中枢神经 系统

中起着兴奋性神经递质作用
。

在缺血及再灌流早期
,

两

者含量下降可能与其合成不足释放增多有关
。

这种过

度释放具有神经毒性作用
,

可能参与脑缺血缺氧病理

生理过程图
。

用 M K 一 80 1治疗的大 鼠脑线粒体呼吸功

能较未治组有显著好转
,

可能与 M K 一 80 1能在一定程

度上保护脑线粒体氧化磷酸化功 能
,

免于受到兴奋性

氨基酸的毒性作用有关
。

但用 M K 一 80 1治疗组的呼吸

功能与假手术组相 比还有显著差异
,

说 明缺血性脑损

伤的病理机制是多方面的
,

M K 一 8 01 只能起到一定的

脑保护作用
,

有效的治疗需走综合治疗的途径
。
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