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大鼠脑线粒体呼吸功能测定的方法探讨
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线粒体是独特而重要的细胞器
.

它最主要的功能

是通过氧化磷酸化以 A D P 和无机磷合成 A T P 供细

胞内多种化学反应与功能的能量需要
。

线粒体的呼吸

正 常与否
,

常常能代表线粒 体的功能
。

呼 吸控制率

( R C R )是表达线粒体功能最灵敏的指标 lj[
.

国内外不少学者成功地提取 了动物肝
、

心
、

肾
、

肺

的线粒体并较稳定地测定了其 R C R图
.

由于脑线粒体

提纯技术复杂
,

脑组织所含脂类
、

髓鞘
、

突触多
,

脑细脑

对缺氧又特别敏感
,

使对脑线粒体生理与病理状态功

能测试工作远远落后于对其它组织的研究
〔 ,

·
`」。

国外有

一些脑线粒体呼吸功能测定的报道
,

将其作为一些急

性缺血缺氧实验的主要观察指标
。

国内做此项工作还

不多
。

本文是我实验室一年来研究大鼠脑线粒体形态

与功能的条件和方法的探讨
。

材料与方法

1
.

1 实验动物

健康 w is at r

大鼠 30 只
,

雌雄皆有
,

体重 180 士 40 9
.

由本校

动物所提供
。

1
.

2 仪器设备

1
.

2
.

1 低温高速离心机 ( J
:

一 2 1型
,

eB
e km a n )

。

1
.

2
.

2 氧电板 (上海植物生理研究所 )
.

1
.

2
.

3 恒温循环水浴箱 (国产 )
。

1
.

2
.

4 记录仪 (重庆仪表总厂 )
.

1
.

2
.

5 72 1分光光度计 (上海第三分析仪器厂 )
.

1
.

2
.

6 电子显微镜 ( H 一 300 型
,

日本 )
。

1
.

3 药品与试剂

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
.

1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 实验分组
:

(1 )脑匀浆组
;
(2 )粗制脑线粒体组 ; ( 3) 提纯

脑线粒体组
.

每组 10 只动物
.

1
.

4
.

2 分离介质
:
0

.

0 2 5 mo l / L 蔗糖
、

0
.

0 7 5 m o
l / L 甘露醇

、

-

m m o l / L E G T A
,
p H 7

.

4
,

T
r
i
s

调
.

1
.

4
.

3 大鼠脑线粒体的分离
,

采用改 良的 cl ar k 技术川
.

脑匀浆
:

大鼠断头后在 30
5
之内迅速取出大脑半球 (去除

脑干和小脑 )浸入带冰渣韵分离介质中剪碎
,

用分离介质洗三

次
,

玻瑞匀浆器手工匀浆 (8 上 8下 )制得脑匀浆
.

粗制脑线粒体
:

将脑匀浆差速离心
,
2 000 x 9 3 m in

,

取上

清
.

12 5 O 00 x g 8 m in
,

沉淀为粗制脑线粒体
.

提纯脑线拉体
:

用 3 % F i e o l l 溶液 1 0 m l ( s % F ie o l l
,
0

.

1 2

m o l / L 蔗 糖
,

0
.

0 3 m o l / L 甘 露 醇 和 2 5 拌m o l /L E D T A 一

K p H 7
.

4 )悬浮粗制线粒体
,

仔细分层入 6% F i
e o l l液 Zo m l 中

,

( 6% F i
e o l l

,

0
.

2 4 m o l / L 蔗糖
,
0

.

0 6 m o l / L 甘露醉和 5 0 拌m o l /L

ED T A
,
p H 7

·

4 )
,

离心 1 0 4 0 o x g 5 0 m in
,

取沉淀
,

用分离介质再

悬浮沉淀离心 1 2 10 o x g 10 m in 后得到的沉淀为提纯的脑线

粒体
。

三种悬浮液均用分离介质稀释至 20 m g rP ot ie n/ m l备用
.

以上所有操作均在。~ 2℃条件下进行
,

分离介质务必保持

有冰渣状态
。

用 L
o w yr 法测定各悬浮液蛋白 sL]

。

1
.

4
.

4 电镜观察
,

将提纯的脑线粒体沉淀 1 m m
,

置入 3%戊二

醛固定液中固定
.

冲洗后用 l % 饿酸固定
,

逐渐丙酮脱水
,

环氧

树脂 61 8包埋
,

制超薄切片后用 H 一 3 00 型 电镜观察
.

记录并照

才目
.

1
.

4
.

5 脑线粒体呼吸功能测定采用氧电极法 [’] ( 120 m m ol /

L K C I
,
1 5 m m o l / L T

r is 一 C l
,

T
r
i
s 一 P O

.
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l ( 5 m m o l / L 丙酮酸钠+ 5 m m o
l / L 苹

果酸钠 )后加入 A D P ( 2 0 0 n
m ol )

,

测得氧气的消耗率为呼吸三

态 ( n m o l
o

f o :

/ m in /m g o f p r o t e i n )
,

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

态之比率为 R C R
。

国家自然科学基金资助项目
,

N
o

.

3 9 2 7 0 2 7 3

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1994. 06. 026



第 16 卷第 6 期
1 9 9 4 年 1 2 月

第 三 军 医 大 学 学 报
A C TA A C A D E MIA E ME D IC I NA E MI LI TA RI SE TR TIA E

Vo l
,

1 6

D
e e

.

,

N o

1 9 9 4 4 5 1

雇一
大鼠脑线粒体呼吸功能测定的方法探讨

`

爆铡{…
A n a P P r o a e h t o m e a s u r e t h e r e s P i r a t o r y a e t i v i t y o f i s o l a t e d e e r e b r a l m i t o -

e h o n d r i a i n r a t s

李霉斯 郑彩梅 (第三军医大学西南医院神经内科 ) 6 3。。3 8

线粒体是独特而重要的细胞器
.

它最主要的功能

是通过氧化磷酸化以 A D P 和无机磷合成 A T P 供细

胞内多种化学反应与功能的能量需要
。

线粒体的呼吸

正 常与否
,

常常能代表线粒 体的功能
。

呼 吸控制率

( R C R )是表达线粒体功能最灵敏的指标 lj[
.

国内外不少学者成功地提取 了动物肝
、

心
、

肾
、

肺

的线粒体并较稳定地测定了其 R C R图
.

由于脑线粒体

提纯技术复杂
,

脑组织所含脂类
、

髓鞘
、

突触多
,

脑细脑

对缺氧又特别敏感
,

使对脑线粒体生理与病理状态功

能测试工作远远落后于对其它组织的研究
〔 ,

·
`」。

国外有

一些脑线粒体呼吸功能测定的报道
,

将其作为一些急

性缺血缺氧实验的主要观察指标
。

国内做此项工作还

不多
。

本文是我实验室一年来研究大鼠脑线粒体形态

与功能的条件和方法的探讨
。

材料与方法

1
.

1 实验动物

健康 w is at r

大鼠 30 只
,

雌雄皆有
,

体重 180 士 40 9
.

由本校

动物所提供
。

1
.

2 仪器设备

1
.

2
.

1 低温高速离心机 ( J
:

一 2 1型
,

eB
e km a n )

。

1
.

2
.

2 氧电板 (上海植物生理研究所 )
.

1
.

2
.

3 恒温循环水浴箱 (国产 )
。

1
.

2
.

4 记录仪 (重庆仪表总厂 )
.

1
.

2
.

5 72 1分光光度计 (上海第三分析仪器厂 )
.

1
.

2
.

6 电子显微镜 ( H 一 300 型
,

日本 )
。

1
.

3 药品与试剂

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
.

1
.

4 实验方法

1
.

4
.

1 实验分组
:

(1 )脑匀浆组
;
(2 )粗制脑线粒体组 ; ( 3) 提纯

脑线粒体组
.

每组 10 只动物
.

1
.

4
.

2 分离介质
:
0

.

0 2 5 mo l / L 蔗糖
、

0
.

0 7 5 m o
l / L 甘露醇

、

-

m m o l / L E G T A
,
p H 7

.

4
,

T
r
i
s

调
.

1
.

4
.

3 大鼠脑线粒体的分离
,

采用改 良的 cl ar k 技术川
.

脑匀浆
:

大鼠断头后在 30
5
之内迅速取出大脑半球 (去除

脑干和小脑 )浸入带冰渣韵分离介质中剪碎
,

用分离介质洗三

次
,

玻瑞匀浆器手工匀浆 (8 上 8下 )制得脑匀浆
.

粗制脑线粒体
:

将脑匀浆差速离心
,
2 000 x 9 3 m in

,

取上

清
.

12 5 O 00 x g 8 m in
,

沉淀为粗制脑线粒体
.

提纯脑线拉体
:

用 3 % F i e o l l 溶液 1 0 m l ( s % F ie o l l
,
0

.

1 2

m o l / L 蔗 糖
,

0
.

0 3 m o l / L 甘 露 醇 和 2 5 拌m o l /L E D T A 一

K p H 7
.

4 )悬浮粗制线粒体
,

仔细分层入 6% F i
e o l l液 Zo m l 中

,

( 6% F i
e o l l

,

0
.

2 4 m o l / L 蔗糖
,
0

.

0 6 m o l / L 甘露醉和 5 0 拌m o l /L

ED T A
,
p H 7

·

4 )
,

离心 1 0 4 0 o x g 5 0 m in
,

取沉淀
,

用分离介质再

悬浮沉淀离心 1 2 10 o x g 10 m in 后得到的沉淀为提纯的脑线

粒体
。

三种悬浮液均用分离介质稀释至 20 m g rP ot ie n/ m l备用
.

以上所有操作均在。~ 2℃条件下进行
,

分离介质务必保持

有冰渣状态
。

用 L
o w yr 法测定各悬浮液蛋白 sL]

。

1
.

4
.

4 电镜观察
,

将提纯的脑线粒体沉淀 1 m m
,

置入 3%戊二

醛固定液中固定
.

冲洗后用 l % 饿酸固定
,

逐渐丙酮脱水
,

环氧

树脂 61 8包埋
,

制超薄切片后用 H 一 3 00 型 电镜观察
.

记录并照

才目
.

1
.

4
.

5 脑线粒体呼吸功能测定采用氧电极法 [’] ( 120 m m ol /

L K C I
,
1 5 m m o l / L T

r is 一 C l
,

T
r
i
s 一 P O

.
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l ( 5 m m o l / L 丙酮酸钠+ 5 m m o
l / L 苹

果酸钠 )后加入 A D P ( 2 0 0 n
m ol )

,

测得氧气的消耗率为呼吸三

态 ( n m o l
o

f o :

/ m in /m g o f p r o t e i n )
,

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

态之比率为 R C R
。

国家自然科学基金资助项目
,

N
o

.

3 9 2 7 0 2 7 3



第 16卷第 6期
19 9 4年 1 2月

第 三 军 医 大 学 学 报
A CTA A CD E AM E A IM E D IC INE AM A T I I L RIS TE T RIAE

V
ol

,
1 6

,
N o

.

6

I淤
e

.

1 9 9 4 4 5 3

4 7 3 1

L
o
w

r y O H
, e t a

l
.

P r o t e in m
e a s u r e

m
e n t w i t h t h

e
f
o

li
n Ph e -

n o l r e a g e n t
.

J B io C h
e m

.

1 9 5 1
,

1 9 3
:
2 6 5~ 2 7 5

L a i J C K
,

C l a r k J B
.

P r e p a r a t io n o
f

s y n a p t i e a n d n o n s y n a p t i e

m i t o e
h

o n d r ia f
r o

m m
a
m m a

li
a n b r a i n

.

M
e t h

o
d

s
E n z y m o

l
,

1 9 7 9
,
5 5

:
5 1~ 6 0

7 H a r t s
e
h

u t z ,

P
e t e r R

,

S i l
v e r s t e i n , e t a

l
.

B
r a i n

m i t o e
h

o n
d

r i
-

a 1 f u n e t i o n a f t e r
i
s e h e m i a a n d h y p o x

i
a

.

A r e h N
e u r o l

,
1 9 7 3

,

2 9
:
4 0 8~ 4 1 6

(收稿
:
1 9 9 3

一
1 2

一
1 3 ;

修回
:
1 9 9 4

一
1 0

一
0 4 )

对急性重症胆管炎诊断标准的几点建议— 16 年病例总结

S e v e r a l s u g g e s t i o n s o n t h e d i a g n o s t i c c r i t e r i a f o r a c u t e s e v e r e c h o l a n g i t i s

a r e v i e w o f 1 6 y e a r s e x P e r i e n e e

孙文兵 韩本立 何振平 蔡景修 顾红 光 周永碧 李智华 王敖川 (第三军医大学西南医院肝胆外科

中心 ) 6 3 0 0 3 8

中华医学会 1 9 8 3年提 出的急性重症胆管炎 ( A C
-

S T )诊断标准「’
一

促进 了 A C S T 临床研究和外科救治水

平的进步
。

近年来
,

我们在对 A C S T 的临床治疗和研

究中
,

深感该标 准尚有不足
,

故提出了几点建议共同道

们参考
。

临床资料

1
.

1 纳入标准 和一般情况

我科 自1 9 7 5年 1月 至 1 9 9 。年 12 月间共收治急性胆管炎 145

例
,

其中符合全国胆道疾病专题讨论会制定的 A C S T 诊断标准

者川 14 2例
,

男性 55 例
,

女性 87 例
,

年龄 19 ~ 82 岁
。

33 例死亡
,

病

死率为 23
.

2%
。

1
.

2 预 后危险 因素

将 1 9 7 5年 z月至 1 9 8 8年 1 2月间收治的 1 2 1例 A C S T 作为衫11

练样本
,
1 9 8 9年 1月至 1 9 9。年 12 月间收治的 21 例作为验证样本

,

选出每个病人的 22 项可能对预后有影响的指标并量化
,

通过运

用 S O M S 软件包对训练样本中的 1 21 例病人进行单因素和多因

素逐步回归分析
,

从中确定年龄
、

平均动脉压 ( M B P )
、

弥漫性腹

膜炎 ( G P )
、

血清白球蛋白比值 ( A G R )
、

血培养 ( B C )和系统器官

衰 竭数 ( N F O S ) 6个因 素为 A C S T 预 后 危险因 素 t[J
,

其 中以

N F O S 与其预后关系最为密切
,

A G R 次之
。

最 后计算出 A C S T

生存数学模型
:
Y 一 。

.

4 85 + 0
.

0 03 年龄 一 。
.

0 40 M B P + 。
.

23 0

G P一 0
.

2 4 7 A G R + 0
.

2 2 1 B C + 0
.

2 1一 N F O S
。

其中 Y 值为死 亡

概率
.

该模型 与病人预后有很好的相 关性 (r 一 0
.

7 5 7 1
,
尸 <

0
.

00 1 )
,

说明病人的死亡危险性与年龄
、

G P
、

B C 和 N F O S 呈正

相关
,

与 M B P 和 A G R 呈负相关
。

1
.

3 预 后危险 因素与 A C S T 诊断标准中各 因素的

比较

本模型中的几项指标和 A C ST 诊断标准中的指标有同有

异
,

现将其意义列表 1 比较
。

由表 1看出
,

模型 中的年龄和 A G R

是反映系统器官功能储备的较好指标
,

提示不同年龄 阶段时

A C S T 的临床表现有其特殊性
。

表 1 本模型和
“

标准
”

中各项指标的意义

指标怠义

系统器官功 能储备

全 国 A S C T 诊断标准

胆管炎病理发展阶段

胆血 屏障受累

系统器官受累

①脉搏> 12 。次 / m in

②W B C > Z o X l o ,
/ L

③体温 > 39 亡

或 < 36 ℃

①血培养

⑥胆汁为脓性伴胆

压明显升高

@ 休克

⑦精神症状

本模型指标

( l )年龄

( 2 ) A G R

( 3) 弥没性腹膜炎

(4 )血培养

(5 )平均动脉压

( 6 ) N FO S

1
.

4 老年 A C S T

年龄 ) 60 岁为老年
.

14 2例 A CS T 中
,

38 例为老年病人
,

占

2 6
.

5%
,

男性 2 0例
,

女性 1 5例
,
1 4例死亡

,

病死率为 5 6
.

5%
;
非老

年病人 1 04 例
,

死亡 19 例
,

病死率为 18
.

3写
,

两组病死率比较有

显 著统计学差异 (扩 = 4
.

39
,

尸 < 0
.

0 5 )
。

另外
,

两组在原发病
、

术前术后并发症等方面也有显著差异
.

分别见表 2和表 3
。


