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放射损伤
、

烧伤和放烧复合伤心肌线粒体脂质过氧化的加强效应

邹仲敏 陈宗荣 (第三军医大学预防医学系防原教研室 ) 6 3。。38

提 要 w ist ar 大鼠经 6 G y ` 。
C 。 下线和 /或 30 %总体表面积 ( T BS A ) I 度烧伤致放射损伤 ( R D

、

烧伤

(B D 和放烧复合伤 ( R BI )
.

观测伤后 1
、

3
、

8
、

16 和 24 h 大鼠心肌线粒体脂质过氧化和抗氧化酶活力的改变
,

发

现三种伤类均表现为脂质过氧化代谢产物丙二醛 ( M D A )含量伤后 l h 即明显升高
,

24 h 降至对照组 c( )水

平 ,超氧化物歧化酶 (so D )活力在整个实验过程中维持在明显低于 C 组的水平
.

BI 组和 R BI 组还可见谷胧甘

肤过氧化物酶 ( G S H
一

P x) 活力在伤后 16 和 24 h 明显降低
。

结果表明
,

伤后心肌线粒体抗氧化酶活力降低
,

脂质

过氧化加强
,

提示线粒体内有自由裁雄积
。

结合此前同样改变条件下所见的心功能下降
,

认为 自由基的有害作

用可能是心功能降低的重要原因之一
。

关键词 灼伤
;
辐射损伤

,

实验性 ;放烧复合伤 ,过氧化脂质类 ;线粒体
,

心脏 ;大鼠

中图法分类号 R 8 18
.

82

业 已证实
,

烧伤和放射损伤均可导致体 内自由基

异常产生和堆积
,

组织脂质过氧化加强
.

线粒体因其有

大量多不饱和脂肪酸
,

而成为脂质过氧化易发部位
。

心

脏作为一个贮能少
、

耗能高的器官
,

其能量主要来源于

心肌线粒体
,

故 线粒体的损伤必然会影响心脏功能的

正常发挥
。

本实验观测放射损伤
、

烧伤和放烧复合伤早

期心肌线粒体脂质过氧化物含量和抗氧化酶活力的改

变
,

从 自由基的损害作用的角度探讨先前同样致伤条

件下所见的心功能降低
汇’ 」的原因

。

1 材料与方法

1
.

1 动物及分组

本校动物中心提供的健康雄性 w is
at

r

大鼠
,

体重 20 。~

2 2 0 9
,

随机分为对照组 ( C ) (
,:

= 1 0 )
、

放射损伤组 ( R l ) (
, : =

3 0 )
、

烧伤组 ( B l ) ( , 之 = 3 5 )和放烧复合伤组 ( R B I ) ( , ,
= 5 0 )

,

1
.

2 致伤方法

用 6 G y ` ”
C

。 下线单剂量全 身照射和 /或 30 %总体表面积

( T BS A ) l 度光辐射烧伤致伤
,

详见先前报告川
。

动物致伤后不

予救治
、

饮食如常
。

1
.

3 主要试剂 和仪琴

超氧化 物歧 化酶 ( s o n
,

s ig m
a )

,

黄 嚷吟 氧化酶 ( X O
,

is g m a)
,

还原型谷胧甘肤 ( G S H
,

iS g m 。 )
,

1
,

1
,

3
,

3
一

四 乙氧基丙

烷 ( T E P
,

F l
u k a )

,

盐酸轻胺 ( E
·

M E R C K )
,

次黄嗓吟 ( H X )等分

析纯试剂
.

eB
c

k m
a n D U 一 7 H S 型 紫 外 /可 见 光 分 光 光 度 计

,

eB ck m an ZJ 一 2 1 M 型低温高速离心机
.

1
.

4 .Nl 定指标

于伤后 1
、

3
、

8
、

16 和 24 h 活杀动物
、

4 ℃条件下分离制备心

肌线粒体
、

测 定其丙二醛 ( M D A )含 量〔习 ,

超氧化物歧 化酶

( S O D ) L, J 、

谷胧甘肤过氧化物酶 ( G S H
一

P
x
笋

` 〕和过氧化氢酶

(C A T s)[ J的活力
.

结果用线粒体蛋白含量进行修正
。

1
.

5 统计处理

数据用 万 士 ,
表示

,

用 P D A 一 2程序进行单因素方差分析
,

以 尸簇。
.

0 5为统计学意义显著
。

2 结果

2
.

1 线拉休 M D A 含童的变化

如表 l所示
,

除各组 24 h 和 R l 组 16 h 外
,

其它各组各时相

点 M D A 含量明显高于 C 组 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

各组 M D A 含量在伤

后 l h 即明显升高
,
s h 达最高点

,

B l 组
、

R l 组和 R B I 组分别是

C 组值的 16 6
.

4写
、

17 4
.

1 %和 2 02
.

1 %
.

总体上看
,

M D A 含量升

高程度的大小顺序为 R BI 组 > 1B 组 > R l 组
,

但组间无统计学

差异 ( P > 0
.

0 5 )
.

表 1 致伤后心肌线粒体 M D A 含量 (n m ol
·

m g
一 ’

p or )t 的变化

T a b 1 T h e e h a n g e s o f e o n t e n t o f M D A (
n

m
o l

·

m g
一 ’

p r o t ) a f t e r i n j
u r y

T im
e

( h ) 1 3 8

2
.

2 4士 ( )
.

5 2
.

1
.

9 8士 ( )
.

5 0
“

2
.

3 0士 0
.

18
’

2
.

3 8士 0
.

2 0
’

2
.

1 1士 ()
.

2 2
. 1

.

4 5士 0
.

2 4

2
.

2 0士 0
.

4 0
’

2
.

4 9士 0
.

9 4
“

1
.

7 9士 0
.

7 7 1
.

4 5士 0
.

2 4

甘1l. L

BR

R B I 2
.

3 5士 0
.

1 6
.

2
.

5 3士 0
.

4 2
`

2
.

8 9士 0
.

4 2
.

1
.

9 3士 0
.

1 7
’ 1

.

4 3士 0
.

5 9

(即 n t r o
l = 1

.

4 3士 0
.

2 8
, , P < 0

.

0 5 v s C

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1994. 06. 017



第 6期 邹仲敏 陈宗荣
.

放射损伤
、

烧伤和放烧复合伤心肌线粒体脂质过氧化的加强效应 4 3 1

2
.

2 线拉休 S O D 活 力的 改变

除 BI 组 24 h外
,

其他各组各时相点 S O D 活力显著低于对

照水平 ( P < 。
.

0 5 )
。

致伤后 1 卜 S O D 活力即显著降低
.

24 h 内

一直维持在低水平上
,

无明显恢复
。

表 2

T a b Z

致伤后心肌线粒体 S O D 活力 ( U N
·

m g
一 ’

p r o t )的变化

T h e e h a n g e s o f S O D a e iv i ty ( U N
·

m g
一 ’

p r o t ) a f et
r i n

j
u r y

T im e ( h ) 1 3 8 1 6 2 4

1 7
.

5 8士 5
.

4 9
.

1 3
.

3 4士 1
.

62
.

1 8
.

2 3士 2
.

19
.

1 7
.

60士 1
.

7 7
.

18
.

4 2士 3
.

0 8
’

1 8
.

4 7士 2
.

7 7
.

2 2
.

17士 0
.

2 7

1 7
.

1 8士 1
.

6 3
’

1 6
.

25士 3
.

0 1
.

18
.

1 4士 2
.

9 9 . 15
.

7 5士 1
.

2 8
.

1 7
.

0 6士 7
.

18
.

1 7
.

9 4士 2
.

9 9
’

15
.

2 4士 1
.

7 0
. 2 1

.

26士 8
.

1 9
’

lBRIBR

C o n t r o
l ~ 2 8

.

4 2士 8
.

0 9
, ,

P < 0
.

0 5 v s
C

2
.

3 线拉休 G S H
一

P x 活 力 的变化

BI 组和 R BI 组在 16 和 24 h表现 出 G S H
一

P
x
活力的明显降低

( 尸 < 0
.

0 5 )
,

且 16 h点 R BI 组的降低程度显著大于 lB 组 ( 尸 <

。
.

0 5 )
,

仅为C组的 32
.

5 %
。

R l组与C组无显著差异 ( P > 0
.

05 )
。

表 3 致伤后心肌线粒体 G s H
一

P x
活力 (

。 in 卜 m g 一
’

p or )t 的变化

T a b 3 T h e c h a n g e s o f G S H
一

p x a e t i v i t y ( u n it
·

m g
一 ’

p r o t ) a f t e r i n j
u r y

T im
e

( h ) 1 3 8

1 8
.

4 7士 7
.

7 8

1 6
.

2 3士 3
.

5 1

2 1
.

8 0士 2
.

2 2

1 7
.

8 6士 5
.

6 4 2 3
.

93士 3
.

7 4 1 2
.

7 9士 3
.

1 9
.

1 3
.

3 2士 4
.

3 0
.

1 7
.

9 2士 5
.

6 9 1 8
.

3 2士 4
.

8 9 1 6
.

4 3士 3
.

8 9 1 7
.

4 7士 3
.

6 7

2 1
.

1 4士 3
.

2 2 2 1
.

58士 4
.

6 3 6
.

3 9士 3
.

7 5一 15
.

0 7士 3
.

16

lBRIBR

C o n t r o
l一 1 9

.

6 6士 5
.

1 5
, 二 P < 0

.

0 5 v s
C

; + P < 0
.

0 5 vs B l

2
.

4 线拉休 C A T 活 力的改 变

如表 4所示
,

各组各时相点 C A T 活力无明显变化 ( P > 。
.

0 5 )
.

表 4 致伤后心肌线粒体 C A T 活力 (
u in t

·

m g
一 ’

p or )t 的变化

T a b 4 T h e e h a n g e s o r C A T a e t iv i ty ( u n i t
·

m g
一 ’

p r o t ) a
f t o r in j

u r y

T im e ( h ) 1 3

1
.

4 7士 0
.

5 1

1
.

7 1士 0
.

2 0

1
.

70 士 0
.

2 ( )

2
.

2 5士 0
.

4 2 1
.

8 8士 0
.

3 6 2
.

0 6士 0
.

4 3 2
.

1 1士 0
.

5 5

1
.

5 6士 0
.

6 1 1
.

3 8士 0
.

2 9 5 1士 0
.

4 3 1
.

0 6士 0
.

3 1

1
.

6 () 士 0
.

2 9 1
.

8 1士 0
.

2 9 1
.

9 3士 0
.

1 2 2
.

0 4士 0
.

6 6

lBRIBR

C
o n t r o l = 1

.

5 8 士 0
.

5 2

3 讨论

放射损伤
、

烧伤和放烧复合伤可以造成组织 中自

由基的异常产生和堆积
,

脂质过氧化加强
,

导致组织的

结构和功能上的损害
。

线粒体是细胞的能量发生器
,

同

时又是易受 自由基攻击的细胞器
。

熊业等
L6 」的研究表

明
,

放烧复合伤时
,

肝线粒体功能障碍
,

脂质过氧化加

强
,

目前尚未见对放烧复合伤心肌线粒体的研究报告
。

心肌线粒体的主要抗氧化酶是 S O D 和 G S H
一

P x ,

C A T 因含量低而 作用甚小
〔 , 〕 。

本实验发现伤后 S O D

和 G S H
一

P x
均处于低活力状态

。

三种伤类 S O D 活力自

伤后 l h 即显著降低
,

且 24 h 内一直维持在低水平上
。

B l 组和 R B I组 G S H
一

P x 活力则在 16 h 才明显降低
,

明

显地晚于 S O D 活力下降的 时间
。

究其原 因
,

可能是
:

( 1 )S O D 歧化超氧阴离子的作用是机体清除 自由基的

第 一步反应
,

故首先受到 消耗
; ( 2) 自由基本身

,

以 及

S O D 歧化超氧阴离子 的过程
,

对 S O D 的 活力均有抑

制 作 用 “
,

而 G S H
一

P x 则 不 然匡
。

心 肌 线 粒 体 中 的

G S H
一

P x 可以催化 H
2
0

2

和脂质过氧化物的还原反应
,

对脂质过氧化的连锁反应有多层次的阻断作用
。

我们

注意到
,

G S H
一

P x
的活力在 R l 组无 明显变化

,

R BI 组

在 16 h 的降低程度 明显大于 E l 组
,

这是否因伤类不同
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所致
,

尚不能确定
。

很有可能
,

不同伤类致伤后
,

自由基

产生的时间和量上的差异决定了组织抗氧化酶活力变

化的特殊性
。

致伤情况下
,

一方面
,

自由基的产生增加
; 另一方

面
,

由于抗氧化酶活力的降低
,

使组织清除自由基的能

力大为下降
,

其结果是大量 自由基在组织中堆积
.

自由

基损伤组织 的途径之 一是使 组织发生脂质过氧化
,

M D A 作 为脂质过氧化物 的代谢产物
,

其含量的变化

可以反映 自由基对组织造成的损害
。

实验所见伤后 l h

心肌线粒体 M D A 即有显著升高
,

且与抗氧化酶活 力

的变化相呼应
,

说明致伤后线粒体抗氧化酶活力降低
,

清除 自由基 的能 力下降
,

使组织脂质过氧化 加强
。

当

然
,

月旨质过氧化不是 自由基损害组织的唯一途径
,

况且

自由基的损害作用是全细胞的
,

而非线粒体特异性
,

故

线粒体 M D A 含量的变化只能间接地在一定程度上反

映组织损伤情况
。

笔者 以前在相同的致伤条件和观察时相 点上
,

发

现伤后心肌固有收缩能 力降低
,

心功能下降
,

以 s h 最

为严重
,

24 卜有不同程度的恢复
L`」。

该过程与心肌线粒

体脂质过氧化 的程度在一定范围内有相似之处
,

提示

心功能下降和心肌线粒体脂质过氧化之问有联系
。

线

粒体 M D A 含量在伤后 l h 即明显升高
,

且维持在高水

平上
,

足以说明伤后 自由基在体内堆积程度之高
。

自由

基对心功能的抑制作用
,

已被 rP
a s

ad
L ’ “ 二
的实验充分证

实
。

根据本实验的结果
,

我们有理 由得 出以下结论
:

放

烧复合伤早期心肌线粒体抗氧化酶活 力降低所导致的

自由基对心肌线粒体的损害作用
,

在心功能抑制中起

重要作用
。

(娄淑芬和刘 晓宏技师 在 实验中给予具体指导
,

特此致

谢 ! )
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核酸原位杂交技术是利用放射性同位素标记的核酸探针

及放射 自显 影技术在细胞
、

细胞核及染色体上测定特异 的

D N A 或 R N A 序列的一种技术
,

一般称原位杂交
.

随重组 D N A

技术
、

染色体显带技术的发展
,

用原位杂交技术能将克隆的荃

因或特异的 D N A 序列直接并相当准确地定位到染色体的区或

带 .l[
’ 〕 .

本实验采用原位杂交技术
,

将新分离到的人 x 染色体单

拷贝 D N A 片段 ( D X F D 5 2 )成功地定位在 X 染色体 q 1 2月 1 3上
,

为进一步的深入 研究打下了基础 aLJ
.

材料和方法

3 心得体会

染色体制片
,

除具有分裂相多
,

清晰度好外
,

染色体分散良

好
,

长短适中
.

本实验均采用 2周片龄
,

杂交结果及显带良好
。

染

色体 D N A 的变性有 70 %甲酞胺 2/ x S S C
,

70 ℃可获得 良好结

果
,

处理时间不超过 2 m in[
` J 。

本实验除严格控制 D N A 探针的

纯度外
,

还采用了随机引物标记法
,

大大提高了探针的标记效

率
,

进而获得良好的杂交结果
。

关键词 X 染色体
;

脱氧核糖核酸复制

中图法分类号 R 3 29
.

24

1
.

1 试 剂

硅化剂
。

核酸酶 A
,

甲酞胺华美公 司产品
。

含水溶聚 蔗搪
,

聚 乙烯毗 喀烷酮
,

牛白蛋 白
,

蛙鱼精 D N A 均为 S ig m
。
公司产

品
。

1
.

2 染色体制 片按常现方法

用 2又 S S C 配制 R N a s e
A 工作液

.

每张片子加 2 0 0 拌 l
,

3 7 ℃

处理 l h
。

用 2 又 S S C 充分洗涤
,

乙醇中脱水
.

70 亡的 70 %甲酞胺

2/ x S S C 中变性 2 m in
,

迅速浸入预冷至 一 20 ℃的 75 %
、

85 %
、

95 %和 10 。% 乙醇中脱水至 Z m in
,

真空保存
.

用随机标记法标

记探针
,

检测 D N A 探针 比活力 8 ~ 9 x l护 c p m /严9
.

标记的探

针
,

加入至 1 m l 杂交液
.

每张片子加 2 00 川杂文液
,

覆经硅烷化

的盖破片
,

42 亡保温 24 h
.

杂交后洗涤
、

脱水
。

覆核 4乳胶
,

D 一 19

显 影
、

定影
、

洗涤 干燥
,

用 1 拌g / m 一 H
o n e e h e s t 3 3 2 5 5染色 一s

m in ,

置紫外灯下
,

处理 4 5 m in ,

G ie m s a
染色 一5 m i n ,

镜检仁` J .
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2 结果

对克隆的人 X 染色体单拷贝 D N A 片段 D X F D 52 的原位杂

交分析结果表明
,

99 个中期分裂相中
,

4 1个 ( 4 1
.

41 % )在 X 染色

体的杂交点
,

银颗粒总数为 19
.

03 % ( 5 1 / 2 6 8) 位于 X 染色体长

臂
,

其中8 2
.

卫5 % ( 4 2 / 5 1 )的银颗粒位于 X q 1 2
一

1 3之间
,

而其它染

色体上杂交点子为散布的
,

没有富集区
,

因此我们将 D x F D 52

定位于 X q l Z
一

1 3区域 L, · ` 」
.
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