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烧伤焦痴毒性物质提取物 D
l

诱发大鼠肝脏亚线粒体颗粒化学发光作用
`

舒崇湘 陈宗荣 楼淑芬 刘晓宏 (第三军医大学预防医学系防原 医学教研室 ) 6 3 。。 3 8

提 要 烧伤焦痴脂溶性毒性物质提取物 ( D l
)诱发大鼠肝脏亚线粒体颗粒化学发光作用

。

结果
:

正常大

鼠皮肤脂溶性提取物 ( D
` ,

)和 D
,

均能诱导鼠肝亚线粒体颗粒产生化学发光作用
,

其化学发光积分值随 D
,

和

D
` ,

的剂量增大而增高
,

但在剂量相同时 D
,

的作用显著大于 D’ 1 。

超氧化物歧化酶 ( S O D )和 p胡萝 卜素对 lD

诱导的化学发光均有显著的抑制作用
,

在一定的剂量范围内 (s O D < 10 陀 / m l
,

p胡萝 卜素 < 3
.

2 m m ol / L )
,

随

S O D 和 p胡萝 卜素的剂量增加其抑制化学发光的作用显著增强
。

提示 D
:

与亚线粒体作用时发生了自由基反

应
,

且在此过程中有超氧阴离子和单线态氧的产生
。

关键词 灼伤
;
焦痴

;

化学发光
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本室以前的实验研究资料证 明烧伤焦痴脂溶性提

取物 D
l

对正常 鼠肝线粒体呼吸功能产生 明显的抑制

作用
〔̀ 2 ,

进一步研究又发现 D
,

能使鼠肝线粒体不饱和

脂肪酸含量显著下降和饱和脂肪酸含量上升
〔 2〕 。

然而

对 D ,

抑制线粒体呼吸功能和使线粒体不饱 和脂肪含

量降低的机理 尚不完全清楚
。

本文主要用大鼠肝亚线

粒体颗粒作 为脂质过氧化模型
,

用化学发光法分析 了

D
,

对亚线粒体颗粒脂质过氧化作用
,

以便初步了解 D
I

的毒性作用的机理
。

1 材料和方法

1
.

1 实验动物
、

致伤 条件及 D ,

及 D
` 1

的制 备

用 W is t盯 大白鼠
,

雌雄不拘
,

体重为 180 ~ 2 2 0 9
.

由本校动

物所提供
。

动物致伤条件
、
D l

和 lD
l

的制备见文献 [ 1〕
。

1
.

2 实验方法

按 A p r i ll
e [ , ]法分离鼠肝线粒体

,

再按 C a d e n a s [ ` J法制备亚

线粒体颗粒
。

按 L o w yr 川氏法测定蛋白含量
。

按文献 [ 1〕方法测

定线粒体呼吸功能
。

在 S H G 一 I 型生物化学发光测量仪上选用

H an d 连续测量程序测定 D l

诱发光的化学发光
。

反应体系由亚

线粒体颗粒悬液
.

5 0 m m o
l / L P B S ( p H 7

.

3 5 )液和 D
,

或 D
` 1

所组

成
;
总反应体积为 1 m l

。

反 应温度 30 ℃ ;
方法是先在测量管 内加

入亚线粒体悬液和 P 13 S
,

并测定本底值
,

然后再加入诱导物 D
, ,

或 D
,

启动化学发光反应并进行连续测定
;
测定时间为 30

s x

1 0
。

1
.

3 统计学处理

采用本校数理统计教研室提供的医学统计程序包 中单因

素方差分析 ( P D A 一 2) 程序在 BI M 一 P C 计算机上处理分析数

据资料
。

2 结果

2
.

I D ; 和 D ` ,

诱发 鼠肝亚线拉体颖拉化 学发光 的动

力学 曲线 ( 见图 l)
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图 l

F i g

D
l

和 D
` ,

诱发亚线粒体颗粒化学发光

C h e m i l u m i n e s e e n e e o f D
i a n d D

` i

一 s u P P l e m e n t

s u b m i t o c h o n d r i a l P ar t i e l e s

一一 D
l 5 m g / m l

,

一
。

一 D
` 、 5 m g / m l

2
.

2 D l

和 D
` 1

的 浓度 与所诱 发化学发光 强度 的关 系

(见表 l )

表 1 不同浓度的 D
:
和 D’ ,

诱发的化学发光值 (n 一 7)
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烧伤焦痴毒性物质提取物 D
,

诱发大鼠肝脏亚线粒体颗粒化学发光作用

2
.

3 S O D 对 D
l

诱发 鼠亚线拉体新拉化学发光的抑制

作用结果 ( 见表 2)
3 讨论

表 2 S O D 对 lD诱发亚线粒体化学发光作用 (n ~ 6)

T的 2 E f f e e t o f S 0 D o n D
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4 p 胡萝 卜素对 D
l

诱导的 鼠肝亚线拉体颖拉化学

发光的抑制作 用结果 ( 见表 3)

表 3 p胡萝 卜紊对 D ,

诱发亚线粒体化学发光的作用 (。 = 6)
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5 不 同荆量 D
l

和 D
` ,

对大 鼠肝脏拉休呼吸控制率

R C R 的抑制作用结果 (见图 2)

化学发光是 自由基反 应过程中的伴随现象
,

其强

度可以反映 自由基反应的强弱
; 因而用化学发光法可

以判断脂质过氧化的程度及衡量 自由基的浓度
。

亚线

粒体颗粒 中含有大量的多聚不饱和脂肪酸
,

而多聚不

饱和脂肪酸的存在是脂质过氧化及其相伴随的化学发

光的物质基础
。

因而亚线粒体颗粒是用化学发光法研

究脂质过氧化的理想材料
。

D
l

和 D
` ;

是烧伤焦痴或正常皮肤提取物 中含有的

可溶于有机溶剂的组份即脂质
。

经硅酸柱层析分析测

定和红外光谱分析表明
:
D

,

的主要成份是磷脂
、

胆固

醇
、

甘油三脂
、

脂肪酸及过氧化物
,

其 中的毒性成 份是

脂肪酸和过氧化物
〔 6」.

文献报道用脂质过氧化物 如氢

过 氧化枯烯可诱导牛 心 亚线粒体颗 粒产 生化学 发

光闭
。

D
l

和 D’ ,

能诱导 鼠肝亚线粒体产生化学发 光
,

可

能是 D
,

和 D
` ,

中的毒性脂肪酸和过氧化物的作用
。

图 1显示 D
,

和 D
` ,

所诱发亚线粒体颗粒化学发光

动力学反应 曲线的上升斜率和 峰值时间较接近
,

提示

D
l

和 D
, ,

中所含 的脂质过氧化物诱导剂成份的性 质是

相似的
;
但与 D

` ,

诱导 的化学发光 曲线相关比较
,

D
,

诱

发 的化学 发光 峰值较高
;
峰值后 曲线 下降平坦

; 至 5

m in 时所诱导的化学发光值是 D ` :

所诱发的化学发光

值的 3倍多
;
提示 D

,

中过氧化物诱导剂含量大于 D
,

f或

含有 D
` ,

中所不具有 的过 氧化物诱导剂成份
; 或提示

其过氧化物诱导剂种类和含 量均 超过 D
, , 。

有关二者

所含过氧化物诱导剂的具体种类和含量 尚待研究
。

本文结果显示
:

当 D
I

和 D
` 1

剂量相等时
,

D
I

诱导化

学发光作用显著大于 D
` , 。

5 m g D
` 1

/m l 的作用接近于

1
.

5 m g D
I

/ m l 的作用
。

说明 D
,

的毒性作用显著大于

D
` , 。

正常机体内存在有很多抗氧化酶和抗氧化剂
,

由

于 D
` ,

的毒性作用较小
,

它虽能引起脂质过氧化反应
,

但不至于对机体造成多大危害
。

然而
, D ,

的作用很强
,

若存在于机体 内会 引起较强 的过氧化反应
,

从而造成

机体组织或器官的脂质过氧化损伤
。

所以烧伤患者皮

肤焦痴若不被及时切除
,

其毒性成份被机体吸收后
,

随

血流运行至远隔的组织器官
,

会引起相应组织器官的

继发性脂质过氧化损伤
。

S O D 是一种高效抗氧化酶
,

它能催化超氧阴离子

生成过氧化氢
,

从而有效地清除超氧阴离子 自由基
。

本

文结果显示 S O D 能有效地抑制 D
l

诱发鼠肝亚线粒体

颗粒产生的化学发光
,

说明 D l

诱发鼠肝亚线粒体颗粒

产生化学发光过程中有超氧阴离子产生
。

SO D 抑制 D
l
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诱发亚线粒体产生的化学发光是 随D
,

的浓度增加其

抑制作用逐渐增强
,

但其最大 抑制率均为 58 % (见表

2 )
。

其原 因可能是
:

虽然 SO D 催化 超氧 阴离子 生成

H
Z
O

Z ,

可 以抑制 自由基反应
,

但所生成的 H
Z
O

Z

仍 然是

一种自由基
,

仍能引起脂质发生过氧化反应
。

另一方面

的原因可能是 D
l

诱发的亚线粒 体产生化学发光 的过

程中
,

除了有超氧阴离子产生外
,

可能还有其它种类的

自由基产生
。

日胡萝
`

卜素是 自由基的最有效的淬灭剂之一
,

其

淬灭反应是通过能量的传递形成稳定的三线形态胡萝

卜素川
。

其反应式为
:

,
0

2

十 , 胡萝 卜素
一

3
0

2

十
’
p胡萝 卜素

3

p胡萝 卜素
一

月胡萝 卜素 + 热量

因而 p胡萝 卜素能有效地 清除单线态氧
。

本文结

果显示 俘胡萝 卜素能有效地抑制 D ,

诱发 鼠肝亚 线粒

体产生的化学发光反应
,

证实 D
l

诱发 鼠肝亚线粒体颗

粒产生化学发光的过程中有单线态氧的产生
。

本实验虽证实 D :

与 鼠肝亚线粒体颗粒相互作用

过程中有超氧阴离子和单线态氧的产生
,

但在此反应

过程中是否还有其它种类的 自由基产生尚待进一步深

入研究
。

图 2表明 D ,

和 lD
l

对线粒体 R C R 均有抑制 作用
,

但 D , ,

的抑制作用显著大于 D , ; R C R 完全抑制时 D ` 1

的浓度 为 s m g /m l ;
而 D l

的浓度 为 1
.

s m g / m l ;
结合 5

m g D
` ;

/ m l 诱发化学发光值接 近于 1
.

5 m g D
I

/ m l 所

诱导的化学发光值的结果进行分析
,

推测 D I

和 D
` l

对

线粒体 R C R 的抑制作 用可能与其诱发化学发光 的强

度有关
。

D
l

抑制线粒体呼吸功能可能是 D
,

与线粒体相

互 作用的过程 中产生超氧 阴离子和单线态氧等 自由

基
,

作用于线粒体的膜脂质成份并使之发生过氧化反

应
,

造成线粒体呼吸键的细胞色素
。 ,

和细胞色素 b 两

个还原点受损所致 8j[
。
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