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烧伤焦痴毒性物质提取物 D I

对大鼠肝线粒体呼吸链的损害
`

陈宗荣 楼淑芬 舒崇湘 刘晓宏 (第三军 医大学预防医学系复合伤研 究室 , 63 00 38

提 要 本文报告烧伤焦痴提取物中可溶于有机溶剂组分 D
,

对大鼠肝线粒体功能 及呼吸链的损害作

用
.

结果表明第 3 态呼吸受 D
:

抑制
,

第 4 态受 D
,

刺激而增高
,

耗氧率变化与 D
,

用量之间存在着显著的量效

关系
.

低剂量时耗氧率的改变缓慢
,

高剂量时耗氧率的变化急剧
.

这个转折点在 D
:

浓度为 1 m g / m l 处
。

氰化

碳酸
一

3
一

氟苯腺 ( F C C P )/ 第 4 态耗氧率比值随 D
,

浓度增加而下降
,

磷酸化位点 l 底物与位点 2 底物的实验结

果相似
,

在 D
,

浓度为 1 m g /m ! 处也存在一个 比值下降坡度变化的转折点
.

F C C P /第 4 态耗氧率比值下降表

示复合物 I ~ , 及 . ~ , 节段有损伤
。

与此相反
,

位点 3 底物实验中未见 F C C P /第 4 态耗氧率比值变化
,

说

明复合物 VI 无损伤
。

有关酶活力测定进一步证实上述呼吸链损伤的定位结果
。

受 D
.

作用后
,

还原型辅酶 I

( N A D H )
:

细胞色素
。
还原酶与珑拍酸

:

细胞色素
。
还原酶活力均明显下降

,

但复合物 l 中的 N A D H 脱氢

酶与复合物 I 中的琉拍酸脱氢酶 活力却无改变
,

说明损伤的部位很可能在复合物 l 即 cb
,

co m p l
e x
处

,

有关

的功能实验正在进行中
。

关键词 灼伤
;
焦痴

’
;
线粒体

;
呼吸链

’
;
磷酸化位点

’
;
脱偶联

`

中图法分类号 R 6峨4
,

R 3 2 9
.

2 -

我室过去的实验表明烧伤焦痴提取物中含有的可

溶于有机溶剂的组分 D
:

具有抑制线粒体呼吸第 3 态

耗氧率 ( Q O
Z
S

:
)及刺激第 4 态耗氧率 ( Q O

:
S

;

)的作用
.

并初步认为 D .

的毒性 作用与线粒体呼 吸链 受损有

关
` , ’ 。

本文 目的旨在进一步证实这种损害并探索呼吸

链受损部位
。

1 材料与方法

1
.

1 动物

采用成年 w ist
a r
大白鼠

,

体重 20 0 ~ 25 0 9
,

雌雄不拘
.

1
.

2 仅器

D U
一

7 紫外可 见光分光光度计 ( eB ck m
a n
美国 ) .

J A
一

21 高

速 低温 离心机 ( eB ck m an 美国 )
,

S P
一

2 测氧仪 (植物生理 研 究

所
,

上海 )
。

1
.

3 试剂

谷氨酸钠
,

苹果酸钠
,

唬拍酸钠
,

抗坏 血酸钠
,

四 甲基对苯

二胺 ( T M P D )
,

鱼藤酮
,

抗霉素 A
.

氰化碳酞
一

3
一

氟苯膝 (F C C P )
,

A D P 等皆为 iS g m a
产品

.

其他试剂为 A R 级
.

1
.

4 D ,

提取

按以前报告方法进行
` ’ · 2 , .

取烧伤后 7 d 大鼠背部焦痴
,

除

去脂 肪 组 织
.

以氯仿 除 去 附着 的脂性物
.

切 碎 后 与 p H 7
.

4

0
.

9 % 氯化钠液按 l
:

9( w / V ) 比例用 内切 式匀浆机打碎成 匀

浆
.

在 4亡 离心 10
。 1 i n( l0 o 00 x g )

.

取中间淡黄色混浊液过滤
.

滤液 称为焦痴粗提取 液 ( C E B E )
。

用 乙酸乙酷提取
,

在 相 亡水

浴中挥发 至干
.

以新鲜 乙酸乙酷溶解之
,

在氮气流下挥发至干
,

为黄色油性物称为 D 二 充氮后 。 ℃保存
.

1
.

5 线拉 体悬液 制 备

参阅 A p r il le
法

` , `

进行
,

用 0
.

2 5 m
o

l
·

L
’

蔗糖溶液配成 4 0

rn g
`

n l ]
’

悬液
。

1
.

6 线拉 休耗氧量浏定

反应 系统 含 2 2 5 m m o
l

·

L
’

蔗糖
.

1 5 0 m m o
l

·

L
一 ’

K C I
,

5 0

nr n l o
}

·

L
’

M g C 1
2 ,

1 5 0 n l m o
l

·

L
’

K H
Z
P O

; ,

1 0 0 m m
o

l
·

L
’

lT 招 一 H C I p H .7 4
,

温度 25 ℃
.

反应体积 2
.

Z m !
。

底物
:

位点 1底

物 为谷氨 酸钠 + 苹果酸钠各 s m m
。卜 L

’
(皆为最终浓 度

,

下

同 )
。

位点 2底物为珑拍酸钠 ( 5 m m ol
·

L
’

)
,

先加鱼 藤酮 4 拌g 以

阻滞来 自位点 l 的电子
。

位点 3底物为抗坏血酸钠 (l m m
。 卜 L

一 ’

+ T M P D ( 0
.

1 m m
o l

·

L
一 ’ ) ,

先加入鱼藤酮 4 尸 g
,

抗霉素 A I 科g

以阻滞位点 3以前传来的电子
,

所用 的阻滞剂皆为 1 m g
·

m l
一 ’

的

乙醉溶液
。

经测试
,

如此微量的 乙醇加入 到反应体系内不致影

响耗氧量测定
。

将 D
,

用 0
.

1 m m
o

l
·

L
一

’

磷酸钾缓冲液 ( p H 7
.

4 )配成 5 0
,

2 0 0
,

5 0 0
,

6 6 6
·
8 3 2 尸 g

·

m l
’

及 1
,

1
.

5
,

2
,

3 m g
·

m l
一 ’

的系列稀释液保

存于 4 亡 备用
。

D
.

与线粒体悬液各 50 川先于 25 ℃水浴中保温 3 m in
,

然后

加 入底物 2 0 尸 1
,

l m in
后 加 入 A D P ( o

.

o 8 8 m o
l

·

L
一 ’

) 2 产I
,

待

A D P 用完后再加入 A D P 绪 尸1
.

记录 Q O
:

5
3

及 Q O
:

S
; ,

加入脱偶

联剂 F C C P ( l 拜g 甲 l
’

) 2 严l
,

记录脱偶联呼吸耗氧量 ( Q O
:

F
e )

,

计算 Q ( )
:

S
,

/ Q O
Z
S

;

及 Q O
Z
F e / Q O

Z

S
,

比值
。

1
.

7 酶活 力浏定

按 eB au f a y 法
“ ’

测 N A D H
:

细 胞 色素
c
还 原酶 活 力

,

G
a la :“ , e

及 H a t e
f i 法

` ”
测 N A D H 脱氢酶 活力

,

K in g “ ’

法测唬拍

酸
:

细胞色素
c
还原酶活力

,

A cr el l 法
’ ? ’

测唬拍酸脱氢酶 活力
,

以牛血清白蛋白为标准
,

按 L o w ry 法
` ” 测线粒体蛋白含量

。

1
.

8 统计学处理

用 第三军 医大学 数学 教 研室 医 用统计软件包 中 P D A
一

2

分别对数据加 以单因素方差 分析
.

显著性测定结果以
, 尸 <

0
.

0 5
, ` , P < 0

.

0 1
, * ` ,

P < 0
.

0 0 1三档表示
。
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2结果

2
.

1线拉休耗氧童

除 Q0
2

F c/ Q O
:

S
;

比值实验系用 3种位点底物外
,

皆以瑰拍

酸钠为底物
.

以玻拍酸钠为底物时线粒体呼吸耗氧率正常值为

Q O :
S

: 1 8 8
·

7 士 6 1
.

2 n g a t o
m

s 0 m in 一 ’
·

m g
一 ’

(
, :

= 9 )
,

Q O :
S

;
4 5

.

2 士 1 5
.

1 n g a t o
m

s o
·

m in 一 ’ ·

m g
一 ’

(
,: = 9 )

,

Q O :
F

e 2 2 7
.

2士 6 8
.

2 n g a t o
m

s 0 m i n 一 ’ ·

m g
一 ’

(
,:

= 9 )
,

Q O :
5

3

/

Q O : 5
4

4
.

7士 0
.

7 (
,:

= 9 )
,

Q O Z
F

e / Q O
Z

S
;

5
.

4 士 0
.

8 ( , ,
= 9 )

,

以

5 0 ,

上皆为 牙 士 : 。

2
.

Z D
,

对 第3态呼吸的抑制作用

以瑰拍酸钠为底物
,

在与不同浓度 D
.

温育后 Q O
:

S
:

逐渐下

降
,

当 D
,

浓度达到 1
.

5 m g
·

m l
一 ’

时
,

Q O : 5 3

为对照值的 5 9
.

9 %
,

约下降 T 魂。% (图一)
。

2
.

3 D
`
对 Q O

Z
S

;

的刺激作用

以瑰拍酸钠为底物
,

受不同剂量 D
,

作用后 Q O
:

5
.

增加
。

在

低剂量时增 加缓慢
,

当 D
,

的浓度增加到 1
.

5 m g’ m l
一 ’

时
,

Q O
z

S
;

迅速增加
,

达对照值的 2倍 (图 2 )
。

2 50

00J̀O

ǎ次à̀。一润.工n已ù南
00

,J
Z

(次è0。一名已二三

O艺
1 0 10 0 1 0 0 0 10 0 0 0

D
:

( “ g / lnI )

D
l

对线粒体第 3态呼吸的作用

E f f e e t o f D
. o n Q 0

25 3

。

擂~ ~ 渭贫一一片赢
D

:
(拜g / m l )

图 Z D
,

对线粒体第4态呼吸的作 用

F i g 2 E f f e c t o f D
、 o n

Q 0
2
S

;

1 0 0 0 0

F 19

2
.

4 D :

对 F C C P 脱偶联呼吸及 Q O
:
F e

/ Q O
Z S ;

比值

变化

加入 F C C P 后
,

耗氧率增加
,

在大剂量 D
:

作用下
,

Q O
:

F
。

所引起的耗氧量增加的幅度较未加 D
,

时增 加的幅度为小
,

但用

位点 3底物时
,

则与对照组值差异不大
。

用位点 l
,

2
,

3底物测试
,

计算 Q O
:
F 。

/ Q O
Z

S
;

之比值的结果
,

如图 3所示 (图 3 )
。

2
.

S D :

对线 拉休呼吸链复合物酶活 力的影响

分别用 D
l

及按 同样方法制备的 正常皮提取物 D
, `

( 皆为 l

m g
·

rn l
’

)作用于正常肝线粒体 ( 4 0 m g
·

rn l
一 ’ ,

0 ℃
,

1 0 m in )后测

复合物 I ~ l ( N A D H
:

细胞色素
c
还原酶 )及复合物 I ~ I

(唬拍酸
:

细胞色素
c
还 原酶 )活力

.

图 4 中可见 N A D H
:

细胞色素
c
还原酶活力

.

有明显降低
,

唬

、

~ 一

国
曰 3
以

111。。 。 。 。 。

」」

嘟嘟
; 。。

, . `

」」
10 000
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监
匕二 N o r

am l . 日I D 一 目翔 D
, l

1 0 0

D
:

co n e n

1 0 0 0

( m g / m l )

10 0 0 0

图 3 D 、
对 F C C P 刺激呼吸值与第 4态呼吸 的比值

F i g 3 E f f e e t o f D
、 o n Q O

:
F e

/Q O
:
5

. r a t io

图

F 19

4 D
:

( D
, ’

)对有关酶活力的作用

4 E f f e e t o f D
,
( D

. `

)
o n e n z y m

e s



第1期 陈宗荣
,

等
.

烧伤焦痴毒性物质提取物 D
,

对大鼠肝线粒体呼吸链的损害 3

拍酸
:

细胞色素
c
还原酶活力的下降尤为明显

.

同样剂量 D
, ’

处

理后
,

这两种酶活力与正常组值相比无明显差异 ( 尸 > 0
.

0 5 )
.

复合物 l 中的 N A D H 脱氢酶和复合物 l 中的唬拍酸脱氢

酶活力无明显变化 ( 尸 > 。
.

0 5 )
。

玻拍酸脱氢酶活力均不受 D
:

处理的影响
,

则损害的部

位很可能在复合物 班节段 中即 bc
, 。 。 m p l e x ,

有关的

定位实验将另文报告
.

3 讨论

D ,

作用于线粒体后
,

可抑制线粒体第 3态呼吸
,

刺

激第 4态呼吸
,

抑制及刺激过程皆可分 为 2个相
:

在低剂

量 D
,

作用 时变 化较为缓慢
,

当 D
,

剂量达 l m g
·

m --l
’

时
,

作用突然变强
,

曲线斜度加大
,

有呈 S 形曲线之趋

势
。

用脱偶联剂 F C C P 刺激后
,

耗氧率增加
。

其耗氧值

与第 4态耗氧值之 比值随 D
,

剂量增加而下降
,

其 曲线

可分为缓慢下降与迅速下降 2个 阶段
,

其转折点与第 3

态及第 4态耗氧率的变化点相同
,

磷酸化位点 1与位点 2

底物实验结果相同
。

在位点 3底物 实验 中
,

脱偶联呼吸 ( Q O
: F c ) 与第 4

态呼吸耗氧率之 比值始终保持恒定
。

前文
` 3 ,

中提及用

脱偶联剂二硝基酚 ( D N P )处理后
,

线粒体呼吸耗氧率

增高
,

可被 D
:

所抑制
。

这种抑制表明呼吸链受了损害
。

本文中用另一种脱偶联剂 F C C P 得到同样结果
,

位点 1

与位点 2底物实验中 F C C P 刺激呼吸与第 4态耗氧值比

值的下降与 D
;

剂量呈量效关系
,

且存在一个明显的转

折点
,

表明复合物 I ~ 皿及 l 一 . 节段有损伤
。

与此相

反
,

在位点 3底物实验中
,

在 D
:

作用后
,

不出现脱偶联

呼吸耗氧值与第 4态呼吸耗 氧值之比的变化
,

表明呼吸

链最末端的复 合物 vI

— 细胞色素
。 氧化酶未受损

害
。

我室 以前观察过烧伤后 7 d 大鼠肝线粒体细胞 色

素
。 氧化酶活力无变化

` ” ,

在此得到进一步证实
。

损伤很可能是在复合物 I ~ m和复合物 I ~ m节

段内
。

既然复合物 I 中 N A D H 脱氢酶与复合物 I 中的
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实验性胆源性脓毒症时肝脏代谢反应及其调控机制的改变

董家鸿 黄志 强 王敖 川 韩本 立 蔡景修 (第三军 医大学西南医院肝胆 中心 ) 6 3 0 0 3 8

胆源性脓 毒症是各种胆道病的常 见并发症和首 要致死原

因之一
。

胆源性脓毒症 时
,

肝脏功能早期损害可能是 此症恶性

发展并 导致 多器官衰竭 的病理基础
。

肝脏在维持脓毒症状态下

宿主代谢稳态中起着十分重要的作用
.

但是
,

胆源性 脓毒症时

肝脏代谢反应及肝损害的代谢病理过程尚不清楚
。

本实验设计

了一种新的胆源性脓毒症动物模型
,

并借助这一模型对胆源性

脓毒症期间肝脏能量代谢
、

糖异生功能及与之相关的肝细胞膜

腺昔酸环化酶系统信息转导功能的动态变化进行了一系列研

究
,

主要结果如下
:

( l ) 在兔右 侧叶肝 管开 口 近侧结扎 总肝管并注 入 Z x

1。`
E

.

C ol i 可诱发类似临床病人的胆源性脓毒症
;
此模型具有

病程进展迅速
、

胆道高压
、

胆血屏障破坏
、

持续菌血症
、

血压降

低
、

外周血白细胞减少
、

代谢性酸中毒
、

低血糖
、

高乳酸血症
、

肝

内显著炎症 反应和早期肝损害等临床病理特征
,

其 48 h 内病死

率为 60
.

。%
。

此模型具有复制方法简单
、

重复性好和易于标准

化等特点
.

适用于胆源性脓毒症的发病机制及治疗方法的实验

研究
;
尚可籍此模型 同时观察和 比较胆源性脓毒症和腹腔脓毒

症 在肝脏产生 的不 同病理效 应
。

在这一胆源 性脓毒症 模型上
.

始于感染肝 叶而波 及非感 染肝 叶的全身性炎症反 应可能是肝

脏功能损害发生发展的病理 机制之一
。

( 2) 免胆源性脓毒症早期 ( 12 h) 感染 肝叶线粒体 . 态 呼吸

速 率
、

呼吸控制比 ( R C R ) 及磷氧 比即显著降低
,

而 非感染肝 叶

R C R 却显著 升高
;
随病 程进展

.

感 染肝 叶线 粒体呼吸功能损害

加重
.

而非感 染肝叶线粒体 呼吸功 能也 由代偿增强转 为持续抑

制
。

肝组织内 A T P 含量与其线粒体呼吸 功能改变呈同步降低
。

动脉血酮体比值 ( K B R ) 自病程早期即随感染肝叶线粒体功能

抑制而进行性降低
。

这 一结果表 明
,

实验性胆源性脓 毒症时肝

线粒体能量代谢功能早期受累且持续抑制
.

动脉血 K B R 是反

映早期肝损害的灵 敏指标
。

( 3) 在本实验条件下
,

胆源性脓 毒症时 血糖水平呈 双相变

化
,

即早期高血糖继之 以持续低血糖
。

在病程早期的高血糖相
、

感染和非感染肝叶肝细胞糖异生功能即 已降低
,

表现 为在胰高

糖素和 肾上腺 素刺 激下肝细胞糖异生速率 增加 的幅度呈不 同

程度地减低
;
在病程后 期低血 糖相

,

感染 肝叶和 非感染肝 叶肝

细胞糖异生功能 及对糖 异生激素的低反应性更形显著
;
此时体

内高水平分解代谢激素和糖异 生底物的代谢环境也不 能维持

肝脏糖异生功 能
.

这可能是低血糖相的主要成因
。

地塞米松对

胆源性脓毒症 所致肝细胞糖异生功能损害和 低血糖具有一定

的保护作用
.

( 4) 在胆源性脓毒症状态下
,

动物感染肝叶和非感染肝叶

细胞膜腺昔酸环化酶系统的功能完整性先后受损
;
感染肝叶内

这一系统的各功能组分呈一致性显著抑制
;
而在非感染肝叶

内
,

这一系统的信息转导功能 障碍首先发生在受体与环化酶之

间的偶联环节上
.

日一 肾上腺素受体密度降低只见于病程晚期
,

而环化酶本身的活性在所观察的48 h 内尚未显抑制
。

无论感染

肝叶或非感染肝叶
,

其膜腺昔 酸环化酶系统信息转导机能障碍

均与相同肝叶 内肝细胞对糖异生激素的反应性低下及 糖异生

功能抑制相同步
,

这提 示肝细胞对胰高糖素和 肾上腺素的抵抗

与膜环化酶系统功能损害有关
。

综合本系列实验 研究结果
,

可 以看出
,

胆源性脓毒症期间

感染肝叶与非感染肝叶的代谢功能及其调控 机制相继受损
;
与

非感染肝 叶相 比
.

感染肝 叶损害早而 重
,

这表 明胆源性脓毒 症

时肝脏代谢功能损害较一般腹腔脓毒症者更早更重
。

由严重胆

道感染 始动的全身脓毒性 反应可介导 自身损害加重并累及肝

外器官
。

胆源性脓毒症早期发生的肝脏代谢障碍将会导致宿主

代谢危机以至发生多器官衰竭
,

这可能是临床上胆源性脓毒症

常呈现 出以急性肝损害为先导的多器官衰竭的高危病程的病

理基础
。
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