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焦痴毒性提取物 D l

对肝线粒体呼吸链的抑制位点
`

陈宗荣 楼淑芬 (第三军基大学预防 医学系复合伤研究室 ) 6 3 0 0 3 8

摘 要 本文报告焦痴提取物中可溶于乙酸 乙酷的毒性组含 D
,

对大鼠肝线粒体呼吸链的抑制位点
;
用

还原型辅酶 1 ( N A D P H )在各呼吸态氧化还原变化观察 D
,

对线粒体体磷酸化位点 1 通过电子流的影响
。

D
I

不阻滞电子流通过位点 z
,

D
:

亦不影响辅酶 I ( N A D P )
:

四 甲基对苯醒还原酶 ( uD
r o q u in o n e r e

d
u e t a s e )活力

。

用 四甲基氢醒 d( 盯 。 q iu n ol )作为电子供体
,

细胞色素
C
为电子受体可直接测试位点 2 的功能状 态

,

D
,

能抑制

d
u r o q u i n o l

:

细胞色素 c 还原酶 ( e y t o e h r o
m

e C r e d u e t a s e
)活力

,

其抑制程度与 D
,

浓度有关
,

位点 2 中的电子载

体细胞色素 b 的氧化还原状态不被 D
,

所抑制
,

D
,

可造成细胞色素
c ,

移过性氧化过程
,

说明其还原侧有短暂

的抑制
,

四甲基对苯胺 ( T M P D )及 2
,

6
一

二氯靛酚 ( IX 二I )P 旁路试验表明 D
,

在位点 2 内有两处抑制点
;
一处在

细胞色素
c 、

的还原侧
,

一处在细胞色素 b 的还原侧 ;其性质及确切部位尚待进一步研究
。

关键词 灼伤
,

线粒体
;
呼吸链

’
;

磷酸化位点
’

中图法分类号 R 6 44

重度烧伤后 鼠肝 线粒体呼吸 功能 受 到严 重抑

制
` D ,

我室过去工作 已证明乙酸 乙醋从烧伤焦痴 中提

取的组分 D
,

可抑制 鼠肝线粒体呼吸功能
` ’ ) 。

此种抑制

伴有呼吸链的损害
,

且 其部位很可能在 bc
,

co m p lxe

中
` , , ,

本文 旨在进一步探索 D
,

在线粒体呼吸链上的损

害位点
。

观察 N A D H 的氧化还原过程
。

1
.

2 N A D ( P ) H
、

细胞 色素 b
、 e 的氧化还原状态

(去 )

反应介质内含 1 8 o m m ol
·

L
一 ’

蔗糖
,

4 o m m ol
·

L
一 ’

K CI
.

3 m m
o l

·

L
一 ’

H E P E S ( p H 7
.

l )
,

1 m m o l
·

L
一

’
E G T A

,

3 m g 线

粒 体蛋白
,

反应体积 3 m l
,

反应温度 25 ℃
,

其它实验条件见正文
。

2 结果

1 材料与方法

成年 W i s t a r

大鼠
,

体重 2 2 0 ~ 2 5 0 9
,

以 5 k w 澳钨灯照射造

成占体表面积 20 % 的 , 度烧伤川
。

伤后第 7天取焦痴提出可溶

于 乙酸乙酷的毒性成份 D
: ` ” 。

健康大鼠活杀后取肝脏制成含蛋

白量为 4 0 m g
·

m l
一 ’

的 。
.

25 m ol
·

L
一 ’

蔗糖液线粒体悬液
,

用

上海中国科学院植物生理研究所制作的氧电极测线粒体呼吸

耗氧率
“ , ,

凡呼吸控制率在 4 以上者方用于实验
。

1
.

1 N A D H
:

D u r o q u i n o n e r e d u e t a s e 活 力

以 N A D H 氧化偶合 d u r o q u in o n e
还原测定此酶活力

“ ’ 。

反

应介质内含 2 0 0 m m o
l

·

L 一 ’

蔗糖
,

5 0 m m o l
·

L
一 ’

K C I
,

3 m m o
l

·

L
一 ’

H E P E s ( p H 7
.

l )
,

3 m m o
l

·

L 一 ’
K H

Z
p O

; ,
2 m m o l

·

L
一

’

M g 1C
2 ,

0
.

5 m m ol
·

L
一 ’

E G T A
,

2 m g 线粒体蛋白
,

反应体积 3

m l
,

反应温度 2 5 ℃
.

将线粒体在 2 5℃ 温育 2 m i n
加入 D

,

( 5 m g

·

m l
一 ’

) 0
.

1 m l
,

6 m i
n
后加入 2 5 m m o

l
·

L
一 ’

谷氨酸钠 + 苹果

酸钠
,

0
.

4 n m ol 抗霉素 A
·

m g 一 ’

线粒体蛋白
,
。

.

1 m m ol
·

L
一 ’

K e N
,

然后加入 0
.

1 拜m o l
·

L
一 ’

F e e P (氰化漾酸氟苯踪 )
。

加

入 0
.

3 尸m o
l

·

L
一 ’

d
u r o q u i n o n e

以启动反 应
,

在 2 4 0 ~ 3 7 4 n m

2
.

I D
, 夕寸电子流通过磷酸化位点 l 的影响

` 5 )

2
.

1
.

I D
,

对 N A D (P ) H 氧化还原状态的影响
:

向反应体系中

加线粒体 3 m g
,

在 34 0 ~ 37 4 n
m 处观察氧化还原变化

,

在呼吸

第 l 态时向反应系统中加 鱼藤酮 (l m g
·

m l
一 ’

)5 川
,

在 3 40 ~

3 7 4 n
m 处 N A D P H 吸光值增加

,

曲线上行
,

表示 N A D P H 处于

较还原状态
;
加入抗霉素 A 后

,

吸光值无变化
,

如在加鱼藤酮之

前加 D
,

( s rn g
·

m l
一 ’

) 4 0 拌l
,

N A D P H 呈较轻程度还原
,

再加 鱼

藤酮则进一步还原 (图 l a)
。

用谷氨酸钠 十 苹果酸钠各 s m m ol
·

L
’

向 N A D P H 提供

电子 (呼吸第 4 态 )
,

N A D P H 还原
,

再加入 D
,

可导致进一步还

原 (图 l b )
。

以 F C C P (1 m m ol
·

L
一 ’

l) 川产生脱偶联呼吸
,

曲线迅速下

行
,

N A D P H 呈氧化状态
,

加入 鱼藤酮可使之 回至还原状态
,

D
l

亦可产生轻度还原 (图 I C )
。

从以上 3 组实验可以看出 D
,

对底物传至 N A D P H 的电子

流无阻滞作用
,

加入 F C C P 后 N A D P H 氧化
,

再加入 D
,

又 呈还

原状态
,

说明 D
、

可阻滞阻电子流通过 N A D P H 下传
,

即 D
,

对

电子流通过磷酸化位点 1 以后的节段有一定阻滞作用
。
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图 I D
,

对 N A D P H 氧化还原状态的作用

F i g 1 E f f e e t s o f D
, o n r e d o x s t a t e o f N A D P H

.

. ~ ~ 门 C o n 一r o l ` , 0 1

U
.

0 1 r F C C P

F i g

C

。

比荤
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

:
_

…
.

:上
产 , 扩人、 入 , 奋气 , 介` , 尹

3 4

t i m e ( m i n )

5 6

(
a ) R

e
d

o x s t a t e i n s t a t e l ;
( b ) R e

d
o x s t a t e in s t a t e 4 ;

(
e ) R

e
d

o x s t a t e i n F C C P
一 s t im u

l
a t e d r e s p i r a t i o n

.

T h e

in e u
b

a t io n s y s t e m e o n t a i n e
d 0

.

2 2 5 m o l / L s u e r o s e ,

1 5

rn m
o l / L K C I

,

5 m nr o l / L M g C 1
2 ,

1 5 m m
o l / L

K H
Z
P O

。 ,
5 0 m m

o
l / L T

r i s
( p H 7

.

5 )
,

1 m m o
l / L E --D

T A
.

V
o

l
u

m
e 3

.

0 m l
.

T e
m p e r a t u r e 2 5 C

,

W
a v e

l
e n g t h

p a i r 3 4 0 ~ 3 7 4 n m
.

M i t o e
h

o n d r i a
l P r o t e in 3 m g

·

W h
e r e i n

d ie a t e
d

,

4 拌m
o l / L r o t e n o n e ,

0
.

2 n
m o l

a n -

t i m y e in
A / m g p r o t e in ,

D
,

( 5 m g / m l ) 0
.

1 m l
,

g l
u t a -

m a t e + m
a la t e

( 5 m m o l / L e a e
h )

, a n d 0
.

3 拜m o l / L F C
-

C P w
e r e a d d e d

.

r,,仁

2
.

1
.

Z D
,

对 N A D P H
:

D u r o q u i n o n e r e
d

u e a t a s e
活力的影响

:

加入 d
u r o q u i n o n e

后
,

在 3 4 0 ~ 5 7 4 n
m 处吸收值下降

,

随即 反跳

至原来的还原状态
,

提示一短暂的氧化过程
,

D
,

加强 了此过

程
,

仍说明 D
,

的抑制点是在磷酸化位点 1以后的节段上 (图 2 )
。

d u r o q u 一n o n e

召卜户曰书笋气食

矛贾
一 , .、 乡

一 。寸一弓书卜

}{

}} . 一叫~ . N o r rn “ I M ( 10 )

卜
_
刁 M 一 D

3

t i m e ( m i n )

实验 已证明抑制点不在 位点 l 及位点 3
` ” ,

则对底物氧化 所产

生电子流 的抑制部位必在位点 2 即 Q

— 细胞色素
C
节段中

。

D
u r o q u i n o

l
:

C y t o e h r o
m

e 0 r e
d

u e t a s e a e t iv it y 测 定
:

以

d ur
o q iu

n ol 为电子供体
,

C yt 一 为电子受体可观察电子流通过

位点 2 是否受到抑制
,

按 N el
s

en 法用四 氢硼化钠 ( N a B H
月

)还原

d
u r o q u in o n e ,

使成为 d
u r o q U i n o l

` 6 ’ ,

每 日重新还原一次
。

反应介

质与测耗氧量所用 者相同
,

用线粒体 8 m g (0
.

1 m l) 与等体积磷

酸盐缓冲液 ( p H 7
.

4 ) 在 2 5℃ 温育 6 m i n
后加 鱼藤酮 4 拌m

o
l

·

L
一 ’ ,

d u r o q u i n o l 0
.

5 m m o l
·

L
一 ’

及 F C C P 1
.

0 尸m
o

l
·

L
一 ’ 。

记录

脱偶联呼 吸耗氧率作为对照值
,

换 用等体积 D
,

( 0
.

2 5
, 。

.

5
,

0
.

7 5
,

1
.

0
,

1
.

5 m g
·

m l
一 ’

)与线粒体 2 5 ℃温育 6 m in 后进行实

验
,

以能否抑制 d u r o q u in o
l 的氧化作为鉴别 b C , c o

m p l
e x (位点

2 )是否受 D
,

抑制的重要指标
,

共进行了 3 次实验
,

加入 d盯
。 -

qu in ol 后耗氧量不高
,

加入 F C C P 后耗氧量明显增加
,

预先将

线粒体与不同浓度 D
,

在 25 C温育 6 m in 后进行实验
,

F C C P 刺

激呼吸耗氧率随D
,

浓度增加而急剧下降
,

呈明显抑制 (图 3
,

表 1 )
。

,..9ùn一n

:
n0

一一tUu廿卜门
1

0寸门

图 Z D
,

对 N A N H
一

uD
r o q u i n o e

还原酶活力的作用

F ig 2 E f f e e t s o f D
, o n N A D H

:
D u r o q u i n o n e r e d u e at s e

a e t iv i ty
·

T h
e i n e u b a t i o n s y s t e m w

a s a s
d

e s e r ib e
d in m

a t e r ia l s

a n
d m e t h o

d
s

w it h
a

d d it io n o
f

a n t im y e in A ( 0
.

4 n m o
l /

m g p r o t e in )
,

K C N ( 0
.

1 m m
o

l / L ) a n
d F C C P ( 0

.

1

拜m o
l / L )

.

0
.

3 拜m o l d
u r o q u i n o n e w a s a dd e d a s e

l
e e -

t r o n a e e e P t o r
.

表 I D
,

对 D盯
。 q iu on l

:

细胞色素
C
还原酶活力的作用

T a b 1 E f f e c tS o f D
l o n D u r o q u i n o l

: e y t o e h r o m e e r e d u e -

t a s e a c t i v i t y

R a t e o f I
n l、 l

b
l r i o n

( % )

N o
.

E
x P r R C R

C o n c e n t r a r l o n o f D
I

( m g
·

rn l
一 1

)

2
.

Z D
,

对 电子流通过磷酸化位点 2 的影响

前文报导过 D
,

能抑制位点 1 及位点 2 底物氧化
`” ,

上述

R
a t e o

f
o x y g e n e o n s u

m p t io n o
f t h

e
P B S e o n t r o l a s

1 0 0 %
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,

等
.

焦痴毒性提取物 D
,

对肝线粒体呼吸链的抑制位点

图 3 D
,

对 uD or qu i n ol
一

细胞色紊
C
还原酶活力的作用

F ig 3 E f f e e st o f D
I o n d u r

oq
u i n o l

: e y t oc h r o
m

e e r e d u e -

妞 S e
-

0
.

5 m m o
l / L d

r u o q u i n o l
,

0
.

3 拌m
o

l / L F C C P

a :
P B S

e o n t r o
l

; b
:

D
,

0
.

2 5 m g / m l ; C
:

D
,

0
.

5 m g /

m l
;

d
:

D
,

1
.

0 m g / m l
; e :

D
,

1
.

5 m g / m l
.

O
x y g e n

e o n s u m p t io n r a t e ( n g a t o m o / m i n
/ m g p r o t e in )

:

a :
2 3 7

.

1
,

b
:

2 2 3
.

6
, e :

1 5 3
.

6
,

d
:

1 0 4
.

9
, e :

5 9
.

2

2
.

3
.

2 细胞色素
。 ,

的氧化还原状态
“ ’ :

反应介质组成见 图 5说

明
.

波长为 5 53 ~ 54 1 n
m

,

加珑拍酸钠后
,

电子传至细胞色素
c l

使之还原
;
加 K C N 阻断 电子后 传至 细胞色素 aa

。 ,

细胞色 素
c ,

进一步还原
,

如在 加唬拍酸钠后加入 D
, .

则细胞色素
c l

迅速氧

化
,

表示在细胞色素
c l

的还原侧发生 了抑 制
,

但此抑制为移过

性的
,

细胞色素
。 1

迅即 回到还原状态
。

再次 加入 D
,

又可导致一

个短暂的氧化过程
。

将加入 K C N (抑制点在 细胞色素
。
与细胞

色素
a a 3

之间 )及加入 D
,

后的图形画成复合图
,

则其差别更为清

楚 (图 5 )
。

一
K C N 卜一司 氏

2
.

3 D
,

对线拉体 电子载体氧化还原状态的影响

2
.

3
.

1 细胞色素 b 的氧化还原状态
“ , :

反应介质与测呼吸氧

蚝量者相同
,

3 m g 线粒体悬液先与等体积 D
、

(5 m g
·

m 「
’

)在

o ℃孵育 10 m in
,

对照实验用磷酸盐缓冲液 ( p H 7
.

4 )
,

波长为 4 30

一 4 1 0 n m
o

对照实验结果
:

加入琉拍酸钠后 细胞色素 b 缓缓还原
,

经

8
.

5 m in 才达顶点
,

加入 0
.

3 拌m o l
·

L
一 ’

F C C P 则细胞色素 b 迅

速氧化
,

然后再缓缓还原
,

但未达原来的程度
。

在预先加入 D
I

实

验中
,

加入唬拍酸钠后
,

细胞色素 b 迅速还原
,

仅 5 m in 即达顶

点
,

其还原幅度与对照实验无异
,

4次实验结果相同 (图 4)
。
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图 5 D
t

及 K C N 对细胞色素
。 1

氧化还原状态的作用
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.
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V
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m
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对细胞色素 b 氧化还原状态的作用
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4 D
I

对 电子流通过 A A 阻滞的旁路途径 的影响
` 7 ’

2
.

4
.

1 T M P D 旁路
:

测试的反应系统与测呼 吸者相同
,

氧电极

曲线稳定后加。
.

3 尸m ol
·

L
一 ’

F C C P
,

氧耗量迅速增加
,

此时加

入 D
l

可见到 明显抑制
;
加入 。

.

1 m m ol
·

L
’

T M P D 可得到轻度

缓解
,

在加入 F C C p 后如加入 0
.

2 m m
o

l
·

m g p r o t e i n ’

抗霉素

A
,

可产生重度抑制
,

加入 T M P D 可 得一定程度缓解
,

若再 加

D
、 ,

又可加重抑制 (图 6
,

表 2 )
。

2
.

4
.

2 I X二I P 旁路
:

测 试反应 系统与测 呼 吸者相 同
·

4 严m ol
·

L
一 ’

鱼 藤酮
,

0
.

3 拜m
o l

·

L
’

F C C P
,

及 0
.

2 n m o
] A A

·

nr g p r o t ’

对于 呼吸耗氧率的影响幅度较前述者为小
,

加入 s m m o
l

·

L
’

A S C 及 5 0 拜m o l
·

L
一 !

l兀 I P 后
,

耗氧量 明显增 加
.

再加 3 rn m o
l

·

L
一 ’

唬拍酸钠耗氧量进一步增加
,

如在加入 A S C + I兀 lP 后加

D
:

(5 m g
·

m l
一 ’

)0
.

l m ! 则 出现 轻度抑制
·

随后加唬拍酸钠引起

的耗氧量增加幅度亦略有减少 (图 7 )
。
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3 讨论

前文 已证 明 D l

对 线粒体 呼吸链有抑制 及损 害作

用
,

复合物 I V (细胞 色素
。 氧化酶 )未受损害

; 复合物

I 及 I 中的主要酶 ( N A D H 脱氢酶
,

唬拍酸脱氢酶 )活

力未受影 响
,

认为 损 害部位 很可 能在 复合物 皿

—
b C , 。 o m p l e x 上

` 2
·
’ 〕 ,

继续深入研究其损害部位有助于

了解 D
l

损害线粒体呼吸链的机理
。

本文首 先就 D
I

对 位点 1电子 流的状态进行 了研

究
。

无论 D
I

是在呼吸第 1态 (无底物
,

无 A D P )或第 4态

(有底物
,

无 A D P )均可使 N A D P H 处于还原 状态
,

且

加 F C C P 后能产生一氧化过程
,

说明 D
,

并不抑制 电子

流通过位点 1
,

但对于位点 1以后的节段则有抑制作用
。

测试位点 2最直接的方法是以 d盯 。 q iu on l 力人工

电子供体
,

以细胞色素
c 为 电子受体的实验

,

此种设计

可不考虑底物氧化障碍及 Q 池异常的情况
,

实验结果

表 明 D
、
有明显的抑制作用

,

故在排除了位点 1及位点 3

之后
,

抑制部位可定位在点 2
,

即 b 。 , 。 o m p l e x 。

位点 2内有 3个氧化还原 中心即细胞 色素 b
、

细胞

色素
。 ,

及硫铁中心 ( F eS )
,

经分别测试后
,

发现细胞色

素 b 氧化还原功能无损害
,

阻滞部位在细胞 色素
。 1

的

还原侧
,

其确切部位尚不清楚
。

在 A A 阻滞时
,

电子流可通过二个旁路绕过阻滞

点到细胞色素
。 ,

这就是 T M P D 旁路及 D CI P 旁路
`日 ) 。

按照 Q 循环学说
,

通过呼吸链的电子流通路径不是线

性 的
,

在 Q ou
、

中心 Q H
:

(还原型辅酶 Q )通过两步给 出
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焦痴毒性提取物 D
,

对肝线粒体呼吸链的抑制位点

质子及 电子成为半醒 自由基 Q
万 ,

这个 电子通过 硫铁

中心
,

细胞色素
。 1

到细胞色素
c 。

第二步再释放一个电

子而成为 Q
,

这个 电子使细胞色 素 b
5 6。 、

b
s o Z

还原
,

然后

b
s oZ

再使 Q 还原为 Q H
: ,

故实际上仅有一个 电子传至

细胞色素
。 (图 8 )

。

循环不 已
,

电子流亦可绕过 A A 阻滞部
,

而流至细胞色

素 。 ,

当 Q 一 F e S
一

细胞色素
。 ,

节段有障碍时
,

电子不能

通过
。

本实验中 D
:

可轻度抑制 D CI P 旁路
,

故不能排除

D
,

对 Q 一 F e S 或 F e S 一 细胞色 素
。 ,

节段亦 有抑 制作

用
,

D
l

对细胞色素
。 ;

的移过性抑制亦支持此种看法
。
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图 8 对抗霉素 A 阻滞的 T M P D 及以二I P 捷路的机理
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A A 阻滞了细胞色素 b
s o Z

向 Q

提供 电子
,

故细胞色素 b 处于还原状态
,

此时若加入氧

化型 T M P D ( W B +)
,

则 电子使 W B 一

还原
,

细胞 色素
。

又使之氧化
,

电子传至细胞色 素
。 ,

循 环不 已
,

电子流

可经此旁路绕过 A A 阻滞
,

如这个旁路有障碍
,

则阻滞

点必在细胞色素 b 的还原侧
,

本实验 中 D
:

可对 T M P D

旁路产生明显抑制
,

故在细胞色素 b 的还原侧必有阻

滞
,

至于其确切部位 尚待进一步研究
。
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