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氰化钠对大鼠不同脑区细胞色素氧化酶活性的影响
魏相德 王 家凤 (第三军医大学卫防系毒理教研室 ) 6 3 0 0 38

氛化物抑制细胞色素氧化酶活性
,

使组织

不能利用氧
,

已为 K iel il n
等人证实

。

氰化物对

脑组织的细胞色素氧化酶同样具有抑制作用
,

影响脑组织糖代谢和能量供应
“ ’ 。

脑组织对氰

化物的敏感性
,

在一定程度上还与氰化物代谢

有关
` 2 , 。

急性氰化物中毒的临床表现有一个发

展过程
。

本研究目的在于了解其中毒过程与脑

组织细胞色素氧化酶活性抑制以及氰化物浓度

的关系
。

为氰化物中毒的临床特点提供理论依

据
。

材料与方法

20l5

ǎ翁洲

国3ZU

药物
:

氰化钠纯度为 % 写以上
,

白色结晶颗粒
,

上

海石油化工总厂产品
;
细胞色素 C V l 型

,

is g m a C he m
-

i
ea
l oC m p a n y

,

U S A 产品 ; 毗哆醛盐酸盐纯度为 9 9%
,

上海试剂厂分装进 口 产品
。

其余一般试剂采用 A R 级

试剂
.

动物
:

W is at r
系大鼠 40 只雌雄各半

,

体重在 22 5~

40 09 之间
,

实验前 1 h2 禁食不禁水
。

实验时
,

动物随机

分3组
.

正常对照组
:

仅静脉注射 。
.

9% N
a
CI 溶液

,

中

毒 A
、

B 两组
:

分别静脉注射 。
.

1% N a
c N 3m g压 g 和

sm g k/ g
。

注射后 (含注射时间 )在各确定时间
,

以颈部

环
、

枢椎间断头
,

将头立即置于冰浴条件下
,

取出脑组

织
,

弃血污
.

先摘取小脑部分
,

在脑干中脑脚
,

桥脑上缘

切断
,

中脑以上部分为大脑区
;

桥脑以下为桥
一

延脑区
,

以上 3 个区分别称重
,

置入试管内按 10 % ( w /V )比例

加入预冷的重蒸水
,

在冷浴条件下
,

制成匀浆备用
。

试验
: ( l) 氰化物含量测定

:

N
a CN 标准液

,

准确称

取 A R N
a CN 并用双蒸水配制为 l m g / l ml 溶液

,

置于

冰箱中备用
。

临用时吸取标准液 。
.

l m l加水至 20 m l混

匀
,

即标准稀释液 ( 5产g /m l )
。

取微量扩散盒于中央池加

入 0
.

1 m o l / L N a O H Zm l 作吸收液 ; 外池一侧 加入

N a
C N 标准稀释液 l m l

,

对侧加 5 0写H
z

SO
;

z m】
。

立即

加盖密封
,

振荡扩散 h3
。

揭盖
,

吸取中央池 N
a O H 吸收

液 l m l于试管中
,

加人 0
.

2 m o
l / L N a H

:

P ( )
.

( p H 7
.

5 )

3
.

sm l 和 6 x 1 0
一 ,

m o l / L 毗哆醛盐酸盐溶液 0
.

5 m l 混

匀
,

在 50 ℃水浴中加热 60 m in
。

最后加入 0
.

Zm ol / L

N a Z

C O
,
1

.

m0
! 中止反应

。

在 日立 M P F
一
4 型萤光分光光

度计
,

激发波 3 6 5 n
m

。

发射波 4 s Z n m 进行测定
` ” 。

吸取 1%脑匀浆混悬液 l ml
,

置于微量扩散盒外池

一侧
,

其余操作和测定方法如上
。

与 N
a
c N 稀释标准测

定比值
,

求得每克组织含氰化物毫克数
。

( 2) 细胞色素氧化酶活力测定
“ ’ :

取 0
.

18 m m ol / L

细胞色素 C 0
.

5 m l 于试管中
,

加入 o
.

03 m ol / L 磷酸盐

缓冲液 ( p H 7
.

4 ) 2
.

4 m l 和几粒 N
a :

5
2

0
;

摇匀
,

在岛津

U V
一

36 5 型紫外分光光度计
,

狭缝 0
.

05
,

光径 l o m m
.

波

长 5 5 o n
m 测得 O D 值

,

然后加 0
.

2%脑组织液 。一 m l
,

立即开始计时
,

随后每间隔 30
5 ,

测定一次 O D 值
,

持

续测定 s m in
。

最后加饱和高铁氰化钾溶液一滴
。

使之

完全氧化并纪录结果
。

以最小二乘法计算经原点线求

其斜率 k 值
。

即为细胞色素 C 氧化速率常数
,

代表细胞

色素氧化酶活力
。 / 一

检验比较各组间显著性
。

2 结果

2
.

1 脑组 织氛化物浓度

大 鼠静注氰化钠分别为 3m g k/ g (l
.

26 L D
6。

)和

s m g / k g ( 2 1 L D , 。
)

,

s m i n 各脑区氰化物浓度差别不显

著
。

以 N a
e N 3m g / k g 中毒 s m i n 后

,

大脑
、

小脑和桥
一

延脑区含 C N
一

浓度分别为 1 5
.

86 拌 g / g 组织
,

12
.

73 拌g / g

组织和 1 6
.

0 7拜g / g 组织
; 一s m in N 后

,

各区 C N
’

浓度迅

速 下降至 中毒 s m in 时 的 4 4%
、

5 7%和 5 2%
, 3 0 m i n

C N
一

浓度进一步急剧减少
,

60 m in 仍有 C N
一

残留 (如图

l )
。

望 10

15 30 团 15 30 印 15 3 0 印 m j n

大脑 小脑 桥 一 延脑

图 1 各脑区 C N
一

浓度的变化
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2
.

2 细胞色素氧化晦活 力变化

大鼠 N a
C N s m g / k g 和 s m g / k g 分别中毒

,
s m i n 各

脑区细胞色素 C 的氧化速率常数为 k (如表 1 )
,

中毒组

较正常组明显降低 (尸 < 。
.

01 ) 旧 组较 A 组更低 ( 尸

< 。
.

0 1 )
,

同时 A
、

B 两组大脑和桥
一

延脑的 k 值显著低

于小脑 k 值 ( P < 0
.

0 1 )
。

表 1 N
a C N 中毒 s m in 大鼠脑组织细胞色素 C 权

化速率常数 k (m in
一 ,

) ( 二 = 6 )

组织 正常组 N a C N i
.

v

B 组 ( s m g / k g )

大脑 0
.

14 0士 0
.

0 1

小脑 0
.

13 0士 0
.

0 1

桥
一

延脑 0
.

11 5士 o
·

0 0 6

A 组 ( 3m g / k g )

0
.

0 9士 0
.

0 1 3二 0
.

0 4 8士 0 0 6
份 .

0
.

12 8士 0
.

0 3 ( 4 ) 0
.

0 6 1士 0
.

0 0 6二

0
.

0 7士 0
.

0 0 2
. 份

0
.

0 4 9士 0
.

0 0 8
, .

( 5 )

· ’

各中毒组与相应正常组的 显著性测定尸 < 0
.

01

2
.

3 大鼠 N a CN 3m g / k g 中毒
,

在不 同时相各

脑区细胞色素氧化晦活 力变化

以 N a CN s m g /k g 中毒
,

大脑和小脑在 1 5m i n 下降

至最低值分别为 0
.

0 6 7 士 0
.

0 0 6 “ ,
和 0

.

0 5 6 士 0
.

0 0 7 ` , ,

(如图 2)
,

尔后缓慢回升
。

桥
一

延脑在 s m in 下降至最低

点 0
.

0 7 士 0
.

0 0 2 ` , ’ .
1 5m in

,

呈现暂时的回升至 0
.

0 9一士

。
.

00 2` , , ,

随后又下降并维持在低水平
。

鼠 K C N 5m in 内
,

’

脑组织细胞色素氧化酶活力

抑制达最大值
。

此酶活力可通过对还原型细胞

色素 C 的氧化能力得到体现
。

其反应速率与常

数 k 呈正 比关 系
,

k 值大小表示细胞色 素氧化

酶活力
。

脑的重量仅占体重的 2%
,

但其耗氧量

占整体耗氧量的 20 一 25 %
` “ , ,

说明脑组织的代

谢十分旺盛
,

对缺氧显得十分敏感
` , ’ 。

氰化物中

毒使组织不能利用氧
,

引起 中枢缺氧体征显露

突出
。

中毒脑组织 C N
一

浓度显然较高 (如图 1 )
,

3 个脑区均超过整机体平均每克组织平均理论

值的 3一 5 倍
,

以致脑组织对氰化物解毒机能失

调
` “ , 。

尽管如此
,

C N
一

在脑组织 中消除较快
,

特

别是中毒后 30 m in 前迅速降低
,

此后维持在较

低的水平
,

60 m in 仍有残存
。

机体 N a C N 中毒 s m i n 后 (如表 1 )
,

中枢各

脑区细胞色素氧化酶活力呈现严重抑制 (尸 <

0
.

0 1 )
,

抑制程度与毒剂量有关
。

N a C N 3 m g / k g

中毒 s m in 后
,

大鼠各脑区
,

特别是大脑和桥
一

延

脑区 k 值下降
,

酶活力分别为正常的 64
.

3%和

60
.

9%
。

本文结果与 M im or i 等人
` , )

实验结果基

本一致
。

同时发现
,

中毒 15 m in 后
,

各脑区 C N
-

浓度 已下降 5 0 % 以 下
,

除桥
一

延脑区酶呈暂 时

回升外
,

大
、

小脑 区酶活力仍处于严重抑制
,

提

示大
、

小脑处于抑制时
,

桥
一

延脑 区有一个暂时

兴奋 ; 当前者酶活力开始恢复时
,

后者却处于抑

制状态
。

似乎桥
一

延脑区酶活力恢复较困难
,

直

接影响动物存活
。

就 N a C N 中毒剂量而言
,

结果表 明
,

大脑

对 C N
一

较其它脑 区敏感
,

酶活力的抑制随中毒

剂量增加而加重
。

桥
一

延脑 区酶活力也易受抑

制
,

能量代谢障碍
,

以致功能抑制
,

此与氰化物

中毒观察到的临床表现基本一致
。

由上述可见
,

临床上观察救治氰化物中毒病人恢复需要有一

个过程
,

至少在 hl 内没有脱离危险
。

需要密切

观察呼吸功能
,

并及时采取急救措施为抢救氰

化物中毒的一项重要环节
。

关键词 大鼠
;
氰化钠

;
细胞色素氧化酶类

015010005ǎ
ù日

弓à妇牟屏撅哥叫U切权盈界

正常 5 15 3 0 60

大脑

正常 5 1 5 3 0 冈

小脑

正 常 5 1 5 30 仅b l in

桥 一 延脑

图 2 N
a C N 中毒后各脑区细胞色紊 C 氧化速率

常数的改变

3 讨论

氰化物在体内主要抑制细胞内线粒体呼吸

链的细胞色素氧化酶活力
。

I so n ` 5 )

证 明给予小
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脓毒败血症大鼠肺脏细胞线粒体损伤及其发生机制的研究

蒋建新 汪江淮 陈惠孙 田 昆仑 刁有芳 王 涛 (第三军医大学野战外科研究所 ) 6 3 0 0 4 2

本文在大 鼠盲肠结扎穿孔 ( C e e a l l ig a t i o n

and uP llc ut er
,

c L )P 脓毒败血症后
,

观察了肺线

粒体呼吸功能
、

膜流动性和线粒体内丙二醛含

量的变化
,

旨在阐 明线粒体损伤在脓毒败血症

时肺功能衰竭方面的重要性以及线粒体的受损

机制
.

因素差分析统计组间显著差异性
,

并检验其相关性
。

结

果以均数土标准 差 (厉 士 J ) 表示
。

2 结果

1 材料和方法

W is t a r

大白鼠 3 2 只
,

体重 2 0 1士 5 9 9
,

雌雄兼有
,

随

机分为对照组 ( n = 8 )
、

C L P 1 2 h ( n = 8 )
、
1 6 h ( 。 = 8 )

和 Zoh ( 刀 = 8 ) 组
,

大 鼠 C L P 感染 性休克 模型 按

W ie h t e r m a n

等人川方法复制
,

肺线粒体分离按 R
e is is

-

`, ,

等人方法改良
.

计算呼吸控制率 ( r e s p i r a t o r y c o n t r o
l

ar it 。
,

RC R )和磷 /氧比值 (P /O )值
。

线粒体膜流动性测

定按范崇竹等人川方法改良
。

计算荧光偏振度 (P )
、

各

向异性 (为和微粘度 (巾
。

线粒体内丙二醛测定按 T B A

荧光法
“ ’ ,

单位以
n m ol / m g 线粒体蛋白表示

。

数据按单

C L P 16 h
,

动物血压较对照值下降 72 环 (尸 <

0
.

0 1 )
,

至 C L P Z o h
.

血压下降更甚
。

表 1 所示
,

C L P 一Zh
,

P /O 值较对照值下降 18 % (尸 < d
.

05 )
,

R C R 无明显减

少 (尸 > 。
.

05 )
.

C L P 1 h6
,

P 0/ 值
、

R C R 分别较对照值

下降 2 8 % ( P ( 0
.

0 1 )和 2% ( P < 0
.

0 1 )
,

至 C L P Z oh
,

两值下降更甚
。

C L P 12 h
,

p
、

y
、

万可分别较对照值升

高 5
.

2 %
、
5

.

8%和 1 6% ( P < 0
.

0 2 )
。

C L P z 6
、

Z o h
,

各值

升高更多 (表 2 )
。

相关分析表明
,

万与 P / O 值呈显著负

相关 ( r
=

一
0

.

7 5
,

P < 0
.

0 0 1 )
。

C L P 1 2 h
,

M D A 较对照

值升高 2 8% ( P ( 0
.

0 1 )
,

至 C L P 1 6
、

Zo h
,

M D A 升高更

甚 (附图 )
。

相关分析还表明
,

M D A 与 P / O 呈显著负相

关 (
二 一 。

.

72
,

尸 < 。
.

0 0 1) 与 万 呈显著正相关

( r
= 0

.

8 3
,

(尸 < 0
.

0 0 1 )
。


