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翅伤大眼比目鱼肌叔化还原状态变化与蛋白质分解

代谢的关系

王远程 董燕麟 (第三军医大学训练部 生化教研室 )3 6。。 3 8

祖 共 本文以一侧后肢 ( 7%体表面积 , 全层烫伤大鼠为模型观察伤后比目鱼 肌蛋白质分

解速率与氧化还原状态的关系
。

结果指出伤后 72五大鼠烫伤肢禽体保温及在体比目鱼肌细胞内乳酸 /

丙酮酸比值
、

苹果酸 /丙酮酸比值明显低于未伤肢
,

蛋白质分解速率升高
。

胰 岛素 ( .0 o l u
/。 1介质 )

能显著升高比目鱼肌细胞内乳酸 /丙酮酸与苹果酸 /丙酮酸比值
,

同时降低蛋白质分 解速率
。

从而

提示
.

烫伤后大鼠比目鱼肌蛋白质分解速率的变化与胞液中氧化坯原状态密切相关
。

关 . 甸 氧化还原 , 蛋白质 /代谢 . 肌 , 灼伤
.

大鼠

机体蛋白质分解加强
、

负氮平 衡是烧

伤后代谢变化特征之一
,

烧伤局部骨骼肌蛋

白质分解增强是伤后早期负氮平衡的主要原

因 ( ` , 。

有关烧伤后蛋白质分解代谢增强的机

理仍未弄清楚
,

近年来研究表明 (2 a)(
》 ,

肌 肉

蛋白质分解代谢的调节可能与胞液中氧化还

原状态变化有关
,

饥饿
、

创伤时
,

蛋白质分

解 加 强
,

N A D ( P ) H / N A D ( P ) 比值降

低
,

以甲烯蓝作为电子接受体改变氧化还原

状态时
,

骨骼肌蛋白质分解亦可增强
。

烧伤

后蛋白质代谢改变是否由氧化还原状态改变

参与调节
,

目前尚未见报道
。

本文以一侧后

肢 7 %体表面积全层烫伤大鼠为模型
,

从离
体与在体两方面观察比目鱼肌蛋白质分解速

率与氛化还原状态的变化
,

为探讨烧伤后蛋

白质分解代谢增强的调节机制提供依据
。

l 材 料 与 方 法

1
。

1 材杆

雄性W i s t a r系大鼠
,

体重 19 0~ 2 3 0 9
。

校动物

所提供
。

乳酸脱氢酶 ( I 型 )
、

醇脱氢酶
、

苹果酸脱氢酶

系5 19皿a 公司 产品 , L ( 十 卜乳酸铿 为 B
.

D
.

H
.

产

品 , N A D
、

D L
一

苹果酸 为进口 分装 , N A DH
、

丙酮酸钠和 i
,

4
一

嗽嗓 二乙磺酸 ( P I P E )S 均为

上海生化所产品 , 放线菌酮为 lF u ak 公司产品 , 胰

岛素系国家标准品 ( 1 m g 灯 27 单位》
,

北京 药品生

物制品检定所

l
。

2 方法

1
.

2
.

1 实验动物随机分为烫伤组和对照组

烫份组吸入乙醚麻醉后
,

剪去一侧 后 肢 的 毛

( 7 % 体表面积 )
,

足部以胶泥包裹
,

使其伤后能

正常行走
,

脱毛部分浸入 9。℃水浴致 伤 3 5 。

伤后

不予任何处理
,

分笼喂养
,

自由饮水
、

摄食
。

对照

组除不予致伤外其余处理同烫伤组
。

1
.

2
。
2 肌肉束的制备

参照T is c h l e r
l() 方法并 作改 进

。

大鼠于伤后

7 2h断头处死
,

迅速分离烫伤肢与未伤肢比目鱼肌
,

制成4。一 `。“ g肌束
。

取新鲜组织 35 。一峨00 m g
,

置于

3
。 。m l含 5 nI m ol / L葡萄搪

、

.0 s m m ol / L放线菌酮

和正常大鼠血浆浓度氨基酸 (除去 酪 氨 酸
、

丙氨

酸
、

谷氨酸与谷氨酞 胺 ) 的K er bs
一

iR n ge r 碳酸氢

钠缓冲液中
,

用 95 % O : , 5 % C O
Z

混合气体连续通

气
,

37 ℃水浴预温振摄 4 o m in 之后
,

将肌肉束转人

新鲜同种介质中保温 Z b
。

取出肌肉
,

介质在沸水

浴中加热 3 m in 终止保温
。

N A D H提取
:

保温后部分肌肉束用滤纸吸干
,

于 2
.

0 0 1冰冷介质 ( o
.

2 5m o l / L K O H溶于 5 0% 乙

醇中 ) 剪碎
,

匀浆 2 m in
,

0 一 4 ℃ 离 心 1。二 i n’

。 00 0 x g
。

取上清液 1
.

2m l置于 加盖硬质玻管中
,

“ ℃水浴6 0 5 ,

取出后速冷 却至 4 ℃
,

以 1
.

s m ol / L

H C IO ` 、
o

。
2 5m o l / L T r i 。缓冲液调至 p H s

。
1~ 8

。
5

,

离心去沉淀
。

N A D
、

苹果酸
、

乳酸及丙酮酸的提取 : 保温后取

部分肌肉束吸干
,

于 2
.

o m l的。 .

6 m ol / L H C IO .

冰

冷介质中剪碎
,

勺浆 一m i n .
o ~ 4 ℃离心一o m i

n .
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0 0 0 2、 g取上清液 1
.

sm l
,

以 2
.

s tn o l / L K O H
一 。一

m o l /L P IPE S缓冲液调 节 p H至 5
.

5~ 5
.

5
,

离心

去沉淀
.

1
.

2
.

3 测定方法

介质中酪氨酸测 定
,

参 照蔡祝辉 (’) 建立的方

法
。

NAD用荧光法测定
,

参考 E st a b r 。 。 k等 .̀ )法
。

介质中丙酮酸用紫外光 度法测定
,

N A D H
、

苹果

酸及组织中丙酮酸用荧光法测定
,

参照 T is icl r er 等

冈法并作适当改进
。

1
.

.2 ` 在体实验比目鱼肌的处理

大鼠于伤后 7 2h处死
,

肌组织立即置液氮保存
。

讨定代谢产物时肌肉处理同保温后肌组织
。

1
.

2
.

5 肌肉组织菊塘间隙

采用黄涛生等 .( )泌得的数据
,

为 0
.

“ m 1/ 9新

鲜肌肉
。

1
.

2
。
6 计算

细胞内乳酸
、

丙酮酸
、

苹果酸含量 (n 位 ol / 幼
= 组织内含量 (n m ol / g ) 一 菊楷间隙 ( m l / g )

x

介质中含量 ( n m ol / m l)
。

1
.

2
.

7 数据处理

采用本校编制的程序作线性回归和单因素方差

分析
。

2 给 果

在保温介质中加入放线菌酮抑制骨骼肌蛋白质

合成
,

以释放入介质中酪氨酸总量计算蛋白质分解

速率
。

同时以细 胞内 乳酸 /丙酮 酸 ( L / P )
、

苹果

酸 /丙酮酸 ( M / P ) 和N A D H / N A D比值反 映细胞

内氧化还原状态的变化
。

结果见表 1
。

伤后大鼠离体

表 1 伤 后 72 h 离休 比 目鱼肌氛化还原状态与蛋 白质分解速率的变化

n 细胞内L / P 细胞内M / P
细胞内含量 ( n m ol / g )

可A D H N A D

酪氨酸释放
( n 垃 0 1/ g / Z h )

月O几门舀了及U盆O一Xù的口4ó,四正常组 3 1
。
3士 3

.

1

27
.

3士1
.

9 .

3 2
.

6士 1
.

5

4
.

0士 0
.

3

3
.

4士0
.

3.

4
.

2士0
.

4

9 7
.

J士 8
.

6

9 9
.

1士 7
.

0

9 8
.

6士 7
.

6

1 9 4
。
6士1 7

。
3

2 1 9
.

0士 1 2
.

5.

1 9 8
.

4士 1 4
。
4

.

2士 18
.

士 2 1
.

2 .

2士1 5
.

7

2,̀,曰
,孟1二,二

肢肢伤健

.

与正常组比较 P < 。 .

01

比目鱼肌保温后细胞内 L / P与M / P比值烫伤肢较未

伤肢及正常组显著降低
,

P < 。 .

01
,

而烫伤肢比目鱼

肌N AD含量显著高于未伤肢与正常组
, 尸< 。 .

01
,

未伤肢与正常组无明显变化
。

烫伤肢酪氨酸释放量

较未伤肢和正常组显著增高
,

p < 。 .

01
。

保温介质中加入胰岛素
,

刘量为 .o o lu / nI l
。

结

果见表 2
。

给予胰岛素后各组细胞内 L / P与M / P比

值均增高
,

蛋白质分解速率则降低
。

表 2 晓 岛素时比 目鱼肌羲化还原状态与蛋白质分解速率的影响

正 常 组 伤 肢 健 肢

胰 ( I ) 对 照 胰 ( I ) 对 照 胰 ( I ) 对 照

细胞内L / P

细胞内M / P

3 1
。
3土3

.

1

( 1 2 )

4
.

0士0
.

2

( 1 2 )

3 6
。
3土 2

.

( 8 )

4
.

5士0
.

( 8 )

蛋 白 分 解
抑 制 率

4 0
。
8士 2

.

8 .

( 1 2 )

5
。
1土O

。
3 .

( 1 2 )

1 2
。
2% 11

。
4 %

1. 26
.

1土2
.

0

( 8 )

2. 3
.

4士。 ,

3

( 8 )

0

4 1
.

9士2
.

这.

( 8 )

5
.

3士O
。

沪
( 8 )

1 1
.

8 %

3 1
.

1士 2
.

4

( 8 )

透
.

1土0
.

3

( 8 )

0

注
:

胰 (l ) :

胰岛素剂量为。 .

o lu / m l , 各组与其对照比较 . P < 。 .

01

在体比目鱼肌实验结果见表 8
。

在体比目鱼肌 放量
,

烫伤肢 比目鱼 肌 亦明显高于未伤肢和正常

烫伤肢 L / P
、

M / P比值亦显著低 于 未 伤 肢和正常 组
,

后二者无明显差异
.

组
,

未伤肢和正常组则无显著差异 , 在体酪氨酸释
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表 3 伤后 ” 五在体 比 目鱼脱孰化还原状态与蛋 白质分解速率的变化

正常组

细胞内L / P

台8
.

3士9
.

1

7 3
.

8士6
.

4.

8 5
.

1土5
。
6

细胞内 M / P

3
。
6士 0

.

2

3
.

0士 0
.

.3

3
.

7士0
.

3

酪氨酸释放 n m ol / g / Z h

3 8 5
.

0士 2 4
.

5

4 5 5
.

3士 2 1
.

叹*

3 9 1
_

1十 2 1
.

9

,二,止̀.一二̀,占,二

肢肢伤健

. 与正常组比较P < 。
.

01

3 讨 论

普遍认为
,

蛋白质分解速率的快慢与其

结构密切相关
。

辅酶或某些效应荆可能具有

稳定蛋白质结构的作用而降低蛋白质分解速

率` , 》。

谷耽甘肤与蛋白质形成蛋 白质
一
S S G

复合物是启动蛋白质分解的标 志 《“ ’ 。

近来研

究表明
,

骨骼肌氧化还原状态变
/

化 与 其 蛋

白质分解速率密切相关
,

细胞 内L / P和M /P

比值升高时
,

蛋 白质分解速率降低
。

当给予胰

岛素
、

肾上腺素与异丙基肾上腺素可降低蛋

白质的分解
,

同时升高胞液N A D H / N A D比

值 ( 2 )` . ) 。 T i s e
h l

e r ( ` 。 )提出
,

激素
、

某些代谢

产物对蛋白质分解的调节是通过氧化还原状

态改变介导完 成的
。

当 N A D ( P ) H /N A D

( P ) 比值处于氧 化状态 〔即 N A D ( P ) 含

量升高
、

N A D ( P ) H含量下降〕 时
,

即形

成蛋白质
一
SS G复合体

,

改变蛋白质构 象
,

从

而启动蛋白质分解
。

这一理论得 到 实 验 证

实
。

B r

ow
n
等 ( ” 》测定了幼年 大 鼠断奶后肝

脏蛋白质分 解 速 率
、

蛋 白 质
一
S S G

、

游离

G ss C及G S H含量变化
,

结果发现
,

与进 食时

比较
,

蛋白质分解速率增加 3 ~ 5 倍
,

蛋白质
一
S S G含量增加 4 倍

,

谷胧 甘 肤 总 量 降 低

40 %
,

而 G S S G增高 3 倍
。

类似 的结果亦在

骨骼肌组织发现
。 T i s e五I

e r等 ( ` 。 )测定 了大

鼠伸趾长肌谷胧甘肤含量变化
,

与进食时比

较
,

蛋白质分解速率显著升 高
,

G S H / G S S G

比值降低 20 %
。

本实验结果表明
,

烫伤肢较

未伤肢和正常组蛋白质分解速率显著升高
,

与此同时
,

烫伤肢骨骼肌细胞内 L / P
、

M /P

比值较未伤肢和正常组显著降低
。

此外
,

烫

伤肢 N A D总量显著升高
,

但N A D H含量 各组

变化不明显
。

在体实验亦与离体实验结果一

致
,

表明烧伤后骨骼肌氧化还原状态与蛋白

质分解速率的相关关系具有生理意义
。

生理

剂量胰岛素可使介质中酪氨酸释放量降低
,

各组细胞内 L / P
、

M / P 比值显著升高
。

这一

结果与文献 ( 2 )报道 的结 果一致
。

因此可以

推测
,

氧化还原状态的变化可能参与胰岛素

对烧伤后骨骼肌蛋白质分解代谢的调节
。

迄今为止
,

有关烧伤后骨骼肌蛋白质分

解代谢的调节机理尚未明了
。

烧伤后骨骼肌

细胞内G S H / G S S H比值 以 及 蛋 白 质
一
S S G

变化如何
,

本文尚未涉及
。

因此
,

氧化还原状

态变化对烧伤后骨骼肌蛋白质分解代谢的调

节作用有待进一步研究
。
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