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烧伤焦痴提取液对大白鼠肝线粒体呼吸功能

及能化作用的抑制作用

陈宗荣 冯 江 董 燕 王 松保

(卫防系 复合伤研究室 )

提 要 大鼠背部皮肤 l度烧伤 2( 0% B S A ) 9天后
,

肝线粒体呼吸控制 率 下降
,

为正常值

的 6 3
.

7 % ( P < 。
.

01 )
,

第 l 态降为正 常 值 的 71
.

0 9% (P < 。
.

01 )
,

第 F态稍有增加
。

最大磷酸

化率为正常值的 6 2
.

13 % ( P < 0
.

01 )
。

取烧伤后 9 天大鼠烧伤焦痴作成粗提取法
,

以生理盐水稀释后 与 正 常大鼠肝线粒体在。℃放

置 10 分钟后
,

可产生对线粒体呼吸的抑制 ; 抑制程度与稀释度有关
,

1 :

32 及 1 :

64 稀释度最为明显
。

与正常皮肤提取液的抑制作用相比
,

差异非常明显 (P < 。 .

01 ) ,

呼吸控 制 率 下降的主要原因是

第丁态呼吸值增加
,

与第 丁态正常值相比
,

差异非常显著 ( P < 。 .

0 1)
。

焦痴提取液还明显地抑制了线粒体内膜能化作用
。

用藏红O 作为检测试剂
,

以 1 :
32 及 1 :

64 烧

伤焦痴粗提取液处理正常肝线粒体后
,

藏红O 最大吸收峰左移及吸光度下降的程度减 少或完全消

失
。
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烧伤休克可造成肝线 粒 体 呼 吸功能失

常 ( ’ ) ,
但关于烧伤晚期肝线粒体功能障碍的

报告不多
,
烧伤毒素对肝线粒体呼吸功能的

论著尤不多见
,
烧伤焦痴能产生某些毒性物

质已为一些作者所 证 实 ( 2一 ` 〕 。

本文的 目的

是
: 1

.

探索重度烧伤晚期肝线粒体功能障

碍的程度 ; 2
.

观察烧伤焦痴粗提取液对肝

线粒体功能是否有抑制作用
; 3

。

初步研究

造成线粒体功能失常的原因
。

材 料 及 方 法

雄性W is at r种 大 自 鼠
,

200 ~ 30 她
,

分 为三

组
:

对照组 (n 二 16)
,

假致伤组 (n = 16)
,

烧伤

组 (n
“ 12 )

。

致伤方法
,

肝线粒体制备及功能 测

定均见前文 (,)
。

焦痴粗提液制备 取烧伤 9天后焦 痴
,

剪

去皮 下脂肪组织
,

以氯仿除去皮面脂肪
,

液氮中

冷冻后 4 ℃冰箱过夜解冻
。

切碎后 按 1 :

10 〔w/ v)

加入。 .

9% N a C I 液 ( pH 7
.

4)
。

在。℃打成匀浆
,

在4℃离心10 分钟 ( 1 0 00 x g )
。

弃去上层的 脂肪及

底层无活力的纤维组织
。

取中层乳白色悬液
,

以两

层纱布过滤
,

即为焦痴祖提液
,

依同法取正常 皮肤

制成正常皮肤提取液
,

各 以 。 .

9 % N a CI 液 稀释成系

列稀释液备用
。

在测定焦痴提 取液对线粒体功能的

抑制作用时
,

将线粒体配至 4 om g /坦 1
,

在测定 时加

入等量的系列稀释液使线粒体的浓度为 Z o m g / m l
,

先以 0
.

9% N a C I 稀释正常线 粒体于 。℃放置 10 分

钟
,

然后按前述方法 .() 测呼吸控制率
。

在测定正常

皮肤提取液及焦痴提取液的作用时
,

以同一份正常

线粒体分别稀释
、 。℃放置 10 分钟然后 测 定

。

先从

高稀释度开始
,

至 1 :

32 为 止
。

实 验 结束时
,

重 测

。 .

9% N a
CI 液稀释的正常线粒体功能

,

以排除线粒

体老化的影响
。

线粒体 内膜能化作用 正常线粒体在加人

底物 (如珑泊酸钠 ) 后即呈内膜能化作用
、

测定方

法见 M i t t n a e h t文 ( 10 )
。

能化作用的表现有二 * 1
、

以

藏红O为探针时
,

E o . 。 , 在能化后 降低 ; 2
.

最 大

吸收峰左移
,

记录最大吸收峰所在的波长值 久二 ax 及

吸光度 E
。

求得能化前后最大吸收峰波长及吸光度

之差
,

记为以 。 a 二
及△E

。

结 果

正常大白鼠肝线粒体呼吸值见表 1
。

烧

伤后 9天 R C R下降非常明显 (下降了3 6
.

3% )
,

第 l 态呼吸值下降了 28
.

91 % ( P < 0
.

0 1) ,
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第 W态稍有
_

L 升
。

第 皿态 /第那态比值上升
,

A D P / 0 比下降
,

最大 磷 酸 化 率 下 降 了

3 7
.

8 9% ( P < 0
.

0 1 )
。

表 1 烧伤 后 9 天大 鼠杆 线粒体呼吸功能

5 t a t e 3 5 t a t e 4 R C R S t a t e 4 义

5 t a t e 3

1 0 0 兰组卫赵2 M P R

N a n o a t o m s O / m i
n

/ m g P r o t e
i
n

1Lm o l e s A T P / m i
n

/ m g P r o t e
i n

正 常 组 1 8 6
.

9 5士 2 6
.

2连 3 4
.

7 4士 4
.

2 1 5
.

哎0土 0
.

3 8 1 8
.

6 9 士 1
.

2 9% 1
.

3 6士 0
.

1 4 0
.

2 5 6土 0
.

0 4 2

( n = 1 6 )

假致伤组 1 9 4
.

5 0士 4 2
.

7 5 3 5
.

6 2士 5
.

6 2 5
.

1 0土 0
.

理0 2 9
.

7 9 士 r
.

3 5 % 2
.

3 5士 0
.

1 2 0
.

2 6 8士 0
.

0 5 0

( n = 1 6 )

烧 伤 组 2 3 2
.

9 0士 2 7
.

5 0
`

3 9
.

4 0士 9
.

0 4 3
.

4 4士 0
.

0 4
’

2 9
.

7 9士 3
.

3 2
`

2
.

1 9士 0
.

0 5
`

0
.

1 5 9士 0
.

0 3 3

( n = 1 2 )

M e a n 士 S E M

与正常彰相比差异非常显著 ( P < 。
.

0 1)

S t a t o 3 (第 I 态 )
,

S t a t e 4 (第丁态 )
,

R C R (呼吸控制率 )
,

A D P / O (磷氧比 )
,

M P R (最大磷酸化率 )

表 2 正常皮肤提取液时大 鼠肝线 粒体呼吸功 能的抑 制作用

5 t a t e 3 5 t a t e 4 R C R S t a t e 4

5 t a t e 3

x 2 0 0 鑫卫卫兰旦 M P R

N a n o a t o m s O / m i n

/ m g p r o t e i n

协m o l e s A T P / m i n

/ m g P r o t e i n

正常线粒体 3 3 0
.

5 6士5 2
.

4 9 7 3
.

0 2士 1 0
.

7 2 4
.

5 9士 0
.

4 4 2 3
.

0士 2
.

0夕石

( n = 1 2 )

正常皮肤提 3 3 4
.

4 7士5 0
.

9 7 0 3
.

0士 2 1
,

1 6
奋

3
.

4 7士 0
.

6 9
’

2 8
.

0 士续
.

0 夕石
’

取液

( n = 1 2 ) 1 : 3 2

2 5 9
.

6 3士 16 3
.

3 4 9 1
.

2 2士 2 0
.

9 6
辛

3
.

9 9士 0
.

5 8
`

2 6
.

0士通
.

0 %

( n = 1 2 ) 1
: 6 4

3 1 8
.

0 0士 6 4
.

0 7 7 5
.

9 8 士 1 9
.

7 3
`

4
.

3 8士 0
.

7 4 2 4
.

0士4
.

0%

( n = 1 2 ) 1 : 1 2 8

1
.

2 7士 0
.

1 3 0
.

4 2 2士0
.

0 9 3

1 7士 0
.

1 6 0
.

3 9 2士 0
.

1 1 3

1 9士 0
。
1 7 0

.

4 3 1士 0
.

1 2 7

2 6士 0
.

1 7 0
.

理0 1士 0
.

0 9 9

M
o

an 士S E M
.

与止常组相比差异显著 ( P < 0
.

05 )
`

与止常组相比差异井常显著 ( P < 0
.

01 )

表 2 显 示正常皮肤提取液对正常大 鼠肝

线粒体呼吸的作用
。

只有浓度较大的稀释液

才对线粒体呼吸有抑制作用
。

表 3显示焦痴

粗提液对线粒体呼吸的作用
。

1 :

32 稀释液使

呼吸控制率下降了54 %
, 1 :

64 稀释液使之下

降了 32 % ,
甚至 1 , 5 12 高度稀释的焦 痴粗提

液还使呼吸控制率下降了 19 %
。

比较表 2 及

表 3 的数据
,

可见 主 要 差 异 在 1 ,

32 ( P <

0
.

0 1 ) 及 1 : 6 4 ( P < 0
.

0 1 ) 两个 稀释度上
,

在 1 : 1 28 时
,

两组差异无统计 学 意义
。

两组

数据上的差异主要表现在第那态呼吸值的增

加
。

例如在 1 :
32 时

,

正常皮肤提取液使第 W
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表 3 烧伤焦痴提取液衬正常大 鼠杆线粒体呼吸功能的抑 制作用

5ta te 3 S ta te4 R CRS ta te

S ta te
X 10 0

A D P/ O M P R

Na a n o t o
m sO/ m i

n

/ m g Pr o te in

林 m
o le sA T P/ m i

n

/ mp gr o te in

正常线粒体

(n = 12 )

焦痴提取液

l: 3 2

(n = 12 )

3 30
.

6 5士 2 5
.

4 97 3
.

0 2士 10
.

7 24
.

5 9士0
.

4 4 2 3
.

0 士2
.

0 % 1
.

2 7 士0
.

0 3 1
.

4 2 2 士0
.

0 3 9

28 7
.

56 士70
.

7 3 1 1 9
.

16士3 6
.

6 1
.

2
.

0 1士0
.

4 8 2 9
。

0 士 5
.

0 %
.

0
.

9 5士。
.

14
.

0
.

20 7 士0
.

0 70

1:4 4 6 3 2
.

97士70
.

0 4 0 6 1
.

2 6士2 1
.

(n 二 12 )

1 9
.

3
.

3 1士0
.

6 2
.

3 3
.

0 士 6
。

0 %
今

1
.

1 1士0
.

1 9
.

0
.

3 6 5士0
.

0 7 9

1: 2 18 3 3 2
.

0 3 土 94
.

4 6 9 5
.

2 3 士8 2
.

2 6
.

(n = 2 1)

3
.

8 6 士0
.

7 6
资

2 9
.

0 士 5
.

0 %
.

1
.

2 3士0
.

8 10
.

4 1 5士0
.

13 9

1: 2 56 3 5 1
.

74 士6 6
.

9 90
.

8 8 士 12
.

3

(n = 2 1)

3
.

9 1士0
.

6 9
.

2 7
.

0 士 5
.

0 %
.

1
.

2 5士0
.

20 1
.

4 4 3 士0
.

2 3 1

1: 52 13 3 1
.

6 7 士 10 1
.

4 8 8 8
.

6 士0 2
.

1 5

(n 二 2 1)

3
.

7 2士0
.

6 9
,

2 7
.

0 士 5
.

0 ;石
.

1
。
1 8士 0

.

1 7 0
.

3 7 8士 0
.

1 3 8

M e a n 士 S E M

S t a t e 3 (第 l 态 )
,

S t a t e 4 (第 F态 )
,

R C R (呼吸控制率 )
,

A D P / O (磷氧比 )
,

M P R (最大磷酸化率 )

.

与正常值相比差异非常显著 (P < 。 .

01 )

,

与正常值相比差异显著 ( P < 。 .

0 5)

态呼吸值增加 了 2 4
.

6 % ,
而焦痴粗提液却使

之增加了 9 0
.

5% 夕 比对照值 将 近 增 加了一

倍
。

由于每对数据都是在 同一份线粒体悬液

测得
,
故差异就更为可信

。

在测定正常线粒体内膜能化作用前 (共

作了三组实验 ) 先测呼吸控制率
。

只有呼吸

控制率大于 4
.

0的样品才用 于实验
。

表 4显 示

生理盐水
、

正常皮肤提取液及焦痴提取液的

系列稀释液对同一份正端拿线粒体内膜能化作

用的影响
。

图 1显示生理盐水对能化作用的

影响
。

入m a x
由 5 2 1

.

o n m 左 移 至 s o l
.

o n m ,

△入m a x = 2 0 n m
。

吸收峰在能化前后之 差为

△ E = 0
.

2 6 4 3
。

图 2显示 1 ,
32 正常皮肤 提取

液与线粒体作用后 内膜能化前后的重叠 吸收

光谱
: △

入m a x = 1 9 n m
, △ E = 0

.

3 3 1 3 , 当稀释

度为 1 : 1 6 时
、 △入m a x = i 4 n m

, △ E 二 0
.

3 3 6 1
。

图 3 显示 1 , 3 2焦痴粗提液 与同一份线粒体作

用后对 内膜能化作用 的影 响
。 △

入m ax
= 。 表

明吸收峰左移现象完全消失
, △ E 二 0

.

1 9 6 6
。

1 , 16 焦痴提取液结果与 1 ,

32 的结果相同
。

较

稀的焦廊稀释液如 l ,

64
、

l , 1 28 的结果与正

常皮肤提取液 1 : 16 稀释度的结果相同
。

在实

验结束后 (约在制备后 6 小时 ) 线粒体内膜

能化的功能依然 良好
。
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表 4大鼠肝线拉体能化 作用抑制现象

R R C= 4
.

3 4

后 E化耀能吸

正常线粒体

正常皮提取液 1 , 6 4

正常皮提取液 1 ,

32

正常皮提取液 1 :
16

焦痴提取液 1 ,
12 8

焦痴提取液 1 , 6 4

焦痴提取液 1
,

32

焦痴提取液 1
, 1 6

同一份正常线粒体

内 膜
能化前入叱

二

5 2 1 ll m

5 2 ] U m

6 2 1
。
s n m

5 2 0
。
s n m

5 2 1
。

o n m

5 2 1
.

5 n m

5 2 1
.

5 n m

5 2 1
。

s n m

5 2 1
。
o n m

内 膜
能化后入二 ax

5 0 1 n m

5 0 0
。

s n m

5 0 2
。

s n m

5 0 6
。

s n m

5 0 7
。
s n m

5 0 6
.

0 n m

5 2 2
。
o n m

5 2 2
。
s n m

5 0 8
。

o n m

△入口 ,x

2 0 n m

2 0
。
s n m

1 0 n m

1 4 n扭

1 3
.

5 n m

1 5
.

5 n m

一
1

。
s n m

一
1

。

o n m

1 3 n m

能 化 前
吸光度 E

0
。

8 78 1

0
。
8 0 4 4

0
。
8 1 0 0

0
。
8 3 4 5

0
。
8 1 2 8

0
。
8 74 4

0
。
8 5 7 0

0
。
8 8 5 7

0
。
7 9 7 7

△ E

0
。

6 1 3 8 0
。
2 6 4 3

0
。
5 0 5 2 0

。

2 9 9 2

0
。

4 7 8 7 0
.

3 3 1 3

0
。

4 9 8 4 0
。

3 3 6 1

0
。

4 8 3 7 0
。

3 2 9 1

0
。
5 8 37 0

。
2 9 0 7

0
.

6 6 0 4 0
.

1 9 6 6

0
。
6 9 3 7 0

。
1 9 2 0

0
。
4 3 7 4 0

。
3 6 0 3

△入二 a :

最大吸收峰波长差 ; △ E 最大吸收峰吸光度之差

讨 论

烧伤患者血清内究竟有无
“
毒素

” 以及

这种或这些毒素是否与烧伤后期病程或死亡

有关尚存在不同看法
。

六十年代中一些认为

感染 已足解释烧伤的晚期死 亡 (1 `〕。

近 来 许

多作者不断报道患者血清或实验动物及患者

焦痴粗提液中含有某些物质可致 小 白 鼠 死

亡 a(,
’ 句

、

肝细胞超微结构变化 (̀ ” )
、

原 位肝

脏或分离肝细胞代谢变化 (̀ 4 )以及 细 胞传递

免疫机能变化 〔’ “〕。

日本一些作者报导 烧 伤

患者血清及焦痴提取液中含有抑制大鼠肝线

粒体呼吸功能的因素
,
且此毒性作用出现的

时间在伤后 7 ~ 14 天
,
恰与焦痴软化

、

降解

与吸收的时间相符 l(
` , ’ 7 )

。

作者等曾 用 烧伤

后 5 天的焦痴提取液 与正常皮肤提取液作比

较
, 当浓度大时

,
两者均呈抑制作用

,
浓度

稀时均无抑制作用 (未发表数据 )
。

在改用

烧伤后 9 天 的焦痴提取液方显出与正常皮肤

提取液有明显差异的抑制作用
,
说明伤后时

间与抑制因素的出现有一定关系
。

0
。

1 0 5

O
。

的 O

内膜能化前

5 2 1
。
0 n l u E = o

.

8 7 a l

内膜能化后

E = 0
。
6 1 3 8

O
。
0 7多

0
.

0 60

O
。

04 5

0
.

0 ; O

O
。
Q l多

l卜!
.
,

百̀二.备..卜l二.,,r,刃I口1卜lee!

O
。

0 0 0 压
.

4 0 0 咯60

图 1

r

se 上
叫

一
~ J

,

~ ~ ~ 盛~ - ~ J ~ _ ,

~ 占一一目`
.

一
`

多2 0 58 0 石4 0 7 0 0 n 价

正常线粒体内膜能化作用
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内膜能化前

5 1 2
。
5 n m E = 0

。
81 0 0

内膜能化后

5 0 2
.

5 n m E = 0
.

4 7 8 7

△入二
a 二 =1 9 n m

△ E = 0
。

3 31 3

…!匕
O

。
乍 05

O
。

0 9 0

O
。
口那

O
,

O石0

口
。

O咯5

C
,

O多0

O
`
0 1弓

O 勺C O

、 、 _

, 、 , 乌

.
`

,气曰` . ~
. , ,

仁

一
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经正常皮膜提取液 ( 1 :

32 )处理后线粒体内膜能化作用
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图 3
、

经烧伤焦痴提取液 ( 1 : 32) 处理后线粒体内膜能化作角

在与焦痴提取液作用后
,

正常线粒体第

F态呼吸值增加表明线粒体的氧化磷酸化有

脱偶联现象
,
线粒体的偶联状态首先与内膜

的能化作用有关
,
然后由这种能化作用推动

AT P合成
。

根据化学渗透理论
,
电子传递偶

联磷酸化有赖于内膜的完整
,
否则在电子传

递时
,

移位的电子就会漏回去
,

不能建立跨膜

质子梯度
,

也就不能产生推动 A T P合成的质

子运动力 ( P r o t o o m o七i v e f o r e e , P m f ) (
` ’ )

。

P m f可用分光光度法测定
。

藏红 O为一种带

正电荷的染料
,
在染料与内膜结合后

,
由于

染料 与内膜上的蛋白结合部位改变
,

可产生

最大吸收峰左移及吸光度下降现象 (` . )
。

在因

各种因素致内膜受损通透性增加 时
, P m f下

降
,
左 移 现象减少或完全消失 (m)

。

本实验

中发现 1 , 1 6
、

1 ,

32 焦痴粗提液可使正常线粒

体内膜能化作用抑制
,
表明内膜受损

,
与前

所报告的烧伤后线粒体超 微 结 构 病 损 相
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正常线粒体在 。 ℃放置 6 小时后内膜能化作用

符 (s )
。

K r e mr e
等人报导以焦痴毒 素 注射至

小鼠腹腔内可产生与烧伤后相同的肝线粒体

损害
,

用毒素的抗血清保护则此 病 变 不 发

生 ( “̀ )
。

以上资料说明焦 痴 内可能含有某种

能破坏内膜完整性的
“
毒素

” 。

但由于焦痴

下往往有大量细菌 ( 主要是大肠杆菌
,

未 发

表资料 )
,

细菌内毒素的作用尚不能除外
,

有关研究正在进行中
。
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