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运动性疲劳状态下大鼠心肌线粒体氧化磷酸化偶联
的变化
夏云健1 ,时庆德2 ,蒋春笋1 ,张　勇3

摘要 :主要目的 :为了探讨运动性疲劳的线粒体氧化磷酸化偶联机制。方法 :以 SD大鼠递增负荷急性力竭跑台运动为疲劳模型 ,分别测定了运动后

即刻心肌线粒体 : (1)呼吸链复合体 I + III和 II + Ⅲ电子传递与质子泵出比值 ( H+ / 2e) ; (2)线粒体呼吸控制。结果 :线粒体苹果酸和谷氨酸为底物启

动的呼吸链复合体 I + III总 H + / 2e降低了 9. 97 %( P < 0. 05) ;线粒体以苹果酸 +谷氨酸和琥珀酸为底物的态 4呼吸均显著高于安静时 ,呼吸控制比

均显著低于安静时 ( P < 0 . 05) 。结论 :运动性疲劳状态下线粒体氧化磷酸化偶联程度降低与质子漏增加、电子传递与质子泵出脱偶联等有关。
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The Change of the Mitochondrial Oxidative Phosphorylation in Rat Heart during Exhaustive Exercise
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(1. Dept . of Physical Education , Jianghan University , Wuhan 430012 ;2. Beijing University of Physical Education , Beijing 100084 ;3.
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Abstract : Rats running with an incremental intensity to exhaustion was used as an experimental model The experiment was designed to determine the changes
of prepared mitochondria immediately after exhaustive exercise : 1. Rate of electron transfer to proton pump of mitochondrial respiratory chain complex I + III
and II + III( H + / 2e) . 2. The mitochondrial respiratory control. The results showed that , in exhausted rats ,the parameter of complex I + III total H + / 2e
decreased with 9. 97 % ( P < 0. 05) , in the presence of Malate and Glutate , and Succinate. The rate of state 4 increased significantly in the present of Malate
and Glutate , in heart ( P < 0. 05) . RCR decreased significantly in the present of Malate and Glutate and in the presence of Succinate in heart ( P < 0. 05) . The
present research suggested that the increase of mitochondria proton leak and the decrease of coupling of electron transfer and proton pump may be response for
the decrease of mitochondrial coupling of oxidative phosphrylation.
Key Words : heart mitochondria ; respiratory control ; coupling of electron transfer and proton pump ; exhaustive exercise ; rats

　　从能量代谢的观点来看 ,运动性疲劳的产生与机体能量供

应不足有密切关系。线粒体氧化磷酸化是机体的重要能量来

源。正常生理状态下 ,人体 80 %以上的能量由线粒体氧化磷酸

化供应[1 ]。机体维持长时间运动的能力 ,也依赖于线粒体内膜

氧化磷酸化能力。运动性疲劳状态下线粒体功能改变已被广泛

研究 ,但缺乏对线粒体整体功能及氧化磷酸化偶联状况的考虑。

本文从线粒体能量转换功能的角度 ,测定了心肌的不同底物的

线粒体生物能力学参数 ,研究了运动性疲劳状态下线粒体氧化

磷酸化偶联程度及其影响因素 ,探讨了线粒体氧利用率降低的

原因 ,以了解运动性疲劳状态下线粒体呼吸链内膜氧化磷酸化

偶联的变化及其影响因素以及这些因素在运动性疲劳中的膜生

物学意义和可能的作用机理。

1　材料与方法

1. 1　实验动物及运动模型

　　雄性 Sprague2Dawley大鼠 ,体重 220～260 g ,由中国科学院

动物研究所实验动物中心提供。随机分为运动组 6只 ,对照组

7只。运动方式参照 Bedford (1979)根据大鼠体重/摄氧量回归

方程所建立的递增负荷运动模型 [2 ] ,按以下程序跑台运动 ,坡度

0°: 8. 2 Âm/ min , 15 Âmin →5o : 15 Âm/ min ,15 Âmin →10o :

19. 3 Âm/ min (相当于 76 %VO2 max , 次最大强度)运动至力竭 ,

运动时间 123±37 Âmin。

1. 2　主要试剂

　　去脂牛血清白蛋白 (Defatted BSA)、鱼藤酮 ( Rotenone)、

ADP等均为 Sigma产品 ; Hepes为 Merck产品 ;Mannitol为 Fluka

产品 ;其他为国产分析纯。

1. 3　心肌线粒体提取

　　动物分别于安静和运动至力竭后即刻断头处死 ,并迅速取

出心脏 ,加入介质Ⅰ(0. 25 ÂM Sucrose ,3. 0 ÂmM Hepes , 0. 5 Â
mM EDTA , p H 7. 4) 20 Âml ,用 Teflon电动匀浆器 (B. Braun

公司 ,USA)匀浆 ,600 g离心 5 min。弃沉淀 ,上清于 10 Â000 Â
g离心 10 Âmin。沉淀用 5 Âml介质Ⅱ(0. 25 ÂM Sucrose , 2. 0

ÂmM Hepes , 0. 5mM EDTA , p H 7. 4)悬浮 , Teflon手动匀浆器

匀浆。加入 20 Âml介质Ⅱ,10 Â000 Âg离心 10 Âmin。沉淀悬

浮在 0. 5 Âml介质Ⅱ(0. 25 Âmol/ L , Hepes 2. 0 Âmmol/ L , ED2
TA 0. 1 Âmmol/ L , p H 7. 4)中。分离操作均在 0 ℃～4 ℃条件

下进行。线粒体蛋白含量用双缩脲法测定 ,以 280 Ânm下校正

的 BSA作标准。

1. 4　线粒体电子传递与质子泵出比值 ( H + / 2e)的测定[3 ]
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　　依铁氰化钾脉冲法测定线粒体复合体 I + III和 II + III的

电子传递和质子转位。测定体系含 Mannitol 220 Âmmol/ L , 蔗

糖 70 Âmmol/ L , KCl 50 Âmmol/ L , Hepes 2 Âmmol/ L , MgCl2 4

Âmmol/ / L , KCN 2 Âmmol/ L , BSA 1. 5 Âmg / ml , Rotenone 4

μmol/ L , p H 7. 4。反应温度为 25 Â℃,反应体积 2 Âml。测定

线粒体复合体 I + III和 II + III的总 H + / 2e ,分别加入苹果酸 0.

1 Âmmol/ L +谷氨酸 1 Âmmol/ L ,琥珀酸 3. 3 Âmmol/ L。线粒

体蛋白浓度为 1 Âmg/ ml。在丹麦产 p HM84 Research p H计上

测定并记录样品以 Fe3 +作为人工电子受体 ,氧化 M + G和 S过

程中介质 p H值的变化情况。以 120 Ânmol/ L 精确定量的 K3 Fe

(CN) 6 启动反应 ,随质子被呼吸链跨膜泵出 ,使介质 p H降低 ,降

低幅度由记录仪记录。待 Fe3 +完全被还原后 ,介质 p H趋于稳

定或回升 ,加入 1μl 0. 1010N标准盐酸进行浓度标定 ,重复两次

以确定 p H变化。H + / 2e按下列公式计算 :总 H+ / 2e = ( Fe3 +

引起的 p H下降×标准盐酸摩尔浓度 ×2/标准盐酸引起的 p H

下降) / Fe3 +摩尔数。

1. 5　线粒体呼吸控制的测定

　　极谱法测定苹果酸 +谷氨酸及琥珀酸为呼吸底物的态 4呼

吸速率 (state 4)、态 3呼吸速率 (state 3)及呼吸控制比 (respirato2
ry control rate , RCR)。采用 Clark氧电极测定密闭反应体系中

氧饱和度的变化 ,以确定线粒体耗氧速率 [5 ]。

1. 6　统计学处理

　　实验数据由 SPSS统计软件处理 ,以 X ±S 表示 , t 检验。

显著性水平为 P < 0 . 05。

2　结　果

2. 1　线粒体电子传递与质子泵出偶联状况 ( H + / 2e)

　　以 M + G为呼吸底物的总电子传递与质子泵出比值 ,运动

后即刻分别较运动前安静值下降 9. 97 %( P < 0. 05) ,而以 S为

底物的总电子传递与质子泵出比值无显著性变化。表明 ,心肌

线粒体复合体 I参与的电子传递与质子转移偶联程度降低 ,见

表 2。

2. 2　大鼠心肌线粒体以苹果酸 +谷氨酸为底物的呼吸控制

　　运动性疲劳状态下大鼠心肌线粒体以苹果酸 +谷氨酸为底

物的态 4呼吸显著高于安静时 ,呼吸控制比显著低于安静时 ,态

3呼吸无显著性变化 (表 2)。

表 1　力竭运动后肝脏线粒体呼吸链 I + III和 II + III电子传递与质子泵出比 ( H + / 2e)变化 ( X ±S)

Control ( n = 6) Exercise ( n = 7) 　%

Complexes I + III 3. 21 ±0. 27 2. 89 ±0. 29 3 - 9. 97

Complexes II + III 2. 71 ±0. 07 2. 65 ±0. 08n. s. - 2. 21

　　注 : 3与对照相比 , P < 0. 05 ;n. s. 与对照相比 ,无显著性差异

表 2　运动性疲劳状态下心肌线粒体苹果酸 +谷氨酸为底物的呼吸控制的变化( X ±S )

Control ( n = 6) Exercise ( n = 7)

State 4 (nmolO2/ min. mgpro. ) 5. 87 ±0. 67 6. 79 ±0. 95 3
State 3 (nmolO2/ min. mgpro. ) 36. 59 ±5. 52 38. 05 ±5. 42ns

RCR 6. 22 ±0. 57 5. 62 ±0. 45 3

　　注 : 3与对照相比 , P < 0. 05 ;n. s. 与对照相比 ,无显著性差异

2. 3　大鼠心肌线粒体以琥珀酸为底物的呼吸控制

　　运动性疲劳状态下大鼠心肌线粒体以琥珀酸为底物的态 4

呼吸显著高于安静时 ,呼吸控制比显著低于安静时 ,态 3呼吸无

显著性变化 (表 3)。
表 3　运动性疲劳状态下心肌线粒体琥珀酸为底物的呼吸控制的变化( X ±S)

Control ( n = 6) Exercise ( n = 7)

State 4 (nmolO2/ min. mgpro. ) 44. 99±7. 54 54. 86 ±7. 68 3

State 3 (nmolO2/ min. mgpro. ) 114. 07 ±13. 73 128. 08 ±22. 09ns

RCR 2. 56 ±0. 21 2. 33 ±0. 13 3

　　注 : 3与对照相比 , P < 0. 05 ;n. s. 与对照相比 ,无显著性差异

3　讨　论

　　H + / 2e是质子氧化还原势能 (ΔEh)转化为质子电化学势能
(ΔP ,ΔμH+ )的能量偶联量程度 ,反映电子传递与质子泵出偶联

程度[5 ]。本实验观察到力竭性运动后心肌线粒体呼吸链复合体

I + III电子传递与质子泵出比值 ( H+ / 2e)明显降低 ,表明线粒

体 NADH呼吸链的电子传递与质子泵出偶联程度均下降。力

竭运动后线粒体呼吸链复合体Ⅰ活性降低已在大鼠肝脏、心肌

和骨骼肌中观察到 [6 ]。复合体Ⅰ活性降低的原因可能和疲劳时

自由基生成及脂质过氧化损伤增加[7 ]、线粒体膜流动性的改

变[8 ]、线粒体膜磷脂含量下降 [9 ]有关。虽然目前力竭运动后线

粒体内膜呼吸链复合体 Ⅲ(CoQ - CytC还原酶)的功能变化尚

未见报道 ,但推测上述因素亦将在一定程度上影响其活性 ,降低

其质子泵功能 ,使 H + / 2e下降。线粒体呼吸链电子传递与质子

泵出偶联程度降低 ,直接导致线粒体合成 A TP的质子电化学势

能下降 ,从而降低了线粒体合成 A TP的效率。

　　本实验中观察到运动性疲劳状态下心肌线粒体以苹果酸 +

谷氨酸为底物和以琥珀酸为底物的呼吸控制比显著下降 ,线粒

体呼吸控制比的下降是由态 4呼吸增加引起的 (见表 2、3)。呼

吸控制比是评价线粒体完整性和氧化磷酸化偶联程度的灵敏指

标 ,其下降表明线粒体氧化磷酸化偶联程度降低 ,线粒体功能受

损。Groen等人的研究认为态 4呼吸受跨线粒体内膜的质子漏

控制[9 ] ,运动性疲劳状态下态 4呼吸速率增加表明线粒体质子

漏增加。从目前的研究来看 ,运动性疲劳状态下态 4呼吸速率

加快 ,质子漏增加的可能原因包括线粒体膜通透性改变 [10 ]、体
温升高[11 ]、电子漏增多引起的质子漏 [12 ]。

　　线粒体在通过氧化磷酸化 ,将底物的氧化还原势能转变为

质子电化学势能再转变为 A TP中所含磷酸能的过程中 ,电子传

递与质子泵出脱偶联、质子电化学势能经非 A TP合成途径的消

耗以及 A TP合成酶系的损伤都将使线粒体氧化磷酸化偶联程
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度降低。本研究的结果提示运动性疲劳下心肌线粒体氧化磷酸

化偶联程度降低 ,无效氧耗增多 ,这可能是线粒体氧利用率下降

的重要机制。运动性疲劳状态下线粒体氧化磷酸化偶联程度降

低与质子漏增加 ,电子传递与质子泵出脱偶联 (线粒体 Q 环功

能障碍)等有关。
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创新的价值依据。因此 ,在新的社会经济发展背景下 ,体育制度

的改革与创新将有利于经济增长 ,同时也必然有利于高效率地

发展体育事业 ,从而更有效地实现奥运争光的目标。这样 ,在理

论上双重目标于一个新的层面上达到了均衡。而实践中 ,制度

的创新还将是一个不同利益集团动态博弈的复杂过程。
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