
中 山 大 学 学 报 1 9 6 4 年 第 3 期

缺氧及某些条件下大白鼠大脑谷

一丙褥氨酶活力的变化
’

苏 拔 肾

( 生物 系 )

自从 B r u n s t e i n 和 K r i t z m a n n 29 3 7年发澳酶促氨多明哆挽作用且来
〔 ” ,

对井 多

动物
、

植物粗麟
、

微生物抽提液中氨基移换酶均进行了系就的研究
〔 2 ’ ,

它在 生物界

中广泛分布及代榭中的重娶作用已被天量工作所豁实
〔 3 jt ` 〕 ,

在哺乳动物粗 搬中
,

由于大多数 L 一氨基酸氧化酶活力很低
,

分布不广
,

棘氨作用在代榭中的重要性
,

更引起了人们的注意
〔” 〕

。

谷氨酸一草酞乙酸斡氨酶 ( 似下商称G
.

O
.

T
.

)
,

谷氨酸 一丙酮酸斡氨酶 (且下

筒称 G
.

P
.

T
.

) 在棘氨作用中占有中心地位 〔` 〕
.

1 9 3 9年 Br un
s t ie n 靓明权多氨共酸

均能与 G
.

O
.

T
.

及 G
.

p
.

T
.

体系相偶联进行氧化股氨基作用
〔“ 〕 ,

3 a6 aP 叹 H H 还欲

为
:

动物脑叙俄中的氨基酸
,

除了 L 一谷氨酸能腹接氧化脱氨莱外
,

其他氨基酸均

需通过斡氨作用而进行 〔 , 〕 。

脑粗撇中存在活跃的稗氨作用
〔色’ ,

表明脑初批物代榭

和氨基酸代榭有着密切的联系
。

天脑粗袱具有一系列稠节撰量代蒯的机构 〔 , 〕。

在正常状况下
,

脑的讹 量 来源

主要依靠血糖所供籍 〔7 〕 ,
但在某些情况下

,

脑粗蔽也能利用某些非糖物质作 为 能

盘的来源 〔’ 。〕 。

天脑对缺氧及低血糖反应均极为灵敏
,

缺氧条件下
,

脑的 能 量来源

主要廷效无氧酵解徐径来雄持
,

此时产生大量乳酸 〔7 八 ” 〕 ,

随者缺氧时固的延长
,

酵解强度又趋减弱
,

祖脑中乳酸的积果仍高于脑中糖元及葡萄 糖 所 能 棘 换 的 总

t 〔’ 2 〕 ,

规明脑中发生着由其他物厦形成乳酸的过程
。

因此
,

在缺氧条 件下
,

研究

各种物厦相互棘变
,

尤其是氨基酸和糖之圈相互棘变
,

将是一个有意义的周题
。

关于大脑缺氧及低血糖时
,

脑中各种物质成分的变化
,

前人已做了许 多 工 作
t ’ a 〕 〔 `咭 )

。

不同缺氧条件下
,
脑中 G

.

O
.

T
.

活力的变化也有过一些工作
` ’ 5 〕 ,

但用窒

息方法研究不同时简内脑中 .G P :T 活力的变化的查料还很少
,

低血料时鼠脑忱 .P’ r
.

活力研究工作也不多
。

本实磁主要探求窒息引起缺氧及低血糖时
,

大白鼠认
一

脑 G
.

.P’ f
.

. 本工作得到北京大学王貌岩先生指导
,

镬此致谢
。
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活力的变化
,

似求对氨基酸代榭和粉代榭之简关系的进一步研究
,
提供一点放索

。

材 料 和 方 法

(一 )材料
:

成年健康大白鼠
,

体重平均为 2 00 一 2 30 克
,

取其大脑部分
,
脑重平

均 1
.

1一 l
。

3克
。

(二 )处理方法
:

缺氧
:

弓I起缺氧方法是将动物置于体积为 2 700 一 2 9 0 0毫升体和密阴干燥器内
,

进行窒息性缺氧
,

一般成年健康大鼠在这样处理条件下 2 小时半左右死亡
。

此实蹦

共分缺氧30
` ,

60
’ ,

频死期 ( 此时动物瞳孔放大
,

卧倒
,

呼吸极弱 ) 及频死期后恢

复供氧 30
`

等四个粗进行
。

胰岛素处理
:

每公斤体重动物注射胰 岛素 20 0 个单位 ,
第一次出现座擎时 ( 气

喘
,

吱呼声 ) 杀死
。

饥鳅
:

动物除抬水外
,

禁食 2 一 3 天后杀死
。

( 三 ) 匀浆助制备
:

正常及实尉动物处理后
,
用剪刀迅翘剪下天部

,

小心挖山

脑子
,

用滤机吮干血痕
,

然后切取大脑部分
,

称重
,

似 0
.

I M p H 7
.

4磷酸程仲液制成

二 _
_ _

_
_ . 。 . , .

1
l

一

:

40 之匀浆
。

使用 时
,

每 20 m l 匀 浆 含
一

玄扮二M 碘酷酸 o
.

s m l
,

以抑制乳酸脱氢`
一

~
一 J
刀 、 .

~
` ’ J ” 子 ’

~ “ ” ’ 一 `

一
J
刀 、 曰 5 0 0 一 ~ “ , ’

~
” .

U “
` 一

’

~ 万
卜 ’ p u 丁

`

既
` ,
几分

酶之活力
〔 ’ “ 〕 ,

以上操作均在冰冷条件下进行
,

断头时
,

注意保持动物既安静
。

(四 )棘氨酶活力的彻J定
:

采用 T o n h a z y 方法
〔 ’ 7 〕 ,

并参考 C o h e n 民报告 〔 “̀ 〕 ,

作了某些修改
,

匀浆偎度改为 1 : 40
,

保温时周改为 30
’ ,

lrtJ 时作了 L一丙氨酸氧化酶

活力既校正
,

方法的原理朝拯如下
:

1
.

在G
.

P
.

T
.

催化下
,

L 一丙氨酸与
a 一

酮戊二酸反应生成丙酮酸和谷氨酸
。

C O O日

1
C ll N H Z

{
(二日3

C O O H

!
C H

,

C O O IJ

{
`

G
.

p
.

T
.

+ C H
,

—
决

生 _ D H 7
.

4 ,

3 8
o

C
C 二 O

r 一 ”
一 `

- 一 -

】

C O O H C H

1
+ C H=H

IC|C

C O O H

}
C H N H Z

!
C O O十I

2
.

利用 2
.

4 一二硝墓笨麟就剂侧定丙酮酸之生成量
。

欲就剂与丙酮酸反应后
,

生

成丙酮酸二砧盆笨腺复合物
,

再用甲笨抽提分离
,

在弛碱溶液中呈色
。

3
.

L一丙氨酸氧化酶活力侧定
:
在缺乏

a 一酮戊二酸条件下
,

用同上 方 法侧定

丙酮酸牛成量
。

在本实 喻条件下
,

欲酶活力很低
,

未超过各初实肺簇差范围外
,

故

忽略不豁
。

( 五 ) 操作步墩
:
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每粗实阶均作平行二个藏管
,

每管加入底物 0
.

I M
。

p H 7
.

4 L 一 丙氨酸 和
a 一酮

戊二酸各 0
.

2 n 一1
,

0
.

I M
,

P lj 7
.

4磷酸麟冲液 0
.

4 n z l
, 3 8

”
e 保温 10

’

后
,

加入 1 : 4 0脑

匀浆 0
.

111
1 1

。

继擅保温 30
r

( 其简播动二至四次 )
,

保温后
,

各管 立 即 加入 1 00 拓

三氯酷酸 0
.

1 0 1
,

使反应批止
,
隘即加入 2 。 4一 二砒基苯拼飘荆 l ,

ln
,

播匀
。

再保温

10
’

( 3 8
“

c )
,

取山冷却
, 各管加入 甲苯水鲍和溶液 2 m l ,

振辞数分钟
,
使 各 管抽

提程度完全一致
,

然后在室温下静置 20
’

一 30
’ ,

取各管甲笨层 1 m l移入 另 一 藏管

中
,

加入 5 m l 丫O H 一 95 拓乙醇溶液
,

使之呈色
,

在国产科伟此色 扑 5 20 m 召 滤光片

下覆数
。

寨白对照粗除先加入三氛酷酸破坏酶的活力外
,

其余条件与实脸粗完全一致
。

(六 )标准曲接及回收率
:

在本实娥条件下
,

丙酮酸澄度在 20 户 g一 1 60 召g Zm l 范

围 内与光密度成正比
,

回收率为9 1
.

2一 98
.

3拓
。

实 孩 桔 果

(一 )正常鼠大脑G
.

P
.

T
.

活力的侧定
:

每叙数字代表一只动物
,

我俏共 ?lllJ 定了十五批正常实啦动物天脑 G
.

P
.

T
.

的活

力 ,
平均值为77

,

4上 8 产川 ol e 丙酮西到克解粗棍 Z小时
,

各次实磁粘果晃表一
:

表一 正常大白鼠大脑 G
.

P
.

T
.

活力侧定

实实 脸 时 简简 实 脸 批 次次 酶 活 力力

((((((( 产 m l e

丙酮酸 /克解 祖傲 /小时 )))

1119 6 3
,

222 111 9 4
.

555

1119 6 3
,

222 222 7 0
.

000

111 9 6 3
,

222 333 8 0
.

000

111 9 6 3
,

222 444 9 0
.

999

111 9 6 3
,

333 555 8 7
.

222

工工9 63
,

333 666 7 4
。

222

111 9 63
,

333 777 73
.

000

111 9 6 3
,

333 888 9 6
.

000

111 9 6 3
,

555 999 72
.

777
...

1 9 6 3
,

555 1 000 76
.

444

111 9 6 3
,

555 1 111 5 1
.

7 ...

111 9 6 3
,

555 1 222 72
.

000

1119 6 3
,

1000 1 333 73
.

000

1119 6 3
,

1 000 1444 75
.

000

1119 6 3
,

1 000 1 1 555 75
.

000

平平 均 值值值 7 7
.

4士 8
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2
.

不同缺氧时简鼠大脑 G
.

p
.

T
.

活力之侧定

共分四粗
:

缺氧 30
’ 、

缺氧 6伙 缺氧至经死期
、

搔死期后恢复供氧 30
’ ,
每

粗每次实麟时均同时作一正常动物侧定
,
以鼓对照

。

各粗实脆桔果兑表二
:

表二 不同缺氧时背大白舅大脑 G
.

P
.

T
.

活力侧定

实骇批次 正 常 祖

4

5

7

9

10

1 1.

12

1 3

1 5

.

一

竺皇
一

兰
.

…
.

一

竺竺竺-

…
~ ~

竺色奎竺i些竺
一

…
一
矍继

1 }
1 1 0

·

0
{

1 1
1 2 3

·

0
{

1 }
” 5

·

0

1
8 7

·

3
!

1 30
·

0 { ” 5
·

3

… “ 5
·

4

13 5
·

5

{
1 27

·

0 { 7 2
·

7

{
” 0

·

o

72
.

8 ; 6 5
.

4 } 6 5
。

4 }

10 2
。

0

1 1 6
.

0

1 0 3
。

0

。

4

。

5 76
.

4

10 5
。

0

88
.

0

76
.

0

6 2
.

0

o92
t了连一曰了OC
ù
0

:
,

……
nUt了no26
,1
325O口8尸片了了行矛民Ut了峥̀片̀

平均值 7 4
.

7 1 0 2
.

8 1 10 2
.

0 { 8 5
。

4 7 4
.

5

酶活力单位 : 群。 ol e丙酮酸 /克阶祖徽 /小时

夸 木批动物品种及健康状况与前有较大的差异
,

侧得酶活力蛟低
,

但不同缺氧时 固 僻活力

变化与各批次比较是一致的
。

么各批实脆动物正常粗G
.

P
.

T
.

活力为 1 00
,

此较不同缺氧时同腻大 脑 G
.

P
.

T
.

括 力变化如 图一
:

G
.

P
.

T
.

相对活力
1 5 0

14 0

1 3 0

1 2 0

1 10

1 0 0

9 0

8 0

70

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

1 0

卫兰旦止匕一
~ . , ,二

. 4t
。

4

g 二 7

正常 缺氧 30
产

缺氧 60
,

频死期 恢复供氧 30
沪

图 1 正常及不同缺氧时简大白扇大脑G
.

T
.

P
.

相对活力比较 ( 以各批实服大白尔正常耗

G
.

T
.

P
.

活力为 10 0 )
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一—

一—
~

一一— 一一
-

- 7

图一就明
:

缺氧 30
’

酶活力此正常粗有显著升高
,

30
`

一 60
’

酶活力一直雄 持 在

鼓高水平
,

频死期虽此缺氧60
`

时略有降低
,
但一般仍高于正常 值

,

此时酶活力变

化幅度较大
,
频死期后恢复供氧 30

` ,
酶活力趋 6[J 正常水平

。

( 三 ) 饥饿及胰岛素处理对鼠大脑 G
.

P
.

r
.

活力的影响
:

在木实阶中
,

我们 初步

朋察到凯峨及胰岛素处理引起鼠大脑 G
.

p
.

T
.

活力降低现象
,
机娥二至三天后 奴脑

G
.

P
.

T
.

活力为 50
.

1土 7产 m ol e丙酮酸 l克解翘被 Z小时
,

此正常粗棍降低为 6 5 肠
,

胰

岛素处理后
,

.

鼠脑 G
.

p
.

T
.

活力为 49
.

9士 8召 m ol e丙酮酸 l克解粗撤 Z小时
,

此正常叙

麟降低为 6 4
.

4拓
。

表三 凯徽及胰岛素处理大白宝大脑 G
.

P
.

T
.

活力的测定
。

实 殷 批 次 正 常 值 靓 娥
( 2一 3天 )

胰属素处理
( 2 00单位 / K g体雷 )

0
ūn04.

…
sd
ù,上

6 9
OU曰0月任

502
ūO37485856

一
U
一lIwe0074738780

嘴1

2
no月任曰勺

6

均 均 值 78
.

7 50
.

1士 7 4 9
.

9土 8

( 酶活力单位 : 召m ol e丙酮酸 /克龄祖傲 /小时 )

豺 输

( 一 ) 本实墩使用窒息缺氧方法
,

致死期此较援慢
,

体外气压变化很少
,

接近

于自然缺氧条件
,

( 二 ) 正常鼠脑 G
.

P
.

T
.

活力的侧定
:

文献中各作者由于使用方法及实服条件

不同 , 所得枯果差别颇大〔1 9〕〔20 )〔21 〕,
我俏侧出正常大白鼠大脑 G

.

P
.

T
.

活力为

77
.

4 士 8户 m ol e丙酮酸 /克解粗蔽 l小时
,

稍低于 A w a p ar a 使用抵层析方法所 得 桔 果

( 1 5 4户m ol e谷氨酸 l克解祖毅 l小时 )
、

( 1 9 〕,

与顾天爵方法所得拮果相一致 ( 7 3拜m ol e

谷氨酸 l克群叙袱 /小时 ) 〔2的
,

( 三 ) 天脑是大量需氧和渭耗能量的器官
,

脑重不及体重 2厂
,

需 氧 量竟达全

身 1 /4〔2 2 〕,
在正常情况下

,
脑的呼吸商豹等于 1 ,

表明脑活动所 需 能量基本上来

自糖
。

缺氧时
,
乳酸的积果 ( 7 〕

,

意味着酵解徐径的加强
。

赵是缺氧时呼吸作用受

到抑制时一种代蒯的补偿
。

另脑粗麟翅含有极丰富且 白质和氨基酸
,

脑中游离氨甚

酸澄度钓二倍于血掖的含量〔1 1〕
。

正常状况下
,

氨基酸与糖可且通致棘氨作用而相

互棘变
,

廷一点已为箫多工作所征实 ( 7 )〔8 ) ( 23 〕
。

在缺氧情况下
,
糖与氨基酸之简
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相互斡变的群糊情况
,

迄今仍未完全了解
。

王舰岩等曾靓明断头缺氧时头 小白鼠大

脑G
.

O
.

T
.

活 力均有显著提高〔1 5〕
,

本实麟发观缺氧初期大白鼠脑 G
.

P
.

T
.

活力此正

常粗撇升高为 1 3 8
.

9一 1 37
.

8多
。

这些现象可能规明
,

在氧供应不足情况下脑 中氨基

酸代浏存在下列变化
:

。 , ,
,

~
、 。 、 .

, *
_

,、 、
二 G 0

.

T ~ ~ ~
.

~ , 二 _
,
二

r目廿氦股十 a 一刽可厌二皱 二
一

什熟股十 早队乙股

闷

丙氛酸 + 。 一

鳅
二酸生竺止谷氨酸

+ 丙酮酸
,

谷氨酸生全呈亘叁竺曼
…
竺

今 。 一酮戊二酸 + N ll3 月

此外
,

前人工作靓明
:

缺氧能 引起中根神柳兴奋
,

大量消耗能量
,

有氧过程趣

步被抑制
,

无氧酵解大大加强
,

血地含量逐渐降低 〔1 1 ) ( 24 〕 ,

乳酸积累超过血糖及

糖元所能绷场的总量〔12 〕
,

这些迹象表明
,

在缺氧情况下
,
脑叙麟存在着利用氨基

酸作为能量来源的可能性
。

( 四 ) 录乏二和图一表明
:

隘着缺氧时简的延长
,

脑中 G
.

P
.

T
.

活力并没有陇时简

而升高
,

至频死期反而此缺氧 60
’

有所下降
,

而且此时 G
.

p
.

T
.

活力变化不大稳定
,

可能禽明动物在须死期中枢神挫系扰失常
,

代榭徐径出现了紊乱现象
,

但在整个缺

氧过程中G
.

p
. ’

f
.

活力都雄持在高于正常粗掇水平
,

这是明显的
。

缺氧时
,

酵 解过程

是脑叙棍供能 全要徐径
,

蒋氨酶在缺氧时活力升高和供桃可能存在一定关系
,

故酵解

和搏毓勉程对不同缺氧时周反应存在着某些相似之处 〔12〕
。

另在木实阶条件下
,
缺

氧 30
’

一60
` ,

有氧氧化途径并 未 完 全抑制
,

因而丙氨酸通勉搏氨作用生成丙酮酸

后
,

坯有可能 进入三攒酸循环进行氧化
,

级后有氧氧化逐渐被抑制
,

随着大脑兴奋

性也渐降低
,

能最消耗的减少
,

故 G
.

P
.

T
.

活力推持一定水平后而下降
。

( 五 ) 生命恢复 30
’

后
,

显脑 G
.

P
.

T
.

活力下降至正常水平
,

在此期简
,

脑粗被

能代榭可能与频死时简不同
,

频死时周酵解途径极弱
,

血糖供应不足
,

而生命开始

窿醒后血糖含量此频死期大大增加〔2 5〕。

虽然
,

在 M
.

C
.

r ae
B c K a 只 的 实肺中骨现

察到动物在临床死亡期后恢复生命 1一 2 小时内不能利用有氧氧化途径
,
所需能盘

几乎由无氧酵解所推持 ( 1 1〕 ,

但此时脑中血糖升高及缺氧时期丙氨酸的消耗
,

含量

减少
,

无需再利用非糖物质以推持能的平衡
,

可能是造成G
.

P
.

T
.

活力下降原因
。

担

在生命恢复时固
,

是否发生着糖向氨基酸斡变途径
,

赶有待于似后工作的蔽实
。

( 六 ) 饥徽及肢岛素处理均能引起血中葡萄粉含量的下降
,

低血糖时脑中物厦

代榭变化
,
前人已有卉多工作

,
徐京华曾征明

:

脑缺乏葡萄糖时谷氨酸大量斡变为
a 一酮戊二酸 2 6〕 G ar iu st o 和 R叩 p 等人也现察到胰岛素处理 引起动物 疲 肇时

,

脑中谷氨酸
,

丙氮酸含量下降 ( 27 〕〔2 8 〕,

而胰岛素处理引起脑叙微能代榭的变化
,

除血糖降低外
,

还可能与脑的机能状态改变有关
,

据王世具等人报告
,

动物发生厘

肇时
,

脑未且授大量消耗能量
,

葡萄糖氧化率大大加强 〔 7 〕 ,

仇娥则无此反应
,

在我俏

实麟中现察到饥饿及胰岛素处理均导致脑中 G
.

P
.

T 活力的下降
,

A w aP ar a 用抓肝

J
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作实麟
,

也视察到动物旬料养份不足时
,

肝
「
卜G

.

0
.

T
.

和 G
.

P
.

T
.

活力显著降低
,

并款

为这可能是酶旦白合成速率受到了影响 ( 29 〕
,

但在木实胧处理条件下
,

脑
『
卜G

.

P
.

T
.

活力下降机制是否如此
,

简难 肖定
。

在徐京华报告中还提到脑缺乏萄萄粉时
, 乙酚

翰酶A供应不足
,

也能引起能代蒯中某些障胆
。

这是否 和 G
,

p
.

T
.

活力变化有关
,

都是值得进一步探豺的周翅
。

卜
摘 要

本实墩农时导正常大白鼠大脑谷一丙斡氨醉活力为 77
.

4士 6 君 m ol e 丙酮西到克解

粗袱 Z小时
。

缺氧 30
’ ,

酶活力为 1 02
.

8 闪 l l ol e 丙酮酸 /义解翘棍了小时
,

此兀常状况

升高为 1 3B
.

9多
,

缺氧 60
’

与缺氧 30
’

此较
,

酶活力无明显变化
。

频死期略有下降
,

但

仍此正常值升高为 1 .11
.

4形
。

恢复供氧后 30
’ ,

酶活力下降至兀常水平
。

仇娥及胰岛素处理
,

大白鼠大脑谷一丙 膊 氨 酶活 力此 正常 状 况分 别降低为

5 1
.

8拓和 6 4
.

4形
。
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