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苍术苷（ATR）是一种二萜糖苷类化合物，在菊科

植物苍耳的果实苍耳子、咖啡豆等都有发现，早期研

究[1-3]发现 ATR具有抑制氧化磷酸化的作用，由于氧

化磷酸化作用直接与电子传递链相偶联。电子传递链

位于线粒体内膜上，由 4种分子量很大的跨膜蛋白复

合体（线粒体呼吸链膜蛋白复合体Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ）、

介于Ⅰ/Ⅱ与Ⅲ之间的辅酶 Q以及介于Ⅲ与Ⅳ之间的

细胞色素 C共同组成[4]。因此，本实验测定呼吸链中

4种蛋白质复合体和 ATP酶的活性，旨在寻找 ATR

抑制氧化磷酸化电子传递链可能的作用靶点，为探明

含 ATR的植物或药物的毒性作用机理提供理论依据，

并为 ATR的安全使用以及探索其中毒的救治方法奠

定一定的理论基础。

1 材料与方法
1.1 药品及试剂 ATR，中科院成都生物研究所提

供，纯度 98.3 %。用蒸馏水配制成 100 滋mol·L-1的

原液，过滤除菌，贮藏于 4 ℃冰箱备用。N -乙酰 -

苍术苷抑制氧化磷酸化的作用机制研究
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摘要：目的 探讨苍术苷（ATR）抑制氧化磷酸化电子传递链可能的作用靶点。方法 将制备好的线粒体悬液分

为对照组、N -乙酰 - L -半胱氨酸（NAC）组、鱼藤酮（ROT）组、NAC和 ROT联合组，每组再分为 4小组，分

别用 0，20，40，100 滋mol·L-1的 ATR处理。测定各组线粒体呼吸链中 4种蛋白质复合体和 ATP酶的活性。结

果 ATR能够抑制复合体Ⅰ、Ⅳ和 2种 ATP酶的活性，且其抑制作用和剂量相关。结论 ATR可能影响呼吸

链电子传递的始端复合体Ⅰ、末端状态复合体Ⅳ和 ATP酶活性，最终抑制 ATP的形成。
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Inhibitive Mechanism of Atractyloside for Oxidative Phosphorylation
ZHANG Wenming， YANG Guirong， LI Hongye， YU Kai， CHEN Wei， LIU Jian（School of Life Science and

Engineering，Southwest Jiaotong University，Chengdu 610031 Sichuan，China）

Abstract：Objective To research the possible targets of atractyloside for inhibiting respiratory chain of oxidative

phosphorylation. Methods The mitochondria suspension was divided into 4 groups， namely blank control group，

N-acetyl-L-cysteine（NAC）group，rotenone（ROT）group，and NAC-ROT combination group. And then each group

was divided into 4 subgroups，which were treated with 0，20，40，100 滋mol·L-1 of atractyloside respectively. The

activities of adenosine triphosphate（ATP）enzymes and 4 complexes at respiratory chain of each group were tested.

Results Atractyloside could inhibit the activities of complexⅠand Ⅳ at respiratory chain，and Na+-K+-ATPase and

Ca2+-Mg2+-ATPase. The effects were dose-dependent. Conclusion It suggested that atractyloside can inhibit the

activities of complexⅠat initial point and ATP enzymes and complex Ⅳ at end point of respiratory chain，which results

into the inhibition of ATP production.
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L -半胱氨酸（NAC），成都科龙化工试剂厂，纯度大

于 99 %；鱼藤酮（ROT），德国 Sigma公司，纯度大于

95 %；超微量 ATP酶试剂盒，南京建成生物工程有

限公司，批号：20120109。

1.2 动物 Wistar 大鼠，SPF 级，雄性，体质量约

200 g，成都达硕生物科技有限公司，生产许可证：

SCXK（川）2008-24 。

1.3 大鼠离体肝细胞线粒体的制备 大鼠空腹 12 h，

脱臼处死，肝脏用生理盐水洗净，滤纸吸干。称取

适量肝组织，剪碎，用预冷的匀浆介质洗涤数次，

然后按每克肝组织加 9 mL 预冷的匀浆液，将肝组

织匀浆， 2000 r·min-1 离心 10 min，取上清液

10000 r·min-1再离心 15 min，所得沉淀即为线粒体，

然后用 PBS液洗涤两次，所得沉淀用 0.25 mol·L-1蔗

糖溶液制成线粒体悬液。用牛血清白蛋白作为标准

品，根据 Bradford方法[5]测出的线粒体悬液中的蛋白

质含量，将该样品稀释 49 倍，得到蛋白质含量

1 mg·mL-1的肝脏线粒体悬浮液。

1.4 分组 将线粒体悬液分为 4 大组，分别为对照

组、NAC组、ROT组、NAC加 ROT联合组。每大组

再分 4小组（n=5），分别用 0，20，40，100 滋mol·L-1

的 ATR 处理。各组相应加入 NAC 和 ROT 预处理

30 min后，再加入 ATR处理 30 min。

1.5 线粒体呼吸链各复合体的酶活性测定 复合体

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ酶活力测定：分别将 6 滋L处理后的

线粒体加入到 300 滋L已经 37 ℃预热好的相应的复

合体反应介质中，孵育 3 min，然后复合体Ⅰ、Ⅱ分

别加入还原型辅酶Ⅰ、辅酶 Q，使其终浓度分别为

100，50 滋mol·L-1启动反应；复合体Ⅲ、Ⅳ加入细胞

色素 C，使细胞色素 C终浓度分别为 125，75 滋mol·L-1

启动反应。复合体Ⅰ在 340 nm，复合体Ⅱ在

600 nm，复合体Ⅲ、Ⅳ在 550 nm，复合体Ⅰ、Ⅲ记

录 0 min和 1 min的吸光度变化值；复合体Ⅱ、Ⅳ记

录 0 min和 5 min的吸光度变化值。按以下列公式计

算酶活性[6]。

复合体Ⅰ酶活性 = （样品读数 -背景读数）×50（样品稀释倍数）
0.006 mg（样品质量）×6.2（毫摩尔吸光系数）×1（反应时间，min）

复合体Ⅱ酶活性 = （样品读数 -背景读数）×50（样品稀释倍数）
0.006 mg（样品质量）×21.8（毫摩尔吸光系数）×5（反应时间，min）

复合体Ⅲ、Ⅳ酶活性 = （样品读数 -背景读数）×50（样品稀释倍数）
0.006 mg（样品质量）×21.8（毫摩尔吸光系数）×1（反应时间，min）

1.6 ATPase活性检测 依据试剂盒提供的方法，测

定 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-Mg2+- ATPase活性。

1.7 统计学处理方法 用 SPSS 13.0 统计软件，数据

以均数±标准差（x依 s）表示，采用单因素方差分析方
法进行统计分析，P < 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果
2.1 ATR对线粒体呼吸链复合体酶活性的影响 由

图 1可见，当 ATR为 0 滋mol·L-1时，与对照组比较，

ROT可抑制复合体Ι的酶活性，NAC对这种抑制有

一定的拮抗作用，但差异均无统计学意义（P＞
0.05）；与 0 滋mol·L-1 ATR 的相应组比较，20，40，

100 滋mol·L-1 ATR的各对照组、ROT+ATR组能明显

抑制复合体Ι的酶活性，差异均有统计学意义（P <

0.05），且这种抑制作用随剂量的升高而增强；在

20， 40， 100 滋mol·L-1 ATR 组内，ROT+ATR 组、

NAC+ROT+ATR组复合体Ι的酶活性明显低于对照

组（P < 0.05），但 NAC对这种抑制有一定的拮抗作

用，提示 ATR能协同 ROT抑制复合体 砖的酶活性。

注：与 0 滋mol·L-1 ATR的相应组比较， *P < 0.05；在 ATR同浓度组

中，与 ATR组比较，#P < 0.05。

图 1 ATR对复合体玉酶活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 1 Effect of ATR on the activities of complex Ⅰ

由图 2及图 3可见，在不同浓度 ATR 组间及同

浓度组内各组的复合体Ⅱ、Ⅲ的酶活性比较，差异均

无统计学意义（P＞0.05）。
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图 2 ATR对复合体域酶活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 2 Effect of ATR on the activities of complex Ⅱ

图 3 ATR对复合体芋酶活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 3 Effect of ATR on the activities of complex Ⅲ

由图 4可见，与 0 滋mol·L-1 ATR的相应组比较，

20，40，100 滋mol·L-1 ATR 的各对照组、NAC+ATR

组、ROT+ATR组、NAC+ROT+ATR 组能明显抑制复

合体Ⅳ的酶活性，差异均有统计学意义（P < 0.05）。

与 20， 40， 100 滋mol·L-1 ATR 的各对照组比较，

NAC+ATR 组、ROT+ATR 组、NAC+ROT+ ATR 组复

合体Ⅳ的酶活性差异均无统计学意义（P＞ 0.05），提

示 NAC、ROT对复合体Ⅳ的活性没有影响。

2.2 ATR 对 ATPase 活性的影响 由图 5、图 6 可

见，ATR浓度为 100 滋mol·L-1时，与 0 滋mol·L-1 ATR

的相应组比较，对照组、NAC+ATR 组、ROT+ATR

组、NAC+ROT+ATR组均能明显抑制 Na+-K+-ATPase

和 Ca2+-Mg2+-ATPase活性（P < 0.05），且 ATR的作用有

一定的量效关系。

3 讨论
早期的研究报道 [1-3]ATR 能抑制腺苷二磷酸

（ADP）与线粒体结合，阻碍线粒体膜内外间的核苷酸

移动，从而抑制氧化磷酸化。但目前还不能确定这是

否是 ATR抑制氧化磷酸化作用的唯一作用机制。

在线粒体进行的氧化磷酸化是由电子传递和磷酸

化两个部分偶联而成。电子传递链分两条途径，一条
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注：与 0 滋mol·L-1 ATR的相应组比较， *P < 0.05。

图 4 ATR对复合体郁酶活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 4 Effect of ATR on the activities of complex Ⅳ
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注：与 0 滋mol·L-1 ATR的相应组比较， *P < 0.05。

图 5 ATR对 Na+-K+-ATPase活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 5 Effect of ATR on the activities of Na+-K+- ATPase

1000

800

600

400

200

0 20 40 100

ATR concentration/滋mol·L-1

* * * *

注：与 0 滋mol·L-1 ATR的相应组比较， *P < 0.05。

图 6 ATR对 Ca2+-Mg2+-ATPase活性的影响（x依 s，n=5）
Figure 6 Effect of ATR on the activities of Ca2+-Mg2+- ATPase
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为复合体Ⅰ-辅酶 Q-复合体Ⅲ-细胞色素 C-复合体

Ⅳ；另一条为复合体Ⅱ-辅酶 Q-复合体Ⅲ-细胞色

素 C-复合体Ⅳ[7]。电子传递过程中释放的自由能在

ATP合成酶的作用下合成 ATP。复合体Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ

被认为是呼吸链中电子传递与磷酸化偶联的 3 个位

点，同时，这 3个复合体也是质子泵出的部位。ATP

酶是一个多组分的结构，在分离状态下具有 ATP水

解酶的活性，在结合状态下具有 ATP 合成酶的活

性。 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-Mg2+-ATPase可以分别调

节线粒体膜的 Na+、K+和 Ca2+、Mg2+的平衡，维持能

量平衡。Na+-K+-ATPase和 Ca2+-Mg2+-ATPase 的活性

在一定程度上可以反映 ATP合成酶的活性。

本实验发现 ATR能够抑制复合体Ⅰ、Ⅳ的活性，

还可能协同 ROT抑制复合体Ⅰ的活性，且与剂量相

关；而对复合体Ⅱ和Ⅲ的活性无明显影响。同时，

ATR还能抑制 Na+-K+-ATPase和 Ca2+-Mg2+-ATpase的

活性，也与剂量相关。结果提示 ATR抑制氧化磷酸

化的机制，除了早期发现的阻碍线粒体膜内外间的核

苷酸移动外，可能还与其抑制呼吸链电子传递的始端

复合体Ⅰ和末端状态复合体Ⅳ以及 ATP酶活性有关。
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玉壶汤对 db/db小鼠糖尿病的药效学研究
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摘要：目的 观察玉壶汤对 db/db 小鼠的降糖调脂作用，并比较党参代替人参后新方与原方的药效。方法

取 12周龄自发性 2型糖尿病 db/db小鼠，将血糖值大于 16.7 mmol·L-1的小鼠按血糖水平分层随机分为模型组、

玉壶汤组、玉壶汤新方组、消渴丸组，另设野生型雄性 db/db小鼠为正常对照组。给药 8周后，以生化仪检测

小鼠血糖、总胆固醇（CHOL）、甘油三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）；

酶标仪检测小鼠血清超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、胰岛素、白介素 -6（IL-6）含量。结果 与模型组

比较，玉壶汤组小鼠血清中血糖、CHOL、TG、MDA和 IL-6含量显著降低，SOD活力、胰岛素水平显著升高

（P＜0.05，P＜0.01）；玉壶汤新方组小鼠血清中血糖、CHOL、TG和 IL-6含量显著降低，SOD活力、胰岛素水

平显著升高（P＜0.05，P＜0.01）。结论 玉壶汤对 2型糖尿病有较好的降糖调脂作用，以党参代替人参入方后

的新方与原方的药效相当。

关键词：玉壶汤；2型糖尿病；db/db小鼠；血糖；血脂
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