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　　摘要:目的　通过线粒体孵育液染锰并用 NAC干预研究锰对大鼠线粒体能量代谢的影响及 NAC的防护效果。方

法　Wistar大鼠 12只 , 麻醉后断头取脑 , 梯度离心得线粒体液。将所得线粒体液分为 6组 , 第 1组为对照组;第 2 ～

5组为不同剂量染锰组 , 分别加入 5、 50、 500、 1 000 μmol/LMnCl2;第 6组为 NAC预处理组 , 线粒体液先用 500

μmol/LNAC预处理 1 h后加 500μmol/LMnCl2。各组于培养箱内 30℃孵育 2h后测顺乌头酸酶 、 线粒体复合体Ⅰ的活

性和线粒体膜电位 , 每个指标重复测量 6次。结果　与对照组相比 , 500、 1 000 μmol/L染锰组顺乌头酸酶活性显著

降低 (P<0.05), 50、 500、 1 000 μmol/L染锰组线粒体复合体Ⅰ的活性和线粒体膜电位显著降低 (P<0.05), 且在

一定范围内随着 MnCl2剂量增加 , 顺乌头酸酶 、 线粒体复合体Ⅰ的活性和线粒体膜电位有降低趋势。与单纯染锰组相

比 , NAC预处理组顺乌头酸酶 、 线粒体复合体Ⅰ的活性和线粒体膜电位显著升高 (P<0.05)。结论　锰可以剂量依

赖性地诱导大鼠脑线粒体能量代谢降低;NAC预处理能预防锰所致大鼠脑线粒体能量代谢降低 。
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Effectofmanganesechlorideonenergymetabolismofbrainmitochondriaofrat
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Abstract:Objective　ToelucidatetheeffectofMnCl2exposureonenergymetabolismofbrainmitochondriaofratandthe

preventiveeffectofNACinvitro.Method　MitochondriafromWistarratswholebrainwerepreparedusinggradientcentrifuga-

tion, thenwereincubatedwithdifferentconcentrationsofMnCl2 (5 μmol/L, 50 μmol/L, 500 μmol/L, 1 000 μmol/L)at

30℃ for2 h;onlyonegroupofmitochondriawaspretreatedwith500 μmol/LofNACfor1 h, andincubatedwith500μmol/L

ofMnCl2 again.Theactivitiesofaconitase, mitochondrialcomplexIandthemembranepotentialofmitochondriaweredetected.

Result　Theresultsshowedthattheaconitaseactivitiesin500 μmol/L, 1 000 μmol/LMnCl
2
groupswerereduced, andthe

mitochondrialcomplexIactivity, mitochondrionmembranepotentialin50, 500, 1 000 μmol/LMnCl2groupswerealsosignifi-

cantlydecreasedcomparedtothecontrols(P<0.05).Whilein500μmol/LNACpretreatedgroup, theactivitiesofaconitase,

mitochondrialcomplexIandthemembranepotentialofmitochondriawereallincreasedcomparedto500μmol/LMnCl2group(P

<0.05).Conclusion　Itissuggestedthatmanganesecoulddose-dependentlyinducethedeclineofenergymetabolismofbrain

mitochondriainrat;thischangecouldbepreventedbypretreatingwithNAC.

Keywords:Manganese;N-acetylcysteine;Energymetabolism;Mitochondriondamage

　　锰 (Mn)是重要的环境和工业污染物 , 过量摄

入会对脑 、 肝 、 肾等产生有害影响 , 甚至会致癌 、 致

畸 、致突变
[ 1]
。脑是锰毒作用的主要靶器官 , 职业

工人长期接触锰尘 , 可出现类似帕金森病的临床表

现
[ 2]
。锰的毒性机制现在还不太清楚 , 研究表明其

很可能与线粒体的结构和功能异常有关。锰对线粒体

具有特殊的亲和力 , 它可蓄积于富含线粒体的组织

中 , 细胞内的锰约 2/3特异地贮留在线粒体基质

内
[ 3]
。有研究发现锰可改变线粒体的形态 , 使线粒

体复合体 Ⅱ的活性降低 , 从而使 ATP合成下降
[ 4]
。

锰还可以引起线粒体基因突变 , 导致细胞凋亡
[ 5]
。

然而关于锰对线粒体功能影响的报道较少 , 且线粒体

功能的改变在锰中毒中的作用仍不清楚。 N-乙酰半胱

氨酸 (N-acetylcysteine, NAC)是合成谷胱甘肽的前

体 , 为一种巯基供给剂 , 同时 NAC自身也是一种抗

氧化剂
[ 6]
。本实验通过线粒体孵育液染锰并用 NAC

干预研究锰对大鼠脑线粒体能量代谢的影响 , 为阐明

锰的毒性机制和锰中毒的治疗提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　脑线粒体的制备

由中国医科大学实验动物中心提供实验用 Wistar

大鼠 12只 , 雌雄各半 , 体重 170 ～ 190 g, 实验前适应

性饲养 7d。线粒体制备用梯度离心法 , 方法如下:大

鼠麻醉断头处死取出整个大脑 , 每次切取 0.15 ～ 0.20
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g脑组织分别放入 1.5 ml匀浆液 (蔗糖 250 mmol/L,

EDTA0.5mmol/L, Tris10mmol/L, pH7.40)中 , 于

玻璃匀浆器中手动匀浆 15次 , 2 000 g离心 3min, 取

上清 , 于12 000 g离心 8 min, 弃上清 , 用 0.5 ml3%

Ficoll液 (Ficoll3%, 甘露醇 120 mmol/L, 蔗糖 30

mmol/L, EDTA25μmol/L)将沉淀悬起 , 加 1ml6%

Ficoll液 (Ficoll6%, 甘露醇 120 mmol/L, 蔗糖 30

mmol/L, EDTA25 μmol/L), 11 500 g离心 30 min,

弃上清 , 加 1.0ml匀浆液 , 将所得所有线粒体液混匀

备用
[ 7]
(以上过程均在 4℃下操作)。

1.2　线粒体的孵育

将所得线粒体液分为 6组 , 第 1组为对照组;第

2 ～ 5组为不同剂量染锰组 , 分别加入 5、 50、 500、

1 000 μmol/LMnCl2;第 6组为 NAC预处理组 , 线粒

体液先用 500 μmol/LNAC预处理 1 h后加 MnCl2

(浓度为 500 μmol/L, pH 7.4)。各组于培养箱内

30℃孵育 2h后测顺乌头酸酶 、线粒体复合体Ⅰ的活

性和线粒体膜电位 , 每个指标重复测量 6次。

1.3　指标测定及方法

1.3.1　顺乌头酸酶　取 50μl线粒体孵育液加入顺

乌头酸酶测定体系 (0.145 mmol/L柠檬酸 , 7.25

μmol/LK3PO4 , pH7.40, 体积 3ml, 温度 25℃)作

用 1 min, 于 240 nm波长处 3 min内动态测定吸光

度
[ 8]
。柠檬酸吸光系数为 3.41 mmol/(L·cm)。

1.3.2　线粒体复合体 Ⅰ　在 A管中分别加入 400μl

反应缓冲液 (Tris10 mmol/L, KCl50mmol/L, KCN

2 mmol/L, pH8.0), 100 μl线粒体孵育液 , 37℃水

浴 10min后 , 加入 10 μl抗霉素 A(0.12g/L)。在 B

管中加入 480 μl反应缓冲液 , 10 μlNADH (10

mmol/L), 10 μl卵磷脂 (10 g/L), 4 μl癸基泛醌

(10mmol/L), 37℃水浴 5min。将 A、 B管两管混合

后于 340 nm波长处 10 min内动态测定吸光度
[ 9]
。

NADH的吸光系数为 6.81 mmol/(L· cm)。

1.3.3　线粒体膜电位　各测定管加入 2.5ml反应缓冲

液 (蔗糖 15 mmol/L, MgCl2 5 mmol/L, 琥珀酸钠 5

mmol/L, K2HPO4 5 mmol/L, Hepes20 mmol/L, pH

7.40), 40μlRh123 (26μmol/L), 补水至 3 ml, 用单

波长荧光分光光度计测量 (激发波长 503nm, 发射波长

527nm)基础荧光值 , 再加入 10μl线粒体孵育液混匀 ,

室温放置 10min后观察样品荧光值的改变
[ 10]
。

蛋白含量的测定用 Lowry法
[ 11]
。

1.4　统计分析

实验所得数据以平均值 ±标准差表示 , 用

SPSS13.0软件单因素方差分析进行组间差异的显著

性检验 , 两组间比较用 Q检验 (students-newman-

keuls, SNK)。

2　结果

2.1　大鼠脑顺乌头酸酶和线粒体复合体 Ⅰ活性

从表 1可见 , 与对照组比 , 500、 1 000 μmol/L

染锰组顺乌头酸酶活性显著降低 (P<0.05);50、

500、 1 000 μmol/L染锰组线粒体复合体Ⅰ活性显著降

低 (P<0.05)。且在一定范围内随着 MnCl2剂量增

加 , 顺乌头酸酶和线粒体复合体Ⅰ活性有降低趋势 。
表 1　不同 MnCl2浓度下大鼠脑线粒体顺乌头酸酶

和线粒体复合体Ⅰ活性 (x±s) nmol/ (min·mgpro)

MnCl2
(μmol/L)

n 顺乌头酸酶 线粒体复合体Ⅰ

0 6 22.58±0.17　 64.92±0.81　

5 6 22.09±0.60　 64.58±1.52　

50 6 22.06±0.33　 61.05±1.52＊△

500 6 　19.04±0.48＊△★ 　50.85±1.79＊△★

1 000 6 　 18.21±0.28＊△★ 　 47.79±1.37＊△★ 

F=251.34　P=1.56×10-23 F=167.41　P=5.71×10-21

　　与对照组比较＊P<0.05;与 5μmol/L染锰组比较 , △P<0.05;

与 50μmol/L染锰组比较★P<0.05;与 500μmol/L染锰组比较 P<

0.05, 表 2同。

2.2　大鼠脑线粒体膜电位

从表 2可见 , 与对照组比 , 50、 500、 1 000

μmol/L染锰组线粒体膜电位显著降低 (P<0.05)。

且在一定范围内随着 MnCl2剂量增加 , 线粒体膜电位

有降低趋势 。
表 2　不同 MnCl2浓度下大鼠脑线粒体膜

电位平均荧光强度 (x±s)

MnCl2 (μmol/L) n 线粒体膜电位荧光强度

0 6 40.55±0.56

5 6 39.09±1.72

50 6 38.30±0.93＊

500 6 26.85±1.46＊△★

1 000 6 21.79±1.46＊△★ 

F=317.21　P=5.14×10-25

2.3　NAC预处理大鼠脑顺乌头酸酶和线粒体复合体

Ⅰ活性

从表 3可见 , 与对照组比 , 单纯染锰组顺乌头酸

酶和线粒体复合体 Ⅰ活性显著降低 (P<0.05);与

单纯染锰组比较 , NAC预处理组脑顺乌头酸酶和线

粒体复合体 Ⅰ活性显著升高 (P<0.05)。

2.4　NAC预处理大鼠脑线粒体膜电位

从表 4可见 , 与对照组比 , 线粒体膜电位显著降

低 (P<0.05);与单纯染锰组比较 , NAC预处理组

线粒体膜电位活性显著升高 (P<0.05)。
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　表 3　各组大鼠脑顺乌头酸酶和线粒体复合体Ⅰ活性 (x±s)

分组 n
顺乌头酸酶

[ nmol/(min· mgpro)]

线粒体复合体Ⅰ

[nmol/(min·mgpro)]

对照组 6 22.58±0.17 64.92±0.81

MnCl2 6 19.04±0.48＊ 50.84±1.78＊

NAC+MnCl2 6 22.23±0.43△ 63.71±1.37△

F=295.99 P=3.85×10-13 F=191.12 P=2.13×10-11

　与对照组比较, ＊P<0.05;与单纯染锰组比较, △P<0.05, 表 4同。

　表 4　各组大鼠脑线粒体膜电位平均荧光强度 (x±s)

　　分组 n 线粒体膜电位荧光强度

对照组 6 40.55±0.56　

MnCl2 6 26.85±1.46＊

NAC+MnCl2 6 39.41±0.78△

F=617.66　P=3.92×10-15

3　讨论

线粒体是能量代谢的主要场所 , 也是易受外来化合

物累及的位点
[ 12]
。线粒体基质的三羧酸循环酶系通过底

物脱氢生成 NADH, NADH通过呼吸链氧化导致跨膜质

子移位形成跨膜电位 , ATP合成酶利用跨膜质子能量梯

度合成 ATP。中枢神经系统中几乎无能量储备 , 且脑中

95%以上的能量由葡萄糖代谢提供 , 因此中枢神经系统

功能与线粒体能量代谢的状态密切相关。

顺乌头酸酶 (aconitase)是三羧酸循环中的酶 ,

催化柠檬酸生成异柠檬酸。本研究发现 , 500、 1 000

μmol/LMnCl2导致顺乌头酸酶活性降低 , 这与 Wei

Zheng等的研究结果是一致的
[ 13]
。顺乌头酸酶含有

[ 4Fe-4S] 中心 , 3个铁原子与半胱氨酸残基相结合 ,

第四个铁原子 Feα暴露于胞浆中 , 催化柠檬酸生成

异柠檬酸 , 然而由于 Feα暴露于胞浆中很容易受各

种化合物的攻击 。WeiZheng等认为锰和铁的原子半

径和化学性质相近 , 锰可以取代 Feα, 使顺乌头酸

酶活性降低
[ 13]
。本研究中 NAC预处理导致顺乌头酸

酶活性升高 , 说明锰诱导的自由基增加也可使顺乌头

酸酶活性降低 。失活的顺乌头酸酶形成 [ 3Fe-4S]
+

残基 , 同时释放等量的 Fe
2+
和 H2O2 , 而 Fe

2+
和

H2O2是 Fenton反应的成分 , 他们可生成活性特别高

的 ·OH, 且 GeraldSShadel发现顺乌头酸酶与线粒

体 DNA紧密相连形成 “类核体 ”
[ 14]
, 所以产生的

· OH可以攻击线粒体 DNA, 引发一系列的后续损

伤 。另外顺乌头酸酶活性降低可导致线粒体能量代谢

障碍 , ATP合成下降。线粒体复合体 Ⅰ (mitochon-

drialcomplexⅠ )是呼吸链的入口 , 也是呼吸链上分

子量最大和最重要的酶 , 许多线粒体疾病都与其缺乏

和损伤有关
[ 15]
。本研究中 50、 500、 1 000 μmol/L

MnCl2导致线粒体复合体Ⅰ活性降低 , NAC预处理组

活性升高 , 可能是锰损伤线粒体复合体 Ⅰ的 [ Fe-S]

基团和导致 —SH交联形成 S-S而使其活性降低。线

粒体复合体 Ⅰ活性降低可阻断 NADH进入呼吸链进

行电子传递 , 导致细胞能量代谢障碍 , ATP合成受

阻;并且使 Co-Q部位聚集的电子增多 , 导致电子漏

流增加 , 自由基产生增多 。线粒体膜电位 (mitochon-

drionmembranepotential, MMP)是由线粒体内膜两

侧质子及其他离子不对称分布形成的 , 为保持线粒体

正常功能所必需的 , 是评价线粒体功能的敏感指

标
[ 16]
。本研究发现 , 50、 500、 1 000 μmol/LMnCl2

导致 MMP降低 , NAC预处理导致 MMP升高 。MMP

下降 , 将导致线粒体能量代谢障碍 , ATP合成降低。

同时 MMP降低还是凋亡的一个早期事件 , 该过程早

于 DNA片断化和磷脂酰丝氨酸残基暴露于细胞表面。

一旦 MMP耗散 , 细胞将进入不可逆的死亡过程 , 即

使消除凋亡因素 , 细胞也会发生凋亡
[ 17]
。

本研究结果显示 , 锰引起大鼠脑线粒体顺乌头酸

酶 、线粒体酶复合体 Ⅰ活性和 MMP降低 , 从而导致

线粒体能量代谢降低 , ATP生成减少 。另外顺乌头酸

酶和线粒体复合体 Ⅰ活性降低可导致自由基产生增

多 , 过多的自由基不能被及时清除 , 可引起生物膜结

构蛋白质和脂质过氧化 , 损害线粒体膜的通透性 , 使

ATP合成进一步下降 , 形成恶性循环 , 造成神经系统

的损伤 。MMP下降 , 可以引起神经元的凋亡。另外 ,

本研究显示 NAC对锰致顺乌头酸酶和线粒体酶复合

体 Ⅰ活性和 MMP降低有很好的拮抗作用。由于 NAC

具有清除自由基 、 调节细胞代谢 、 抗细胞凋亡等作

用 , 已较多应用于临床和实验研究中
[ 18]
, 而在重金

属特别是锰毒性的研究和治疗中却不多见 , 因此利用

NAC深入研究锰的毒性机制和治疗锰中毒方面具有

广阔的前景 。
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3　讨论

已有的研究表明 , PFIB吸入性急性肺损伤与其

他因素如缺血再灌注 、脂多糖 、油酸等所诱发的急性

肺损伤相似 , 即亦存在着 NF-κB激活 、 致炎细胞因

子 (如 IL-1β 、 IL-8、 TNF-α等)的过度表达 、 肺内

中性粒细胞的聚集和扣押 , 以及中性细胞分泌蛋白分

解酶 (主要是弹性蛋白酶)水平的显著升高等诸多

环节
[ 1, 3, 4, 6]

。而且我们前期的药物干预探索研究表明

PDTC通过抑制 NF-κB活化对 PFIB吸入性肺损伤具

有预防性保护作用
[ 2, 3]
, 盐酸四环素对 PFIB吸入性

肺损伤具有一定的预防性保护和治疗作用
[ 4]
。盐酸

四环素对抗 PFIB吸入性肺损伤的作用可能源于其对

PFIB吸入性肺损伤中肺组织局部聚集和扣押的中性

粒细胞释放的弹性蛋白酶的抑制 (实验数据尚未发

表)。在此基础上 , 通过比较 PDTC预防和 Tet治疗

以及二者联合应用对 PFIB吸入性肺损伤的作用 , 发

现在 PFIB较低剂量染毒条件下 , PDTC预防 、 Tet治

疗以及二者联用均可以减轻肺损伤的病变严重程度

(图 1), 联合应用的防治效果较好 , 但是方差分析的

结果表明二者之间并不存在交互作用;在 PFIB较高

剂量条件下 , PDTC预防和 Tet治疗联合应用对抗

PFIB染毒小鼠死亡显著优于单独应用 PDTC预防和

Tet治疗。从而说明针对不同作用靶标的药物联合应

用的效果优于单独使用 , 也进一步佐证了 PFIB吸入

性肺损伤发生发展过程中的多环节性和复杂性 。本文

的实验结果一方面提示我们 , 在进行 PFIB吸入性肺

损伤治疗过程中 , 联合应用针对 PFIB吸入性肺损伤

的不同发病致损伤环节的药物将会取得比较好的疗

效;另一方面也激励着我们去深入研究并进一步阐明

PFIB吸入性肺损伤发生发展的过程 , 为研究 PFIB吸

入性肺损伤的防治复方奠定坚实的基础。
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