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　　摘要:通过线粒体孵育液染镉并用 N-乙酰半胱氨酸 (N-

acetylcysteine, NAC)干预研究镉致大鼠肝线粒体损伤的影

响。结果显示 , 随着染镉剂量的增加 , MDA含量显著升高

(P<0.05), 线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ )活性显著降低 (P<

0.05);线粒体释放细胞色素 C(cytochromeCCytC)含量显

著升高 (P<0.05)。且在一定范围内随着 CdCl
2
剂量增加 ,

线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性有降低趋势 , MDA含量和 CytC

含量有升高趋势。与单纯染镉组比 , NAC预处理组 MDA含量

和 CytC含量显著降低 , 线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ )活性显著升高

(P<0.05)。提示镉可以剂量依赖性地诱导大鼠肝线粒体氧

化损伤;NAC预处理能有效预防镉所致大鼠肝线粒体氧化

损伤。
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镉 (cadmium, Cd)是机体生长发育的非必需元素 , 也

是一种重要的环境污染物。镉极易在体内蓄积 , 对肝 、 肾 、

肺等多系统均可造成损伤 [ 1] 。镉的毒性机制很可能与线粒体

的结构和功能异常有关 , 镉致细胞毒性的早期靶部位可能是

线粒体 , 镉可引起大鼠肝细胞线粒体膜电位呈剂量依赖性下

降 , 其变化可以出现在细胞损伤之前 [ 2] 。 N-乙酰半胱氨酸

(N-acetylcysteine, NAC)是抗氧化剂 , 也是巯基供给剂 , 可

阻断细胞凋亡过程 [ 3] 。 本实验通过线粒体孵育液染镉并用

NAC干预研究镉对大鼠肝线粒体氧化损伤的影响 , 为阐明镉

的毒性机制和为镉中毒的治疗提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　肝线粒体制备

由中国医科大学实验动物中心提供实验用雄性 Wistar大

鼠 6只 , 体重 (180±10)g, 实验前适应性饲养 7 d。线粒体

制备用梯度离心法。将大鼠禁食 12h后 , 腹主动脉放血处死 ,

迅速剖取肝脏称重 , 以 1∶10 (W/V)的比例加入预冷的匀浆

介质 (蔗糖 250mmol/L, 甘露醇 220mmol/L, EDTA1 mmol/

L, Tris-HCl10 mmol/L, 0.25%牛血清白蛋白 pH7.40), 用电

动玻璃匀浆机在冰浴中制成匀浆。低温高速离心机 2 000 g离

心 8 min, 弃沉淀 , 取上清液 , 于 10 000 g离心 2次 , 弃上清 ,

每次 15min, 用匀浆液冲洗沉淀 , 使之悬于 1.0 ml匀浆液中

(以上过程均在 4℃下进行操作)。

1.2　线粒体孵育

将所得线粒体液分为 6组 , 第 1组为对照组;第 2 ～ 5组

为不同剂量染镉组 , 分别加入 10、 100、 1 000、 10 000 μmol/

LCdCl2;第 6组为 NAC预处理组 , 线粒体液先用 500μmol/L

NAC预处理 30 min后加 CdCl
2
(浓度为 1 000 μmol/L)。各组

于培养箱内 30 ℃孵育 1 h后测线粒体复合体 (Ⅰ +Ⅲ)活

性 、 MDA及 CytC含量 , 每个指标重复测定 6次。

1.3　测定指标及方法

线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ )活性测定依据文献 [ 4] 描述的

用细胞色素 C的变化量表示。线粒体 CytC含量按文献 [ 5]

法测定。丙二醛(MDA)含量由硫代巴比妥酸比色法测定 [ 6] 。

蛋白含量由 Lowry法测定 [ 7] 。

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统计学检验 , 两组间比较用

Q检验 (Students-Newman-Keuls, SNK)。

2　结果

2.1　不同 CdCl2浓度 MDA含量和线粒体复合体 (Ⅰ +Ⅲ)

活性

从表 1可见 , 与对照组相比 , 100、 1 000、 10 000 μmol/L染

镉组 MDA含量显著升高 , 线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性显著降

低 (P<0.05), 且在一定范围内随着 CdCl2剂量增加 , MDA

含量有升高趋势 , 线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性有降低趋势。

表 1　大鼠肝线粒体 MDA含量和线粒体

复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性 (x±s)

CdCl2

(μmol/L)
样品数

MDA

(μmol/gpro)

复合体(Ⅰ +Ⅲ)

[nmol/ (min· mgpro)]

0 6 10.97±0.84 262.40±9.76

10 6 11.06±0.78 254.09±8.23

100 6 11.75±0.86＊ 232.51±7.27＊△

1 000 6 14.79±0.73＊△★ 169.96±8.40＊△★

10 000 6 22.64±0.55＊△★□ 97.87±8.10＊△★ □

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与 10 μmol/L染镉组比较 , △P<

0.05;与 100μmol/L染镉组比较 , ★P<0.05;与 1 000μmol/L染镉

组比较 , □P<0.05

2.2　不同 CdCl
2
浓度肝线粒体释放 CytC含量

从表 2可见 , 与对照组相比 , 1 000、 10 000 μmol/L染镉

组 CytC含量显著升高 (P<0.05), 且在一定范围内随着

CdCl2剂量增加 , CytC含量有升高趋势。
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表 2 不同 CdCl
2
浓度下大鼠肝线粒体释放 CytC含量 (x±s)

CdCl2 (μmol/L) 样品数 CytC(mmol/mgpro)

0 6 1.48±0.15

10 6 1.52±0.13

100 6 1.74±0.07

1 000 6 1.93±0.08＊△□

10 000 6 2.67±0.54＊△★□

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与 10 μmol/L染镉组比较 , △P<

0.05;与 100μmol/L染镉组比较 , ★P<0.05;与 1 000μmol/L染镉

组比较 , □P<0.05

2.3　NAC预处理大鼠肝线粒体 MDA含量和线粒体复合体

(Ⅰ +Ⅲ)活性

从表 3可见 , 与对照组比较 , 单纯染镉组 MDA含量显著

升高 , 线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性显著降低 (P<0.05);与

单纯染镉组比较 , NAC预处理组 MDA含量显著降低 , 线粒体

复合体(Ⅰ +Ⅲ )活性显著升高 (P<0.05)。与对照组比较 ,

NAC预处理组 MDA含量和线粒体复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性差异

有统计学意义 (P<0.05)。

表 3　各组大鼠肝线粒体 MDA含量和线粒体

复合体(Ⅰ +Ⅲ)活性 (x±s)

组别 样品数
MDA

(nmol/gpro)

复合体 (Ⅰ +Ⅲ)

[nmol/ (min· mgpro)]

对照组 6 17.24±0.68 872.25±4.83

CdCl2 组 6 24.22±0.51＊ 743.01±5.15＊

NAC+CdCl2组 6 22.46±0.96△ 915.75±6.15△

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与 CdCl2组比较 , △P<0.05

2.4　NAC预处理大鼠肝线粒体 CytC含量

从表 4可见 , 与对照组比较 ,单纯染镉组线粒体释放 CytC

含量显著升高 (P<0.05);与单纯染镉组比较 , NAC预处理

组线粒体释放 CytC含量显著降低 (P<0.05)。与对照组比

较 , NAC预处理组线粒体 CytC含量差异有统计学意义 (P<

0.05)。

表 4　各组大鼠肝线粒体释放 CytC含量 (x±s)

组别 样品数 CytC(mmol/mgpro)

对照组 6 1.48±0.15

CdCl2 组 6 1.93±0.08＊

NAC+CdCl2 组 6 1.69±0.11＊△

　　与对照组比较 , ＊P<0.05;与 CdCl2组比较 , △P<0.05

3　讨论

镉引发脂质过氧化的机制尚不明确。 Watjen等 [ 8]研究表

明 , 镉可能通过置换细胞胶质和膜蛋白络合的铁 、 铜等金属

离子使其释放出来经 Fenton反应发生氧化应激。 线粒体内自

由基含量经常高达 10-11mol/L, 高浓度的活性氧自由基极易

使生成自由基的线粒体呼吸链本身及其邻近的线粒体内膜 、

DNA等超微结构氧化损伤 , 导致线粒体功能丧失 , 最终引起

细胞坏死或凋亡 [ 9] 。脂质过氧化是机体接触毒物后最早出现

的直接损害之一 , 是毒物作用于机体所启动的初级作用。毒

物经过各种途径进入体内后 , 经过一系列的反应可以产生大

量的自由基 , 自由基攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸而产生

的脂质过氧化产物 , 最终形成丙二醛 (MDA)等 , 因此测定

MDA含量可以反映脂质过氧化的程度 , 从而间接反映细胞损

伤程度。本研究观察到镉剂量依赖性的引起线粒体 MDA含量

升高 , 说明镉在线粒体内产生过量的自由基 , 引起脂质过氧

化和线粒体内抗氧化系统受损 , 镉引起线粒体膜脂质过氧化 ,

使线粒体膜结构的完整性受到破坏 , 进而使线粒体功能受损。

NAC预处理使 MDA含量降低到一定水平 , 表明 NAC预处理

对镉引起线粒体氧化损伤有很好的预防作用。线粒体呼吸链

酶复合体Ⅰ (NADH∶CoQ还原酶)和复合体Ⅲ (CytC还原

酶)是活性氧物质产生的主要部位 , 当 1个电子从线粒体复

合体 Ⅰ 或Ⅲ逃逸时 , 它可和 1分子氧结合形成超氧阴离子 ,

超氧阴离子可转化为 H2O2及其他活性氧物质
[ 10] 。复合体Ⅰ

或Ⅲ受抑制使自由基产生增多 , 过多的自由基又使其进一步

损伤 , 形成恶性循环 [ 11] 。本研究发现 , 镉剂量依赖性地引起

其活性下降 , NAC预处理使其活性升高 , 说明镉引起的氧化

损伤特别是线粒体膜的脂质过氧化导致线粒体复合体 (Ⅰ +

Ⅲ)活性降低 , NAC预处理使受损的线粒体复合体 (Ⅰ +

Ⅲ)活性恢复成接近正常的水平。细胞色素 C是一种可溶性

色素蛋白 , 其色素辅基是含铁的卟啉衍生物。 CytC是构成线

粒体呼吸链的主要成员之一 , 在线粒体复合体Ⅲ和复合体Ⅳ

之间传递电子。在正常状态下 , CytC特异定位于线粒体 , 位

于内 、 外膜之间 , 且不能透过生物膜 [ 11] 。在病理条件或外界

理化因子刺激下 , 线粒体膜的通透性发生改变 , CytC释放到

胞浆 , 线粒体内 CytC含量下降。本研究显示 , 镉可剂量依赖

性的引起线粒体释放 CytC含量升高 , NAC预处理使 CytC含

量降低 , 说明镉引起的氧化损伤导致线粒体膜通透性增高 ,

线粒体释放 CytC含量升高 , NAC预处理后线粒体膜通透性

降低 , CytC含量恢复成一定水平。 CytC从线粒体释放到胞

浆 , 可水解 caspase-9酶原成caspase-9, 又进一步水解caspase-

3酶原 , caspase-3被激活后 , 可能作用于胞质中的细胞骨架

蛋白 , 或作用于细胞核中的 DNA酶 , 引起 DNA断裂 , 从而

引发不可逆转的细胞凋亡 [ 12] 。

综上所述 , 镉可以使线粒体内自由基含量增加 , 损伤线

粒体电子呼吸链 , 导致线粒体释放 CytC含量升高 , 进而导致

细胞凋亡 , 这可能是镉毒作用的重要途径之一。 NAC能有效

的拮抗镉导致的氧化损伤 , 对线粒体有很好的保护作用。近

年来 NAC已较多用于呼吸 、 心血管 、 神经系统临床和实验

中 [ 13] , 而在重金属特别是镉毒性的研究和治疗中却不多见 ,

因此利用 NAC深入研究镉的毒性机制和治疗镉中毒方面具有

广阔的前景。
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　　摘要:为研究亚砷酸钠 (NaAsO2)的肝细胞毒性和氧化

应激作用。 NaAsO2(5、10、20、 40、 80、 100和 200 μmol/L)染毒

24 h, 用 AlamarBlue法检则细胞活力;NaAsO2 (2.5、 5、 10

和 25μmol/L)染毒 24 h, 或 NaAsO
2
(10μmol/L)染毒 2h、

6 h、 12 h和 24 h, 用流式细胞术检测细胞内 2′, 7′-二乙酰二

氯荧光素 (DCFH-DA)的荧光强度 , 间接反应细胞内氧化应

激水平。结果 NaAsO2(5 ～ 200 μmol/L)染毒 24 h能够显著降

低 Chang肝细胞的细胞活力 , 且具有剂量-效应关系 (P<

0.01);不同剂量 NaAsO2 (2.5、 5和 10 μmol/L)染毒 24 h,

细胞内荧光强度明显增高 , 分别是对照组的 1.67、 1.96和

2.30倍 (P<0.01);而浓度 10 μmol/L的 NaAsO2 染毒组 ,

细胞内荧光强度在 12 h和 24 h均显著高于对照组 (P<

0.01)。提示无机砷能够产生肝细胞毒性 , 增强细胞内的氧化

应激水平 , 并且具有剂量和时间反应关系。
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砷是一种具有类金属特性的原生质毒物 , 具有广泛的生

物学效应 , 已被美国疾病控制中心和国际防癌研究机构确定

为致癌物 [ 1] 。人类砷暴露主要来自于职业环境 、 自然环境以

及含砷药物的医疗应用等三个方面。 慢性砷中毒具有皮肤角

化 、 色素沉着和脱失等典型的皮肤损伤以及远期潜在的致癌

效应 [ 2] 。关于慢性砷中毒的发病机制 , 目前得到广泛认同的

是无机砷能够诱发机体处于氧化应激状态 , 产生大量活性氧

(reactiveoxygenspecies, ROS)并造成机体多组织和器官的氧

化性损伤。人群流行病学调查表明 , 慢性砷暴露引起人群氧

化应激反应增强和 ROS产生增多 , 从而造成人体脂质和 DNA

等大分子氧化损伤。 本实验用亚砷酸钠 (sodiumarsenite,

NaAsO2)对培养的正常人肝细胞株 Chang肝细胞进行染毒 ,

观察 NaAsO2对 Chang肝细胞的毒性和氧化应激作用 , 为进一

步的深入实验提供依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

Chang肝细胞株购自中国科学院细胞库 , 亚砷酸钠

(NaAsO2 , Fluka, 美国), RPMI1640培养基 (Gibco, 美国),

2′, 7′-二乙酰二氯荧光素 (DCFH-DA)、 AlamarBlue(Sigma,

美国), CO2恒温培养箱 (Heraeus, 荷兰), FACSCalibur流式

细胞仪 (BD, 美国), 酶标仪 (Labsystems)。

1.2　细胞培养

Chang肝细胞株购自中国科学院细胞库。 5%CO
2
、 37℃

下常规培养于 RPMI1640培养基 , 10%胎牛血清(FBS), 1×105

U/L青链霉素。细胞进入对数生长期后用 0.25%胰蛋白酶消

化和常规传代 , 细胞生长至 80%融合后进行染毒和相关试验。

1.3　细胞活力检测

采用 AlamarBlue法 [ 3] 。 Chang肝细胞以 1 ×105 /ml的密

度接种于 96孔板 , 加入 NaAsO2 (0、 5、 10、 20、 40、 80、

100和 200 μmol/L)染毒 24 h。 将原培养液吸出 , 换以含

10%AlamarBlue的无血清 RPMI1640培养基 100 μl/孔 , 继续

培养 4 h。用酶标仪在波长 570 nm和 640 nm处测定各孔光密

度值 , 并分别计算各孔的 AlamarBlue还原率。实验结果以细

胞存活率表示 , 即:细胞存活率 (%) = (实验组 Alamar

Blue还原率 /对照组 AlamarBlue还原率) ×100%。每个剂量

组设 4个平行样。

1.4　细胞内 ROS平均荧光强度检测

Chang肝细胞以 1×105 /ml的密度接种于 24孔板 , 加入

NaAsO2 (0、 2.5、 5、 10和 25 μmol/L)染毒 24 h;或者将
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