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　　摘要:目的　观察砷对小鼠脑组织线粒体琥珀酸脱氢酶 (SDH)活性及其 α亚单位 (Sdha)蛋白表达的影响 ,

以及牛磺酸和维生素 C对上述影响的干预作用 , 为探讨砷的神经毒作用机制提供分子毒理学依据。 方法　SPF级小鼠

50只 , 按体重将小鼠随机分为 1 ppm三氧化二砷 (As
2
O

3
)染毒组 、 4 ppmAs

2
O

3
染毒组 、 牛磺酸抗氧化干预组 (4

ppmAs2O3 +150 mg/kg牛磺酸)、 维生素 C抗氧化干预组 (4ppmAs2O3 +45mg/kg维生素 C)和对照组。通过自然饮

用含不同浓度 As2O3蒸馏水的方式使小鼠染毒;干预剂以灌胃方式投给 , 每星期 2次 , 连续染毒 60 d。于染毒第 0

天 、 15天 、 30天 、 60天时取脑 , 提取脑组织线粒体 , 检测 SDH的活性和 Sdha蛋白表达。结果　在染砷第 60天 , 染

砷组小鼠脑组织线粒体 SDH活性和 Sdha蛋白表达量均下降 , 尤其 4ppm染砷组小鼠脑组织线粒体的 SDH活性和 Sdha

蛋白表达量都明显低于对照组 (P<0.05);而牛磺酸和维生素 C干预组 , 小鼠脑组织线粒体 SDH活性和 Sdha蛋白表

达量均显著高于 4 ppm染砷组。其中砷暴露后第 30天和第 60天的小鼠脑组织线粒体 SDH活性和 Sdha蛋白表达量均

显著低于染砷 0天 (P<0.05)。结论　亚慢性砷暴露能导致脑组织线粒体 SDH的活性降低和 Sdha蛋白表达下调 , 而

牛磺酸和维生素 C对砷导致的 SDH毒性可能具有一定的拮抗作用。

关键词:三氧化二砷;脑组织;线粒体;琥珀酸脱氢酶;牛磺酸;维生素 C

中图分类号:R994.6　　文献标识码:A　　文章编号:1002-221X(2009)04-0247-04

EffectofsubacutearsenicexposureonactivityandexpressionofmitochondrialSDHinbrainofmice
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Abstract:ObjectiveToexploretheeffectofsubacutearsenicexposureontheactivityofmitochondrialsuccinatedehydro-

genase(SDH)andexpressionofitssubunitA (Sdha)proteininbrainofmiceandtheprotectiveeffectsoftaurineandvitamin

C.Methods50micewererandomlydividedinto5 groups, group1 wereonlygivendrinkingwater(controlgroup);group2

and3weretreatedwith1or4mg/Larsenictrioxide, respectively;miceingroup4 and5wereadministeredwith4mg/Larsenic

trioxideand150mg/kgtaurineor45mg/kgVitC, respectively.Arsenictrioxidewasdissolvedintodrinkingwater, taurineand

VitCweregivenbygavagetwiceaweek, experimentalperiodwas60 days.Atthe0, 15th, 30thand60thdayafterexposure,

micewerekilledbydecapitationandtheirbrainsweretaken.ForthedetectionoftheactivitiesofmitochondrialSDHandexpres-

sionlevelsofSdhaprotein.ResultsTheactivitiesofSDHandlevelsofSdhaproteininmitochondriaofbrainwerealldecreased

atthe60thdayafterAsexposure, especiallythegroup4 whichreceived4 mg/LAs2O3 (P<0.05);whiletheactivitiesof

SDHandexpressionofSdhaproteininprotectivegroupsweresignificantlyhigherthanthosereceived4 mg/LAs2O3 administra-

tion(P<0.05).Inthegroup4 (received4 mg/LAs
3
O

3
), theactivitiesofSDHandexpressionofSdhaproteinat30thor

60thdayafterexposurewerealsosignificantlylowerthanthoseatthe0 dayofexposure(P<0.05).ConclusionsTheresults

showedthatsubacutearsenicexposurecaninducetheinhibitionoftheactivitiesofSDHandtheexpressionofSdhaproteininmi-

tochondriaofbrain, whiletaurineandVitCseemtohavesomeantagonisticeffectonthesetoxiceffectsofAs.

Keywords:Arsenictrioxide(As2O3);Braintissue;Mitochondrion;Succinatedehydrogenase(SDH);Taurine;VitaminC

　　地方性砷中毒是世界性公共卫生问题之一 , 其中 砷对中枢神经系统的毒性作用已引起人们的高度关

注 。人群流行病学调查和动物实验结果显示 , 砷可引

起记忆障碍 、智力低下等神经行为异常 , 但其神经毒

作用机制并不十分清楚。目前认为砷诱导神经组织产

生过多的活性氧 (ROS)是砷的神经毒作用机制之

一 。线粒体是产生 ROS的主要场所。谢瑶芸通过病
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理形态学观察 , 发现砷可引起线粒体嵴稀疏 、 断裂及

空泡变性
[ 1]

。 Patlolla等认为 , 砷可通过抑制线粒体

的各种酶活性而损害细胞的功能
[ 2]

。以上研究均提

示线粒体可能是砷神经毒性作用的靶部位 。琥珀酸脱

氢酶 (SDH)是线粒体的标志酶 , 它是联系线粒体

三羧酸循环和电子传递链的关键酶 , 其活性异常将直

接影响线粒体电子传递和氧化呼吸作用 , 并通过呼吸

链上的电子漏产生过多的 ROS
[ 3]

。而牛磺酸和维生

素 C具有一定的抗氧化作用。因此本研究通过观察

亚慢性砷暴露对小鼠脑组织神经细胞线粒体 SDH的

活性和蛋白表达的影响 , 以及牛磺酸和维生素 C对

砷导致 SDH毒性的干预作用 , 为探讨砷的神经毒作

用机制提供靶标依据 。

1　材料与方法

1.1　试剂

三氧化二砷 (As2O3)、 维生素 C和牛磺酸 (Sig-

ma, 美国), PVDF膜 (Millipore, 美国), SDH测试

盒 (南京建成生物工程研究所), 琥珀酸脱氢酶 α亚

单位 (Sdha)抗体 (Abcam, 美国), 凯基 BCA蛋白

含量检测试剂盒 (凯基生物科技发展有限公司)。

1.2　仪器

超声细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技股份有限

公司);HC-2518R高速冷冻离心机 (科大创新股份

有限公司中佳分公司);微电脑电热恒温水槽 (上海

博讯实业有限公司医疗设备厂);DYCZ-240型垂直

板电泳槽 (北京市六一仪器厂);DYY-12型电脑三

恒多用电泳仪 (北京市六一仪器厂);酶标仪 (Ther-

moElectronCorporation, 美国)。

1.3　动物分组及处理

SPF级小鼠 50只 , 雌雄各半 , 体重 26.3 ～ 30.9

g, 购于大连医科大学实验动物中心。按体重将小鼠

随机分为 1 ppm三氧化二砷 (As2O3 )染毒组 、

4 ppmAs2O3染毒组 、 牛磺酸干预组 (4 ppmAs2O3 +

150 mg/kg牛磺酸)、维生素 C干预组 (4 ppmAs2O3

+45 mg/kg维生素 C)和对照组 。通过自然饮用含

不同浓度 As2O3蒸馏水的方式使小鼠暴露于砷 , 连续

染毒 60 d。干预剂从染毒第一天开始到染毒第 60天 ,

按小鼠体重给药 , 以灌胃方式投给 , 每星期 2次。

1.4　线粒体提取

小鼠砷暴露第 0天 、 15天 、 30天 、 60天时 , 颈

椎脱臼法处死小鼠后立即取脑 , 新鲜脑组织放在冷匀

浆液 (0.01 mol/LTris, 0.001 mol/LEDTA-Na2 ,

0.01 mol/L蔗糖 , 0.8%氯化钠溶液 , pH7.4)中进

行匀浆 。脑组织匀浆后 , 以 1 000 ×g离心 5 min, 收

集上清液。以4 000 ×g离心 10 min, 再收集上清液。

以 15 000 ×g离心 20 min, 收集沉淀物 (为线粒体),

-80℃保存备用。整个操作过程在 4℃条件下进行 。

1.5　琥珀酸脱氢酶活性测定

在线粒体沉淀物中加 500 μl匀浆液 , 混匀后按

南京建成生物工程研究所提供的试剂盒操作方法进行

测定。

1.6　线粒体蛋白的提取

线粒体沉淀物溶解在裂解液 (10 mmol/LTris,

150 mmol/LNaCl, 5 mmol/LEDTA-Na2 , 1% Triton-

100 and1 mmol/LPMSF(pH7.5)中 , 室温放置 30

min, 15 000×g离心 45 min, 收集上清液 -80℃保存

备用。线粒体蛋白是通过 BCA法进行定量 。

1.7　Westernblot法检测蛋白表达

线粒体蛋白通过聚丙烯酰胺凝胶电泳进行蛋白分

离 , 通过 PVDF膜进行转膜。然后将 PVDF膜放入封

闭液 TTBS(20 mmol/LTris-Cl, 500 mmol/LNaCl,

pH7.5 , 0.05% Tween20, 5% BAS)中进行 4℃封

闭过夜。 然后将 一抗 Sdha抗体溶 于 TTBS中

(1∶6000), 在水浴箱 37℃孵育 2 h。用 TTBS洗 3次 ,

每次 10 min。将 PVDF膜溶于二抗 , 在水浴箱 37℃孵

育 1 h。用 TTBS洗 5次 , 每次 10 min。通过发光剂和

胶片对蛋白进行检测 。

1.8　统计学分析

用方差和 LSD检验分析计量资料的多组间差异 ,

以 P<0.05表示差异有统计学意义 , 所有数据的统

计分析都用 SPSS12.0统计软件进行 。

2　结果

2.1　染砷组小鼠脑组织线粒体 SDH活性及 Sdha蛋

白表达

与对照组比较 , ＊P<0.05;与 1 ppm组比较 , ■P<0.05

图 1　60 d时染砷组小鼠脑组织线粒体 SDH活性

从图 1所知 ,与对照组比较 ,染砷组随着染砷剂量

加大 ,小鼠脑组织线粒体 SDH活性明显降低 ,尤其 4

ppm染砷组小鼠脑组织线粒体的 SDH活性显著低于

对照组(P<0.05)。而且如图 2所示 , 4 ppm染砷组小

鼠脑组织线粒体的 Sdha蛋白表达量明显低于对照组 ,

与上述酶活性检测结果相一致(β-actin作为内参)。
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图 2　60 d时染砷组小鼠脑组织线粒体 Sdha蛋白表达

2.2　干预组小鼠脑组织线粒体 SDH活性及 Sdha蛋

白表达

如图 3所示 , 在牛磺酸和维生素 C干预组 , 小

鼠脑组织线粒体 SDH活性显著高于 4 ppm染砷组 (P

<0.05)。从蛋白表达水平看 , 牛磺酸和维生素 C干

预组 Sdha蛋白表达水平也明显高于 4 ppm染砷组但

低于对照组 , 与酶活性的结果相吻合 (图 4)。

2.3　砷暴露不同时间小鼠脑组织线粒体 SDH活性及

Sdha蛋白表达

从图 5可知 , 小鼠脑组织线粒体 SDH活性随着

染砷天数的增加而降低 , 其中第 30天和第 60天的

SDH活性均显著低于染砷 0天 (P<0.05)。从蛋白

表达水平看 , 与染砷 0天比较 , 小鼠脑组织线粒体

Sdha蛋白表达量随着染毒天数增加呈现降低的趋势 ,

其中第 60天的 Sdha蛋白表达量降低最为明显 , 与上

述酶活性检测结果相一致 (图 6)。

与 0 d比较, ＊P<0.05;与 15 d比较 , ■P<0.05

图 5　砷暴露不同时间组小鼠脑组织线粒体 SDH活性

图 6砷暴露不同时间小鼠脑组织线粒体 Sdha蛋白表达

3　讨论

许多研究证明砷是一种神经毒物 , 但是砷对神经

系统的影响机制尚不清楚 。近年来 , 越来越多的学者

开始关注活性氧族 (ROS)与砷的神经毒性作用关

系 。Rustin等认为 , 琥珀酸脱氢酶复合体 (线粒体复

合体 Ⅱ , SDH)与 ROS的形成密切相关
[ 4]

。因为

SDH除了在呼吸链中起到传递电子的作用外 , 在三

羧酸循环中起到将琥珀酸盐氧化为延胡索酸并将氢离

子转移给辅酶 Q, 使辅酶 Q转变为还原型辅酶 Q, 而

还原型辅酶 Q具有抗氧化作用
[ 5]

。当 SDH功能异常

时 , 使琥珀酸盐聚集 , 会产生相反的电子流 , 从线粒

体复合体Ⅱ流回线粒体复合体 Ⅰ , 加速线粒体复合体

Ⅰ产生更多的 ROS。同时也会减少还原型辅酶 Q的

生成降低其抗氧化作用 , 从辅酶 Q池生成较多的过

氧化氢
[ 6]

。此外 , 由于电子的流动不畅 , 也会使电

子从 SDH漏出 , 产生更多的 ROS。

本研究结果显示 , 染砷小鼠脑组织线粒体 SDH

的活性低于对照组 , 尤其 4 ppm染砷组的 SDH活性

降低明显。从 Westernblot检测结果看 , 染砷组 Sdha

的蛋白表达量显著低于对照组 , 与砷对 SDH活性影

响结果基本吻合 。上述结果表明 , 亚慢性砷暴露能导

致脑组织线粒体 SDH的活性降低和蛋白表达下调。

Zhang等研究发现锰可作用于 SDH的黄素蛋白而抑制

线粒体呼吸
[ 7]

, 而 SDH的黄素蛋白是由琥珀酸脱氢

酶基因 Sdha所编码 。提示 Sdha很可能是一些重金属

毒作用的靶点基因。 Brière等报道 , Sdha的表达异常

可引起 SDH功能缺陷
[ 8]

。根据我们的实验结果和文

献资料推测 , 砷暴露可能使脑组织线粒体 SDH的 α

亚单位 Sdha基因表达下调 , 减少了 SDH的蛋白合

成 , 从而导致了 SDH活性的降低 。

本次实验结果还显示 , 小鼠脑组织线粒体的

SDH活性和 Sdha蛋白表达在牛磺酸和维生素 C两个

干预组均显著高于 4 ppm染砷组 , 说明这两个干预组

对砷诱导的 SDH毒性作用有一定的拮抗作用。其拮

抗作用可能与以下因素有关 , 砷诱导神经组织生成过

多的活性氧 (ROS)主要在线粒体产生 , 牛磺酸和维

生素C能清除自由基和活性氧
[ 9]

,因此它们对线粒
(下转第 259页)
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机械系 , 可能与不同专业教师的工作特点有关 , 体育

系教师面对的教学任务主要是提高学生的身体素质 ,

没有过多的科研项目 , 而该校是一所以工科为主的高

校 , 机械系受到的重视程度及资助程度要明显高于体

育和交通学院。机械系的工作是脑力 、 体力的综合;

体育系的教师不满足于被认为只是体力的应用;交通

学院教师多 , 工作量大 , 难以取得组织工作的普遍认

同 , 因此导致其工作满意感的差异。

我国 1998 ～ 2002年高校本 、 专科及研究生招生

急剧扩大
[ 10]

, 高校教师资源匮乏严重;加之为适应

形势 , 不断开设一些新学科和新专业 , 现有的教师从

数量和质量上都难以适应高等教育快速发展的需要。

随着高等教育体制改革和教育全球化进程的深入 , 高

校的生存和发展压力不断增加 , 教师面临的专业发展

压力也越来越大 , 随之而来的与职业压力有关的心理

体验和紧张反应也越来越突出 。帮助教师缓解职业压

力引起的紧张情绪 , 提高高校教师的职业热情 、创造

力 、工作满意度 , 保护教师的身心健康 , 已成为当务

之急。针对本次研究结果 , 我们认为应该根据不同院

系的工作特征 , 采取有针对性的措施来降低教师的紧

张程度 , 如对与人打交道 、友谊机会得分较低的院系

应当增强教师之间的交流 , 促进他们之间的关系 , 可

以定期组织娱乐活动 , 让其接触到更多的人和事 , 获

得更多的社会支持。由于影响工作满意度的因素较

多 , 因此更应该根据各自不同的特点来采取措施 , 学

校及家人不要给年轻的教师太多压力;对于有些院

系 , 学校应该给与更多的重视和支持 。
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体具有一定的保护作用 。所以 , 牛磺酸和维生素 C

对砷导致 SDH毒性的拮抗可能与它们的抗氧化作用

有关。这些结果提示 , 活性氧可能参与砷对小鼠脑组

织线粒体 SDH的毒性作用 。从不同的染毒天数看 ,

SDH酶活性和 Sdha蛋白表达在第 30天和第 60天均

明显降低 , 说明砷对 SDH酶活性和 Sdha蛋白表达随

染毒的天数增多 , 其抑制作用明显增强。

总之 , 亚慢性砷暴露能导致脑组织线粒体 SDH

活性的降低和 Sdha蛋白表达下调 , 而牛磺酸和维生

素 C对砷导致的 SDH毒性可能具有一定的拮抗作用。

今后进一步深入探讨砷暴露对脑组织线粒体 SDH毒

性影响的确切机制以及与砷诱导脑组织氧化应激的内

在联系是非常必要的 。
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