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硒对氧自由基引起大鼠脑线粒体损伤的影响 3
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上海市预防医学研究所　阮素云

摘　要 :目的　探讨硒对氧自由基引起的大鼠脑线粒体损伤的影响。方法　采用 Fe2 + - 半胱氨酸 (Cys)为氧自由基

生成系统 ,在体外模仿脑出血或脑外伤引起的氧自由基损伤模型 ,观测不同浓度 (510×10 - 5～510μmol/ L)亚硒酸钠

对 Fe2 + - Cys致损伤脑线粒体的肿胀程度、膜流动性、MDA含量以及线粒体形态结构的影响。结果　低浓度硒 (510

×10 - 4～510×10 - 2μmol/ L)可明显防止氧自由基对线粒体的损伤 ,高浓度硒 (015～510μmol/ L)则产生毒性作用 ,二

者均至剂量—效应关系。结论　低浓度硒有利于延缓衰老和防治某些神经系统疾病。
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Abstract :Objective　The effects of selenium on oxygen free radical inducing injury of rat cerebral mitochondria were in2
vestigated. Methods　The oxygen free radicals (OFRs) injured cerebral mitochondria induced by Fe2 + - Cys in vitro were

exposed to 5. 0×10 - 5 - 510μmol/ L . Na2 SeO3 and the changes of injured mitochondria swelling , membrane fluidity , MDA

levels and mitochondria structures were observed. Results　Low Se concentration (5. 0×10 - 4 - 5. 0×10 - 2μmol/ L ) can in2
habit the injury of rat cerebral mitochondria induced by oxygen free radicals while high Se concentration(0. 5 - 5. 0μmol/ L)

cause toxicity and both are with a relationship of dose - dependent response. Conclusion　Low Se concentration is helpful to

delay aging and against nervous disease.
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　　自由基学说是现代衰老理论中最具代表性的学说。许多

因素都能引起脑组织中氧自由基的生成和释放 ,如衰老、缺血

再灌、脑外伤及颅内出血等。活泼的氧自由基与细胞膜、蛋白

质、核酸等大分子反应会引起一系列生理和病理改变。自由

基的氧化损伤是导致机体老化及许多老年性疾病的重要因

素。某些中枢神经系统疾病也与氧自由基损伤有关。硒作为

人体必需的微量元素 ,已报道具有抗氧化、增强机体免疫力等

功能。本实验以大鼠脑线粒体为材料 ,以 Fe2 + - Cys为氧自

由基生成系统 ,观察硒对氧自由基致脑线粒体损伤的保护作

用。

1　材料与方法

111　实验动物　体重 200 ±20g ,雄性 SD大鼠 ,由复旦大学

医学院实验动物中心提供。

112　线粒体的制备　用蔗糖梯度离心法制备线粒体。取大

鼠脑组织 ,以 0132mol/ L 介质制成匀浆 , 4 800r/ min 离心

15min ,取上清 11 000r/ min离心 30min ,取沉淀以蔗糖介质重

悬。所有操作均在 4℃进行。

113　蛋白含量测定　Follin酚法。

114　线粒体肿胀测定　以 011mol/ L PBS(p H714)为缓冲体

系 ,反应液 1ml 含线粒体蛋白 015mg , FeSO4 ( Fe2 + ) 50μmol/

L ,Cys200μmol/ L 和不同浓度的 Se , 37℃水浴 25min ,每隔

5min于 520nm处测一次吸光度 ,吸光度降低与线粒体肿胀程

度呈正比。

115　丙二醛 (MDA)含量测定　以 011mol/ L 组氨酸溶液 (溶

于 0115mol/ L KCl中 ,p H715)为缓冲体系 ,反应终体积 1ml含

线粒体蛋白 015mg ,FeSO4 ( Fe2 + ) 50μmol/ L ,Cys200μmol/ L 和

不同浓度的 Se ,37℃水浴 30min后加入 20 %三氯乙酸 1ml终

止反应 ,用硫代巴比妥酸 ( TBA)法测定 MDA含量。

116　膜流动性的测定　以 011mol/ L PBS(p H714)为缓冲体

系 ,反应液 1ml 含线粒体蛋白 015mg , FeSO4 ( Fe2 + ) 50μmol/

L ,Cys200μmol/ L和不同浓度的 Se ,37℃水浴 30min ,10 000g

离心取沉淀 ,以 3mlPBS重悬 ,迅速测定荧光偏振度 ( P) (激发

波长 360nm ,发射波长 430nm) ,利用 P计算膜的微粘度 (η) ,η

= 2×P/ (0146 - P)。η值与膜的流动性呈反比。

117　透射电镜观察　以 011mol/ L PBS(p H714)为缓冲体系 ,

反应液 1ml 含新鲜制备的线粒体蛋白 015mg , FeSO4 ( Fe2 + )

50μmol/ L ,Cys200μmol/ L 和不同浓度的 Se ,37℃水浴 30min

后 20 000g离心取沉淀 ,215 %戊二醛和 1 %饿酸双重固定 ,常

规乙醇梯度脱水 ,618环氧树脂包埋 ,醋酸铀和柠檬酸铅双重

染色 ,超薄切片。用 J EM—100CX透射电镜观察摄片。

118　数据处理　实验数据均用 �x ±s表示 ,用 t 检验比较组

间显著性差异。

2　结果

211　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys引起线粒体肿胀的影响 　与

Fe2 + - Cys共孵育后线粒体的肿胀程度明显增加 ;预先加入

510×10 - 4～510 ×10 - 2μmol/ L 硒可显著抑制线粒体肿胀 ,5

×10 - 5μmol/ L硒抑制效果不明显 ;高浓度硒 (510μmol/ L)开

始可抑制线粒体肿胀 ,随着时间延长 ,线粒体则迅速肿胀 (图

1)。

212　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys引起线粒体 MDA变化的影

响　与 Fe2 + - Cys共同温孵 30min后线粒体的 MDA含量显

著增加 ;预先加入低浓度硒能明显抑制 Fe2 + - Cys引起的线

粒体 MDA生成且呈剂量—效应关系 ,其中硒的浓度为 5 ×

10 - 3μmol/ L时 ,MDA生成抑制作用最明显 ,硒浓度过高或过

低 ,抑制作用均不明显 (表 1)。

519中国公共卫生 2002年第 18卷第 8期 CHINA PUBL IC HEAL T H　V ol . 18 No. 8 A ug 2002



图 1　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys引起线粒体肿胀的影响

表 1　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys

引起线粒体 MDA变化的影响( n = 5)

组别 硒 (μmol/ L) Fe2 + - Cys
MDA

(nmol/ mg pro)
抑制率 ( %)

正常 - - 1141±0112

对照 - + 4112±0115 3

加硒 510 + 3195±0121 4113 %

015 + 3154±0115 # 14108 %

510×10 - 2 + 2190±0117 △ 29161 %

510×10 - 3 + 2184±0115 △ 31107 %

510×10 - 4 + 3106±0118 # 25173 %

510×10 - 5 + 3193±0129 4161 %

　　与正常组比较 , 3 P < 0101 ,与对照组比较 # P < 0105 , △P <

0101

213　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys引起线粒体膜流动性变化的

影响　线粒体与 Fe2 + - Cys共同温孵 30min后膜的流动性显

著下降 ,微粘度明显升高 ,加入低浓度硒可明显抑制 Fe2 + -

Cys的损伤作用 ,使膜的流动性趋于正常 ,且低浓度硒的作用

优于高浓度硒 (表 2)。

表 2　不同浓度硒对 Fe2 + - Gys

引起线粒体膜流动性变化的影响( n = 5)

组别 硒 (μmol/ L) Fe2 + - Cys η

正常 - - 1178±0121

对照 - + 2178±0113 3

加硒 510 + 2150±0116 #

015 + 2129±0117 △

510×10 - 2 + 1174±0129 △

510×10 - 3 + 1173±0112 △

510×10 - 4 + 1198±0122 △

510×10 - 5 + 2179±0110

　　与正常组比较 3 P < 0101 ,与对照组比较 # P < 0105 , △P < 0101

214　不同浓度硒对 Fe2 + - Cys引起线粒体形态结构变化的

影响　透射电镜观察可见 ,正常的线粒体外膜完整 ,内嵴排列

整齐 (图 A)。Fe2 + - Cys致损伤线粒体明显肿胀、外膜破裂、

空泡化严重 ,内嵴断裂脱落并缩成微环 (图 B)。预先加入低

浓度硒 (5×10 - 2μmol/ L)对线粒体的结构完整性具有较好的

保护作用 ,空泡化减少 ,微环少见 (图 C)。过低浓度硒 (5 ×

10 - 5μmol/ L)和高浓度硒 (5μmol/ L)的保护作用均不明显 ,其

中高浓度硒产生毒性作用 ,线粒体空泡化严重 (图 D)。

图 A :正常线粒体 (×27 000) ;图B : Fe2 + - Cys致损伤线粒体 (×40 000) ;
图 C :加入 5×10 - 2μmol/ L 硒的线粒体 (×27 000) ;图 D :加入 5μmol/ L 硒的线粒体 (×40 000)

图 2　大鼠脑线粒体的透射电镜照片
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3　讨论

与其它组织相比 ,脑组织产生氧自由基的机会较多 ,能力

较强 ,但脑细胞清除自由基及修复损伤的能力较弱 ,对各种不

良因素十分敏感 ,故更易受到自由基的损伤 ,从而诱发各种老

年性疾病 ,因此外来的抗氧化剂对脑组织氧应激损伤的保护

作用尤为重要〔1 ,2〕。线粒体是细胞内能量代谢的主要场所 ,

其膜上富含多不饱和脂肪酸 ,使得线粒体成为自由基进攻的

主要靶部位〔3〕。由于异常的线粒体可以产生大量的氧自由

基 ,所以细胞老化首先表现为线粒体老化。

本实验采用 Fe2 + - Cys作为氧自由基生成系统 ,从生化

和形态学角度体外观察硒的抗氧化作用。结果显示 Fe2 + -

Cys可引起大鼠脑线粒体肿胀 ,脂质过氧化物 MDA的生成增

加 ,膜流动性下降 ,电镜下观察到线粒体严重水肿乃至外膜破

裂、空泡化明显 ,内嵴断裂脱落并与被损伤的线粒体 DNA一

起聚集成形状大小不一的斑块 ,称之为“微环”,此为衰老线粒

体的主要特征。我们在另一项研究中的衰老动物模型中也观

察到线粒体的水肿、空泡化和“微环”。预先加入低浓度范围

的硒对上述变化有明显的抑制作用 ,提示硒在脑保护方面具

有潜在的应用价值。实验结果还显示 ,高浓度硒对线粒体损

伤的保护作用比低浓度硒弱 ,此结果与我们曾研究的硒对神

经细胞的增殖和分化的影响的结果是一致的〔4〕。其原因与过

高浓度硒的细胞毒有关 ,我们已作过有关报道〔5〕。

线粒体膜的流动性与其功能密切相关 ,为膜上受体、离子

通道、钙泵等发挥正常作用所必需。已有研究表明〔6〕,氧自由

基脂质过氧化使膜的流动性降低 ,使神经细胞间的信号传递

和细胞离子梯度的维持等无法正常进行 ,影响到神经细胞的

功能。硒是机体重要的抗氧化酶———谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH—Px)的组成成分 ,适当浓度硒通过提高抗氧化酶活性

而保护线粒体免受氧化损伤 ,可延缓脑神经细胞及线粒体的

老化。

　　作者简介 :高良才 (1976 - ) ,男 ,福建人 ,在读硕士 ,研究方向 :细

胞生化与药理学。
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血清 GPDA活性与甲胎蛋白及肝癌关系
刘　伶1 　曹　咏2 　万　冰3

中图分类号 :R115 文献标识码 :B

　　本文采用日立 7170型全自动生化分析仪动态分析法对

肝癌正常人血清中 GPDA 活性并进行比较 ,以探索血清中

GPDA活性与 AFP(甲胎蛋白)测定结果互补对肝癌诊断鉴别

的临床价值。结果简要报告如下。

对象与方法 　(1)研究对象 : ①发性肝癌组 51 例 ,男 44

例 ,女 7例 ,年龄 28～74 岁 ,平均年龄 47. 5岁。②继发性肝

癌组 32 例 ,男 28 例 ,女 4 例 ,年龄 29～75 岁 ,平均年龄 48

岁。以上以上两组每例均符合 1997年全国肝癌防治协作会

议诊断标准。③肝血管瘤组 57例 ,男 52例 ,女 5例 ,年龄 30

～68岁 ,平均年龄 42 岁。此组病人为临床确诊的术前或术

后病人。④正常组 95例 ,男 72例 ,女 23例 ,年龄 27～75岁 ,

平均年龄 46. 8 岁。此组是经体检、化验确认为健康的正常

者。(2)方法 : ①血清中 GPDA活性测定采用上海长征医学

有限公司的试剂盒并在日立 7170型全自动生化分析仪上进

行测定 ,正常值为 44～116U/ L , > 200U/ L 为原发性肝癌诊

断标准 (阳性)。操作按试剂说明书中动态分析法进行。②

AFP测定采用郑州博赛生物技术研究所的单克隆抗体酶免

诊断试剂盒 (阳性 > 400mg/ ml ,阴性 ,20mg/ ml) ,操作方法按

说明书进行。③血清标本收集 :全部病例及正常人均清晨空

腹抽静脉血 ,2小时内离心 ,血清存放于 - 20度冰箱内待检。

结　果 　(1)原发性、继发性肝癌组 GPDA活性明显高

于正常组 ,肝血管瘤组 GPDA活性在正常范围。见表 1。

表 1　各组受检血清 GPDA活性( �x±s)及阳性率( %)

组别 例数 GPDA活性 可疑数 阳性数 阳性率 t P

原发性肝癌 51 274. 6 + 148. 8 9 32 62. 75 2. 428 < 0. 01
继发性肝癌 32 267. 2 + 131. 5 6 22 68. 75 2. 444 < 0. 01
肝血管瘤 57 87. 36 + 32. 28 1 0 0 1. 032 > 0. 05
正常 95 80. 95 + 31. 45 0 0 0 — —

　　(2)原发性肝癌 GPDA阳性率为 62. 75 % ,AFP阳性率为

64. 71 % ,两者互补阳性率为 86. 27 %。其中 33例 AFP阳性和

18例 AFP阴性的患者血清中 GPDA阳性分别为 21例 (占 63.

64 %)和 11例 (占 61. 11 %)。在 AFP阴性和阳性的原发肝癌

患者中血清 GPDA的活性和阳性率无明显差异 ( P > 0. 05)。

讨　　论　临床上 ,AFP是原发性肝癌诊断最特异的标

记物之一 ,阳性率约为 60～70 %。但并非所有的肝癌细胞都

分泌大量的AFP ,约有 30～40 %的原发性肝癌患者AFP表现

为假阳性结果 ,单测 AFP有漏诊的可能。本研究结果表明 ,

AFP阳性率与 GPDA阳性率两者互补 ,可以大大提高原发性

肝癌的检出率。开展血清 GPDA检测 ,可提高原发性肝癌诊

断的准确性 ,起到良好的互补作用 ,尤其对 AFP阴性的原发

性肝癌患者意义更大。对于影象学诊断为肝脏占位性病变的

患者检测其 GPDA 活性 ,具有良好的定性鉴别作用。血清

GPDA活性是一项有使用价值的临床指标 ,对原发性肝癌诊

断具有特异性 ,可成为原发性肝癌诊断的新标记物。
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