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磷脂酶A 抑制剂及抗氧化剂对内毒素所致生物 

膜损伤的保护作用研究 

检验系临床生化教研室 主 量韭＆ ￡{=f 

提 要 本文研究了磷脂酶At抑制剂(氯丙嚷，地塞米松)及抗氧化剂(维生素E)对内毒拳所致红 

细胞膜损伤的保护作用。结果表明：上述两种磷脂酶A 抑制剂 均能明显改善内毒索所 致红纠胞膜磷 

脂降解及脂质过氧化反应的增强，维生素E则具有明显的抗脂质过氧化作用。提示，由磷脂百ffAt激活 

所介导的膜磷脂降解及脂质过氧化在 内毒素所致生物膜损伤中具有重要意义。 

关键词 壁 堕垒：； 
中围分类号 Q545； 

脂质过氧化； 量塞圭塑堕 磷脂 
Q554．6 

近年来众多资料表明 ．内毒索(endo 
— t0x1m，ETX)能激活生物膜磷脂酶A (pho． 

spholipase．PLA2)及促进氧自由基怕产生， 

引起生物膜磷脂组分降解及脂质过氧化，导 

致生物膜脂质微环境改变乃至结构和功能损 

伤．迄今为止，已有不少PLA：抑制剂 及抗氧 

化剂 的实验研究．引起了对相关拮抗剂应用 

前景的关注。故本研究选用红细胞膜为材料． 

应用PLA2抑制剂氯丙嗪(chloropromazine， 

CPz)及地塞米橙∞exame--thasone，DMS) 

及抗氧化剂维生素E(Vitamine E．VitE)．以 

观察其对内毒素所致生物膜损伤的保护效 

应．为抗内毒素所致生物膜损伤筛选有效方 

案．提供理论和实验依据． 

材料和方法 

1．材料 Wistar雄性大 白鼠帅只，体重180_一220克 

本研究为四川省卫生厅资助项目+本系砸士研究 

生，现安徽医科大学附一院检验科 
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质 

随机分为以下五组，每组8只：1：正常坩照组(腹腔内 

注射等量消毒生理盐水)，Ⅱ：内毒 索对照组 (按 

2mg／kg剂量进行腹腔内注射)Ⅲ．Ⅳ、V组在内毒 

素(2mg／kg)注射的同时分别注射氯丙礤(1Oreg／kg)、 

地塞米松铀 g／k 和维生素E(2omg／k 。各组分别 

在注射后叫、时断头处理 取血于去热原处理的干净 

带塞刻度试管中(肝素抗凝)，迅速分离红细胞． 

维生素E购自Merck公司 ，内毒索厦磷脂标准品 

购自Sigma公司，鲎试剂(Ⅱ)盒购自上海医化所． 

ShimadZU Lc一6A高教液相色谱仪及Back- 

inan LB一60M型全 自动超速冷冻离心机。 

2．方 法 

(1)红细胞膜样品制备采用低渗破膜法．以等渗 

50mMPH7．4Tris---HCl缓冲液洗涤．PH7．410mM 

低渗Trig—HcI缓冲液破膜．离心分离得到乳白色红 

细胞膜样品。 

(2)红 细 胞 膜 磷 脂 的 提 取 采 用 氯 仿 ：甲 

醇：HCI(200：100：0．1，v／v)。红细胞膜磺 惜的分析参照 

M．P．George。(的高教液相色谱法 ，流 曲相 为正己烷： 

异丙醇：乙醇：25mMR2HPO．：球醋酸(376：485：1o0：56： 

0 1，v／v)，检 测波长21OnM，色谱 十E为 正相硅胶 

柱(sPHSIOj，5u，0．5×200ram，中科院大连物化所)。 
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以磷脂标准品定性，积分面积定量。 

(3)血浆内毒素水平测定根椐上海医化所 

鲎试剂盒(Ⅱ)的方法进行，红细胞膜Na 一K 
一

ATPase活力分析采用微量孔雀绿法，红细 

胞膜MDA类过氧化脂质测定选用Ya 的荧 

光法。 

结 果 

表2显示CPZ、DMS及VitE均能稳定红 

细胞膜Na K ATPase活性，降低膜脂质 

过氧化产物水平 ，提示PLA 抑制剂CPZ和 

DMS除了抗膜磷脂降解作用外，还具有抗脂 

质过氧化及保护膜Na K ATPase的作 

用，而VitE~U具有明显抗脂质过氧化作用，且 

明显优于CPZ(P<0．01)’DMS(P~0 o5) 

讨 论 

1 红细胞膜磷脂分析(表1) 

表1显示CPz和DMS均能使ETx所诱发 本文以红细胞膜为重点观察生物膜在内 

表1 红细胞膜磷脂分析 

Norreal COntr ETx c&tr ， ETx+CPZ ETx+DMs ETx+VitE 

PE：磷脂酰胆胺 PC：磷脂酰胆碱 PI：磷脂酰肌醇 

PS：磷脂酰丝氨酸 SM：鞘磷脂 LPC：溶血磷脂酰胆碱 

注：(1)×：P<0．05，x×：P<0．0l，CPZ，DMS，VitE 组与ETx组相 比 

(2)磷脂单位：x1O 峰面积积分值／mg红细胞膜蛋白 

(3) ：P<0 05， ：P<0．01，Normal cortr与ETX cortr~相比． 

的红细胞膜磷脂组分降解得到不同程度的恢 

复 ，表 明CPZ和DMS为两种 较为有效 的 

PLA 抑制剂，VitE虽具有一定的保护作用， 

但 尚无统计学意义 ，其部分保护作用可能归 

功于其抗氧化能力。 

2．血浆ETX水平，红细胞膜LPO及Na K 
一

ATPase 

分析(表2) 

毒素血症下的病理变化。在内毒素作用下，红 

细胞膜 出现了由PLA：激活所引起的几种膜 

磷脂降解并伴有膜Na—K ATPase活性的 

明显下降及膜 脂质过氧化产物 (LPO)的堆 

积。应用PLA 抑制剂CPZ和DMS及抗氧化 

剂VitE分别对内毒素所引起的上述膜损伤具 

有不同程度明显的保护作用。实验结果提示 

PLA 的活化及氧 自由基的产生在内毒素所 

表2 ETx、Lpo、Na 一k 一ATPa自e 分析 

注：(1)×：P<0．05 ××：P<0．01~JCPZ、DMS、VitE 组与ETx组相 比 

(2)gTx单位：gu／ml~浆 

(3)LPO单位：相当于nMTEP／mg~细胞膜蛋 白 

(4)Na十一K十一ATPase单位释 放的无机磷的nM／mg~细胞膜蛋 白 

(5) ：P<0．05 △ ：P<0．01．Normal与ETX组相 比 
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致生物膜损伤中具有重要作用。 

1．内毒素激活膜磷脂酶A 所介导的膜磷脂降 

解 

磷脂是生物膜脂类的主要组成成份，作 

为膜的结构物质与功能单位与生物膜的物质 

转运，细胞识别与清除等密切相关。本文结果 

表 明，内毒素作用后 ，红细胞膜磷脂PE、 

PI、PS、PC、SM含量均有明显下降，而LPO 

则明显升高，提示膜PLA 被激活。溶血磷脂 

是膜磷脂降解的重要组分，特别是1ys0一Pc 

可充当一种表面活性剂，伸人膜脂类基质中， 

干扰膜脂类双层结构 ，使得膜负电表面及膜 

内嵌蛋白拓扑形态学重新分布。改变膜相关 

酶活性、膜通透性及膜流动性，导致跨膜信息 

传递紊乱，功能失调“ 。内毒素血症时，大鼠红 

细胞膜Na K -ATPase活性 明显降低可能 

与PLA 的激活所引起的lyso—Pc生成及游 

离脂肪酸的释放增加有关 ．内毒素激活 

PLA 引起生物膜损伤的另一重要通路可能 

与花生四烯酸的生成与释放有关 ．花生四烯 

酸在体内代谢十分活跃，其代谢产物(如：前列 

腺素、白三烯等)统称为脂类介质，可参与诱 

导组织细胞的炎症与坏死。本研究采用PLA 

抑制剂氯丙嗪及地塞米松能明显改善内毒素 

所引起的膜磷脂降解及lys0一PC的聚集，同 

时Na K+-ATPase活性明显回升。地塞米 

松抑制PLA 活性可能与其诱导组织细胞合 

成分泌的一类PLA，特异抑制蛋白—LipOCO． 

r血 有关 ，而氯丙嗪的作用机制则可能是由 

于氯丙嗪可与磷脂结合以降低酶(PLA )和底 

物的亲和力 。 

2．内毒素所引起的红细胞膜脂质过氯化 

内毒素血症时，氧自由基生成增加，诱发 

生物膜不饱和脂肪馥过氧化，LPO堆积 生物 

膜不饱和脂肪酸／蛋 白质 比饲失调，膜受体， 

蛋白酶、离子通道及膜脂质微环境改变，使得 

膜完整性遭到破坏。本研究结果也表明，内毒 

紊作用后，红细胞膜脂质过氧化反应增强，同 

时Na十一K —ATPase活性下降 而VitE~对 

上述膜损伤具有显著的保护作用。其作用机 
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理可能与下述因素有关：(1)VitE可与生物膜 

磷脂发生特异的物理化学作用而稳定生物膜 

的脂质双分子层 以抵御 自由基的侵袭。(2)清 

踪自由基 抑待!f脂屡过氧化物的形成。 
总之，PLA。的激活及脂质过氧化产物的 

堆积在内毒素所致生物膜损伤中具有重要作 

用。而且，本文结果还提示其间可能存在一定 

的内在联系。有资料表明“ ：脂质过氧化可 

激活膜PLA ，而活化的PLA 对氧化的磷脂 

底物具有高度的亲和力和选择性水解作用， 

且水解后的脂肪酸更易被自由基氧化。因此， 

脂质过氧化是 内毒素引起膜PLA 激活的因 

素之一，而脂质过氧化的连锁反应又在一定 

程度上依赖于PIA：的激活，其中存在着相互 

促进的网络机制，其详细关系还有待于进一 

步阐明。 
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