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应用皂试渗透组织研究小鼠灌流肝中辅酶

狂 ( N A D PH )对混合功能氧化

作 用 的 兴 奋
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:

小鼠肝以 。
.

001、 0
.

。。 5肠浓度的皂试灌注 2、 0 3on i可获满意的渗透组织的效果
。

有关渗透组

织的效果可自柠檬酸对 L DH的释放和硝基简香醚代谢的兴奋来估价
。

禁食小鼠尽 f脏在灌注二 玫 酸 化合

物或辅酶 I生成系统结合皂试处理 6、 8 mn i
,

则单氧化作用可分别提高 60 和 1 10 呱 ;在喂食小 鼠肝 中灌注

柠檬酸
,

辅酶 I 或辅酶 I 生成系统结合皂试处理
,

单氧化速率可提高4。、 60 肠
。

实验结果支持了这样一

个假设
,

即在完整的肝细胞中
,

不论喂食或禁食小鼠
,

单氧化作用是受可利用的辅酶 I 的量所制约
.

关键词
:

小鼠 ; 皂贰 ; 灌流

在氧和基质充裕的情况下
,

完整细胞中

单氧化作用 (即混合功能氧化作用 ) 的速率

取决于混合功能氧化酶组份的活力和辅酶 I

的供应情况
。

而后者又先后受到辅酶 I 生成

酶所需基质的补充条件和争夺辅酶 贾有关反

应的影响 “ ’ 。

来自禁食大鼠
、

小鼠和仓鼠的

灌 流肝 以及大鼠灼游离肝细胞
、

酵类如山梨

醇
、

木糟醇和葡萄糖是易于扩散进入细胞而

兴奋混合功能氧化作用的
,

这大概与糖类为

辅酶 I 生成系统的酶提供基质 有关
〔“ 一 6 J。

这

些资料提示辅酶 1 是禁食情况下决定混合功

能氧化作用速率的一个重要因子
,
这一点已

广为接受
。

但在喂食情况下
,

大
、

小鼠肝中

糖类对 P N A (对硝基茵香醚 ) 的脱 甲 基 作

用无兴奋性 ,
, ” ’ ,

也不引起肝 内辅酶 I 浓度

增高
,
在这种条件下

,

有关辅酶 l 的供应是

否也是决定混合功能氧化作用速率的一个重

要因子问题
, 根据现有资料尚还不清楚

。

近年来常以洗涤剂作为渗透 细 胞 的 试

药
。

皂试 ( S
a p o in n) 是最常用之一

,

它能渗

透细胞
,

与膜胆固醇形成不溶性复合物
,
导

致膜结构改变
【7 ’ 。

本研究的目的是用皂贰渗

透小鼠灌流肝
,

希望发展一种对肝细胞功能

损害较小的渗透细胞方法
。

选用经过户蔡黄
酮处理 的C 。小鼠作供肝动物

,

因它 的 单 氧

化作用速率很高
,

故而对辅酶 I 有高的利用

率 (用 P N A 作基质时为 4 0冬: m o l e / g / h ) 〔
。 ’ 。

在皂试处理后
,

补充辅酶 I 和糖类以此来估

价动物在喂食情况下完整肝细胞中辅酶 I 对

单氧化作用的影响
。

本文取得的结果与设想

是相符的
,

即在喂食小鼠肝中补充辅酶 I 是

加速单氧化作用的重要决定因
`

子
。

材料和方法

1
.

动物处理

鼠龄为 5一伟周的雄性 C , , 小鼠分成两组
,

一组

不控制饮食
,

另一组灌流前禁食2 。小时
,

动物在实

1拐
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验前均腹腔注入溶于玉米油中的 户蔡黄酮 进行 诱

导
,

每天一次
,

共三天
,

剂量为80 m g / kg /次
.

2
.

小鼠肝灌流

肝灌流按 C o n w a y等介绍进行操作〔s 〕 ,

采用 p H

7
.

4
,

温度 3 7℃的 K r eb , 一 H e n s e l e i t碳酸氢钠缓冲液

作灌流液
,

使用前先以混合氧 ( 5帕C O : 十 95 呱 0 :

)

灌充至饱和
、

自门静脉进行灌流插管
,

流率约 6m l/

m in / 9 h vc r 。

实验中使用的灌注物如皂试
,

二梭酸

盐
,

辅酶 I 和辅酶 I 生成系续均用灌流液配制稀释
,

使用前调节 p H至 7
.

4
。

它介稚注的时间
、

次序 和浓

度见表
、

图所示
。

辅酶 I 生成系统是由每分钟注 入

6 m g异柠檬酸盐
,

.

0
.

05 单位异柠檬酸盐脱氢酶 和 35

微克N A D P 十所组成
。

3
.

分 析

P N A在肝内通过单氧化作用转变为游离和结合

型的 PN P (对硝基酚 )
,

而后者又有葡萄塘醛酸结

合和硫酸盐结合之分` 通常前者占 80 ~ 90 肠 s1[
。

故

单氧化作用的速率可测定单位时间内每克肝脏 分泌

游离和结合型 PN P浓度而获得
。

P N A用于灌流时配

制成。
.

Zm M
,

如图示进行灌沈
。

肝流出液中的 P N P

浓度用分光光度计进行连续欢察 〔幻
。

流出液中结合

型葡萄糖醛酸和硫酸盐 P N P测定用酶学法 〔“ 〕,

乳酸

脱氢酶 ( L D H )的测量是用标准的酶学方法〔, 3。

肝微粒体制备是用差速离心 lot j ,微粒体中 P N A

脱甲基酶的活力采用C 。 。 w ay 等方法分析
〔, ’ 。

4
.

组织学检查

灌流肝在皂试灌注 10 m in 后
,

紧接着 灌 注锥虫

兰 (0
.

Zm M )
,

然后再以 1肠多聚甲醛灌注6分钟进行

固定和石惜包埋
.

切片作伊红染色
,

在受损细胞核

中锥虫兰能被鉴别 l1[ ’ 。

悔结 果

.1 皂俄对 P N A脱甲基作用影响

柠檬酸盐是富含阴离子的
,

它正常情况

下不进入细胞
,

因此柠檬酸盐对 P N A脱甲基

的兴奋作用能用于证明渗透浆 膜 的 情 况
。

P N A 脱甲基作用出现兴奋是在当柠 檬酸 盐

增加辅酶 I 生成时
,

在给小鼠肝 灌 注 P N A

时 结 合不 同 时 间长 度 浓 度 为 0
.

0 01 或

0
.

00 5肠的皂试处理
,

发现 0
.

00 5肠皂试处理

不给柠檬酸盐的
, 无论喂食或禁食小鼠吓中

PN A 的脱甲基作用和 P N P 结合率均无明显

影响 (图 1 ,

表 2)
。

这种速率略有降 低的 趋

势其最大可能是由于辅酶 I 自细胞中漏出之

故 ; 此外单用柠檬酸盐而不给皂试处理也不

对单氧化作用起作用 (图 ZA
, 3 B )

。

来自禁

食小鼠的肝脏灌注 0
.

0 01 肠 皂贰 I Om in 仅产

表 1 灌注皂俄对小 鼠肝的硝基茵香醚 ( P N A) 脱甲基作用和乳酸脱氮酶释放的影响

皂 贰 肠

皂 贰 灌

注 时 间

(分 )

离 体 灌

流 肝 数

(只 )

P N A 脱甲基作用
.

(环 m o l e s
/ 9 l i v e r

/ h )

皂贰灌注前 皂贰灌注后 差 数

肝流出液最

高 L D H活力

( u / 1)

营养状况

2 3 10
.

9 1 2
.

4 1
.
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说明
:

灌流肝均取自经蔡黄酮诱导的 C s ,

小鼠
。

灌流开始后 20 分钟内进行肝脏冲洗不取样
,

自20 、 40 分钟内

所取样测定的 P N A脱甲基作用的值为对照
,

自4 。分钟后开始灌注 I Qm M 柠檬酸至 5。分钟起又灌主各

种浓度和不同时间长度的皂试如表示
.

L D H释放通常在皂试处理后 5 分钟开始出现
.

.

未测
, ’ . P < .0 01 运用配对处理的结果

.

·

1秘
.



Zmin内 即 对禁食小鼠引起混合功能氧化作

用兴奋性提高以 及 L H D释放
,

但在喂食小鼠

需灌注皂试 s m in 才有类似反 应 (表 1 )
。

当用 0
.

0 0 5肠皂贰灌注喂食小鼠肝 s m in

后
,

在肝小叶周围区约有 10 肠细胞根据锥虫

兰吸收情况反映出有不可逆 的损伤
。

这种对

周围区特有的损害用洋地黄皂贰 ( D i g iot in )n

灌注也可获得
` ,么 , 。

素、畔攀ǎ目口曰)咬忽t,叹,昭绷12001600800枷
。。

.

2m M时峭 基荀香胜胜

3040加

厂V

蓄乏毖巡侧任余十袄.誉创
...食

O ` . 卜 . 曰叫声瑞目叫卜叫一 , . ,

匆 匀 初 50 60

灌流时间 (分 )

图 1 皂试对卜蔡黄酮诱导的 喂 食小鼠

灌流肝对硝基茵香醚 ( p N A )代射

的影响

2
.

皂试和柠檬酸盐对微粒体 P N A脱甲

基作用影响

本实验所用皂贰浓度并不影响辅酶 I 生

成系统孵育中的硝基茵香醚脱甲基作用 (表

3 )
,

但 0
.

01 肠浓度皂贰可降低 P N A 代谢 率

三分之一
。

单用柠檬酸盐 ( 10 m M ) 对 P N A

脱甲基作用的速 )率不产生影响 (表 3 )
。

生 L D H轻微释放
,

未见柠檬酸盐对 P N A 脱

甲基作用产生影响
,

若灌注时 间延 长 至 20

m in ,
则可使单氧化作用速率上升 1 倍左 右

(表 1 )
。

这时流出液中的 L D H值大于 I OO0u/

L (表 1 )
。

若应用 0
.

0 05 肠皂试
,

柠 檬酸盐在

3
.

狡酸盐和辅酶 I 对混合功能氧化作

用速率的影响

经户蔡黄酮诱导后的小鼠灌流肝
,

P N A

脱 甲基速率喂食和禁食动物分 别为 30 一 4 0卜

表 2 二翔酸盐和辅酶卫 N( AD P H ) 对皂俄处理的小鼠灌流肝中

硝基茵香醚 ( p N A ) 脱甲基作用影响

皂 贰 帕
动物营

养状况
处理物质

动物数目

(只 )

P N A 脱 甲基作用
( “ m o l e s / 9 l i v e r / h )

兴 奋

皂试灌注前 皂试灌注后 差 数 ( qo)

无

柠 檬 酸”
.

N A D P H

N A D P H生成体系

3 7
.

5士 6
`

4

4 1
.

1士2
.

8

3 0
.

7士4
,

9

3 4
.

8士2
.

6

3 3
.

1士3
.

5

6 4
.

8士5
、
4

4 4
.

2士4
.

3

4 8
.

6士4
.

7

一 4
.

5士3
.

0

2 3
.

7士 3
.

8二

1 3
.

4士2
.

3 件 价

1 3
、

8士2
.

8 骨 .

5 8

4 4

4 0

0
。

0 0 5

,工口únOO
,..上ū̀
6

胜̀二. .二

无

柠 檬 酸

N A D PH生成体系

异柠檬酸

苹 果 酸

2 0
.

4士 2
.

9

1 5
.

8士2
.

0

2 0
.

8士 1
.

9

1 7
.

7士3
.

1

1 5
.

9十 1
_

7
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.
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.
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色
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.
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.

1
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.
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.

0

0
.
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7
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.

5士2
.

。二
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.

4士8
.

8 .

13
.

5士2
.

1二

9
.

4士2
.

1 .

说明
:

灌流肝来自经蔡黄酮诱导后的 sC
,

小鼠
,

灌流开始后 20 分钟内为冲洗肝脏时间不取样
,

自20 分钟开始

灌注 P N A
,

自40 分钟起肝内加入二狡酸盐 ( l o m M ) 或辅酶 I ( 20 。卜M ) 或辅酶 I生 成体系 (浓度

见本文 ) ;在 50 分钟起开始灌注皂试 (禁食小鼠 ) 2 分钟
,

(喂食小鼠 ) 5 分钟
。

肝流出液样品每 2 分钟

收集一次
, .

P < 。
.

05 ; 二 P < 0
.

01 ; . ” 皂试浓度为 。
.

01 嗬

1 4 5
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图 3 辅酶 I 生成体系和柠檬酸在灌注皂试前后对 p
一

蔡黄酮诱导的喂食

小鼠灌流肝的对硝基茵香酶 ( P目A )代谢影响

( A ) 辅酶 I生成体系 (为 5只肝脏结果
,

因用了辅酶 I 生成体系
,

故未测 L DH )

( B ) 柠檬酸 10 m M ( 5只肝的结果 )

表 3 皂俄对微粒体硝基茵香醚 ( P N A ) 脱甲基酶活力的影响

加 入 物

P N A 脱甲基作用
( “ m o l e s

/ m i红 /m g p r o t主几 )

酚 硝基儿茶酚
I 气

量
+ I

基I硝

无

柠 檬 酸 ( l o m M )

皂 贰

0
.

0 0 0 1肠

0
.

0 0 1 肠

0
.

0 1 %

.

叩
.

2 1

0
.

4 2

0
`

3 2

.

9 1

.

5 3

2
.

6 7 0
.

2 4

3
.

4 3

2
.

0 6

0
.

3 5 3
.

7 8

0
.

0 9 2
.

1 5

表中值为平均数
,

它们均各来自 6 只经夕
一

蔡黄酮诱导小鼠肝制备的微粒体总体三次侧量结果

m ol e s
/ g / h

,

这个结果与 C o n w a y等以前报道

的相近
` “ ’ 。

在用皂试前
,
灌注柠檬酸盐

,

辅

酶 I 或辅酶 I 的生成系统对 P N A 脱甲基 速

率无变化 (图 2
,

3 )
。

但在灌注柠檬酸盐或辅

酶 I 时给予皂试处理就明显不同
,

对喂食动

物肝内混合功能氧化作用 能 提 高 40 一 60 肠

(图 2 ) ; 皂试处理后 P N P葡萄糖醛酸 化 的高

速率能维持 6一 s m i n
,

·

1 0一 1 2 m i n 后 混 合功

能氧化和葡萄糖醛酸化作用二者 明 显 降 低

(图 2
,

3 )
。

随着单氧化作用兴奋 L D H也开始

释放到肝流出浓中 (图 2 )
。

皂试渗透禁食小鼠肝脏后
,

柠檬酸盐和

14 7



辅酶 I生成系统二者能提高 P N A血甲基 作

用约 11 0肠 , 在相同条件下
,

用异柠檬酸 或

苹果酸盐也能兴奋约提高60 一 80 肠左右 (图

2 ,
表 2 )

。

讨 论

1
.

用皂试渗透小鼠灌流肝

过去 10 年渗透细胞膜的研究已取得很大

进展
。

一种称之 iF l i p in 的聚烯抗生素复合体

具有渗透细胞能力
, 它能与浆膜 胆 固醇 形

成多分子的复合物而不 影 响 腺 粒 体 的 功

能
t ` a, ’ 幻 。

胆固醇与洗涤剂 (皂 贰 ) 也 可 形

、 成不溶复合物
【 7’ ,

并已广泛用于 渗 透 肌 纤

维
,
嗜铬细胞和肝细胞

〔’ 5 一 ’ 了 ’ 。 另有 洋 地黄

贰也已用于渗透游离细胞
` ’ 已’和灌流 肝

〔 ` “ }。

本研究发现用浓度为 0
.

00 5帕 皂贰只要

灌注 Zm in 就能获得对禁食小鼠肝 的渗 透 效

果
,

但同样情况下对喂食小鼠需要灌注 s m in

(表 1 )
。

此时就出现 L D H释放现象以及在 实

验结束时用锥虫兰染色可有 10 帕肝细胞呈不

可逆损伤
。

三方面的证据说 明短暂和适度的

皂试处理损害肝细胞的活力并不显著
。

第一

在灌注0
.

00 5呱皂贰后小鼠肝内混合功 能 氧

化作用未被抑制 (图 1 ,
表 2) , 提示单 氧 化

酶成分和细胞辅酶 I 生成系统未受影响 ; 第

二根据在皂试灌注 10 m in 内葡萄糖醛酸化未

受影响这一事实
,

证明皂贰对细胞 的能量状

况并不产生严重影响
,

因葡萄糖醛酸化作用

对细胞内能量和毗咤核试酸氧化还原情况变

化是敏感的
`。 ’ 艺” , ; 第三约 9 0场 肝细胞 对 锥

虫兰染料不起作用
,

说明绝大多数肝细胞未

损害
。

因此在灌注柠檬酸盐或辅酶 I 时结合

皂贰渗透处理出现单氧化作用的兴奋和最终

产生 L D H的释放
,
这并不意 味 着严重影响

肝细胞的生活力
。

2
,

辅酶江对小鼠灌流肝中混合功能氧

化作用的兴奋

T h u r m a n
等于 1 9 6 9年指出

,

给禁食大鼠

肝灌注氨基比林 (混合功能氧化系统中的一

种基质 ) 后
,

肝 的呼吸氧化大为 增 加 〔“ ` 〕 ,

但若在试验中加入抗霉素 A
,

就 见不到以上

反应
,

然而用肝微粒体来孵育氧 化 氨 基 比

林广不论在管中加入或不加入杭霉素 A
,

只要

有活化的辅酶 I 生成系统存在就有相应的呼

吸氧化速率增高现象
`” ,

这说明辅酶 I 的供

应是禁食大鼠肝中混合功能氧化作用决定逮

率的主要因子
。

在禁食状况下
,
只要灌注山

梨糖醇
,

木糖醇或葡萄搪
,

由于它们间接地

增加了辅酶 I 的供应
,

灌流肝和游离肝的混

合功能氧化作用均出现兴奋
〔“ 一 “ ’ 。 因此供应

辅酶 I 是禁食情况下单氧化作用速率的决定

因子这一观点已获得普遍承认
。

喂食动物供应辅酶 I 后对单氧化酶反应

的作用至今仍不清楚
。

未诱导的C
。 ?

小鼠 (对

芳香烃有反应的一种具有代表性 鼠种 )
〔“ ’和

仓鼠
`略’ 以及经苯巴比妥诱导的大鼠

`“ ’
等灌流

肝在 Zm in 内保持 P N P 生成呈高速率的 直线

状态
,

然后迅速下降到原来的 25 一 50 帕
。

这

种引起混合功能氧化作用速率下降的最大可

能是辅酶 I 的供应问题
,

因那时氧和基质都

是丰富的
。

这提示辅酶 亚生成系统不能持续

供应单氧化作用高速率中辅酶 E 消耗 之 所

需
。

这符合这样的假设
:

即用 3一甲基胆蕙或

户蔡黄酮对芳香烃有反应的小鼠进行诱导
,

它们的灌流肝能保持单氧化作用在很长时间

内具有高速率
,

但用 3 一甲基胆蕙处理对芳香

烃无反应的小鼠
,

其肝脏单氧化速率随时间

延长而下降 (即与未用 3 一甲基胆葱处理小鼠

相似 )
。

根据P N A脱 甲基作用的动力学
,

认

为 3
一

甲基胆葱处理对芳香烃有反应灼小鼠不

仅兴奋了 P
一 4 50 系统

,

而且增加了肝脏供 应

辅酶 I 的能力
〔 5 , 。

虽以上告诉我们在喂食情况下辅酶 I 是

控制速率的因子
,

但灌注糖类并不影响肝脏

中 P N A混合功能氧化作用的速 率
〔“ , “ ’ 。

这可

有二种解释
, 一是喂食条件下辅酶 I 是过剩

的
,

它不是决定单氧化作用速率的一个主要

因子 , 二是在喂食条件下糖类并不对混合功

·
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能氧化作用增加辅酶 I 的补充
。

本文皂试渗透肝脏 的研究结果
,

对以上

问题有了较为清晰的认识
。

对芳香烃产生反

应小鼠的肝脏经户蔡黄酮诱导后
, 在给以辅

酶 I 或柠檬酸盐时结合皂贰 处 理
,

P N A 的

棍合功能氧化作用可提 高 40 ~ 60 肠 (表 2 ,

图 2 )
。

这并非是皂贰对混合功能氧化酶有作

用
,

因单用皂试并不兴奋而是降低游离肝细

胞和灌流肝的单氧化作用的 (表 3
,

图 1 )
。

这些结果显示辅酶 I 确实能兴奋喂食小鼠灌

流肝的混合功能氧化作用
。

在喂食条件下
,

辅酶 I 供应来自果糖循环最为丰富
,

所以糖

类灌注并不增加辅酶 I 是可能 的
。

另有人发

现经苯巴 比妥处理的喂食大鼠肝给予葡萄糖

并不改变果糖循环流率
’ 2 2 ’ ,

这支持 了 我们

以上的结论
。

与辅酶 I 有关的细胞色素 P 4 50 还 原 酶

的代谢常数经测是低于细胞内总的辅酶 I 的

含量
t “ “ ’ , 那么皂试渗透的肝中补 充辅 酶 I

,
能兴奋混合功能氧化作用

,
对此作何理解

。

在完整细胞内大多数辅酶 I 是与各种脱氢酶

结合在一起的
,

主要局限在腺粒体内
〔 “ ` ’ 。

而

且在完整细胞中许多辅酶 I 的利用体系 (如

脂肪酸合成
,

与黄素有关的单氧化作用
,
谷

胧甘肤还原等 ) 均要利用辅酶 I
,

因此可以

设想在完整细胞中能为单氧化作用所利用的

游离型辅酶 I 的浓度是极低的
。

我们在皂试

处理的肝中加入辅酶 亚或它的生成系统引起

诱导小鼠灌流肝单氧化作用兴奋 (图 2 ), 它

完全能解释我们的设想
,

我们认为在喂食条

件下
,

细胞内游离型辅酶 I 的浓度是细胞色

素 P 4 50 单氧化作用高速率的决定因子
。

此外

辅酶 亚在渗透的大鼠肝瘤细胞 中也兴奋苯并

龙的代谢
,

这对我们这个假设也 是 一 个 支

持
「“ ` ’ 。
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