
论著 　　　 文章编号:1000-5404(2004)11-0940-03

硫芥对大鼠淋巴细胞谷胱甘肽含量的影响
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　　提　要:目的　探讨硫芥中毒后淋巴细胞谷胱甘肽含量变化。方法　用密度梯度离心法分离大鼠脾淋巴细胞 ,与硫

芥共同进行体外培养。用MTT 法测定细胞活力。以荧光分光光度计法测定细胞还原型谷胱甘肽(glutathione , GSH)、氧化

型谷胱甘肽(oxidized glutathione , GSSG)含量变化 , 结果　淋巴细胞活力在硫芥中毒后降低水平与细胞内 GSH 含量呈直线

相关关系。硫芥中毒 8 h GSH含量开始下降 , 8～ 12 h维持在低水平 , 24～ 48 h GSH 进一步下降;GSSG含量 24～ 48 h 显著低

于对照水平;GSH GSSG比值在 8 h 后显著降低。结论　硫芥中毒淋巴细胞活力与谷胱甘肽含量的变化存在显著相关性。
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of sulfur mustard on reduced glutathione (GSH)content in rat

lymphocytes in vitro.Methods　Rat spleen lymphocytes were isolated by density gradient centrifugation and co-cul-

tured with sulfur mustard in vitro.The cell viability was detected by MTT method and the contents of GSH and oxi-

dized glutathione (GSSG)in lymphocytes were determined using a fluorometric assay.Results　There was a linear

correlation between the viability of lymphocytes and the level of GSH after sulfur mustard intoxication.The level of

GSH in rat lymphocytes treated with sulfur mustard decreased significantly at 8 h , and this lower level of GSH was

maintained until 12 h.A further decline was observed at 24 h.The level of GSSG decreased significantly at 24 h after

sulfurmustard treatment.The ratio of GSH GSSG markedly decreased at 8 h.Conclusion　There exits a signi-ficant

correlation between the viability of lymphocyte and the content of GSH after sulfur mustard intoxication.
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　　硫芥(sulfur mustard)是一种重要的军用毒剂 ,具有

强烈的烷化作用 , 能直接与细胞内还原型谷胱甘肽

(glutathione , GSH)结合 ,引起细胞 GSH 含量减少。而

GSH是机体主要的抗氧化系统 。生理条件下 ,细胞内

氧化还原反应处在一个动态平衡。GSH 的减少 ,必然

会破坏这个平衡 ,细胞功能将受到影响甚至细胞死亡。

淋巴细胞是硫芥的主要靶细胞 ,本研究通过测定淋巴

细胞 GSH 和氧化型谷胱甘肽(oxidized glutathione ,
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GSSG)含量以及细胞活力 ,研究硫芥中毒与细胞谷胱

甘肽水平和细胞活力变化的关系。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　主要仪器设备　　离心机(上海), 低温冷冻离心机

(Sigma), 细胞培养箱(美国),电泳仪 , 荧光分光光度计 , 酶标仪。

1.1.2　重要试剂　　如无特指均为国产分析纯;硫芥为军事

医学科学院六所提供 ,纯度为 97.5%,先用 1 , 3丙醇配成 1%母

液 ,临用时用生理盐水稀释至所需浓度;RPMI1640 培养液(Hy-

clone产品),溴化乙锭(Sigma), GSSG , OPT(Sigma), 淋巴细胞分离

液(上海),MTT ,小牛血清。

1.1.3　实验动物　　Wistar 大鼠4 只 ,雌雄各半 , 体质量(200±

50)g , 由第三军医大学实验动物中心提供。

1.2　方法
1.2.1　大鼠脾淋巴细胞分离培养　　取Wistar 大鼠无菌剖腹
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取脾剪碎 , 加适量 RPMI1640 培养液 , 100 目尼龙网过渡 , 等量培

养液洗 2次 , 1 000 r min离心5 min , 弃上清 ,加入适量培养液制

成脾细胞悬液 ,后用淋巴细胞分离液分离 , 2 000 r min 离心 20

min ,吸取中层云雾状液面层 ,适量培养液洗 2次 , 1 500 r min 离

心10 min ,用台盼蓝测细胞活性>95%, 调整细胞计数至 106 

ml , 5% CO2 , 37 ℃孵箱培养 24 h备用。

1.2.2　中毒模型的制作　　按照文献[ 1] 方法 , 取培养瓶按终

浓度为 100-5μmol L加入硫芥。取24孔培养板 , 在培养瓶中加

入硫芥后 , 再加到 24 孔培养板 , 继续培养至所需时间 , 分别于

0 、4、8 、12、24、48 h 取样做后续检测(根据实验要求每个时相点

设立 4组平行对照)。

1.2.3　细胞活力检测　　将前述中毒细胞按 106 ml接种于 96

孔板上 ,孵育至相应时相点取出 , 3 000 r min , 离心 5 min , 弃上

清 ,用约 180 μl D-Hanks洗涤 1 次 , 1 500 r min , 离心 5 min ,弃上

清 ,加入 160 μl无血清 1640 , 20 μl MTT , 孵育 4 h , 1 000 r min 离

心5 min , 弃上清。加入 150μl DMSO显色 ,震荡 10 min , 在酶标

仪上读取数值。

1.2.4　细胞内GSH 、GSSG含量变化[2] 　　取 4.0×106 细胞悬

浮于 100μl冷的双蒸水(含30μmol L EDTA),加入 15μl 3 mol L

H3PO3 ,混匀 , 4 ℃12 000 g×10 min离心去蛋白。取 50 μl上清

用于GSH 检测(加入 50 μl 0.1 mol l磷酸钠缓冲液 pH 8.0 , 100

μl新鲜配制的1 mg ml OPT溶液 ,室温孵育15 min。在荧光分光

光度计激发波长 420 nm , 发射波长 350 nm 处测荧光强度。)取

50 μl上清用于GSSG检测(加入20μl 0.04 mol LNEM , 室温孵育

20 ～ 30 min 后 ,取 50 μl加入 0.1 mol l 氢氧化钠 , 100μl新鲜配

制的1 mg ml OPT溶液 ,室温孵育 15 min。在荧光分光光度计激

发波长 420 nm , 发射波长 350 nm 处测荧光强度)。查标准曲线

并换算成μg 106 细胞。

1.3　统计学分析
　　采用SPSS 10.0 统计软件包中单因素方差分析及均数间多

重组较(One-Way ANOVA), 线性相关分析(Bivarite)和直线回归

分析(Linear Regression)进行数据统计。图像结果用凝胶成像系

统扫描后用图像分析计算机软件处理。

2　结果

2.1　淋巴细胞内GSH 、GSSG含量变化情况
　　硫芥中毒 4 h GSH 含量开始下降 , 8 ～ 12 h 含量维持在一个

水平 , 24～ 48 h 含量显著降低;GSSG 含量 24 显著降低;(表 1)

GSH GSSG 24 h 显著降低 , 4 h显著增高。

表 1　硫芥(100μmol L)中毒细胞内 GSH、GSSG含量(μg 106 细胞)变化( x±s , n=4)

Tab 1　Changes of GSH and GSSG contents(μg 106 cells)in lymphocytes induced by sulfur mustard(100μmol L)( x±s , n=4)

Control 4 h 8 h 12 h 24 h 48 h

GSH(μg) 0.447±0.02 0.441±0.004 0.335±0.011＊＊ 0.318±0.003＊＊ 0.190±0.009＊＊## 0.093±0.008＊＊##

GSSG (μg) 0.259±0.035 0.207±0.009 0.221±0.012 0.228±0.015 0.167±0.022＊＊ 0.094±0.015＊＊

GSH GSSG 1.726 2.103＊＊ 1.515＊＊ 1.394＊＊ 1.138＊＊ 0.099＊＊

＊＊:P<0.01 , vs control;##:P<0.01 , vs 12 h

2.2　细胞活力检测
　　细胞活力在中毒 8 h 显著下降 , 但 8、12、24 h 差异不显著

(图 1)。

＊＊:P<0.01 , vs control

图 1　硫芥(100μmol L)中毒淋巴细胞细胞(106 细胞)活力变

化( x±s , n=4)

Fig 1　Changes of cell viability in lymphocytes(106 cell s) in-

duced by sulfur mustard(100μmol L)( x±s , n=4)

　　对细胞活力和细胞内 GSH 含量进行直线相关和回归分析 ,

相关系数 r=0.884 , 双侧 P =0.05 , 存在正相关关系。 直线回

归分析显示回归模型 F =14.251 , P =0.02 回归系数检验的 t=

3.775 , P =0.02 , 见图 2。

图 2　GSH与细胞活力的相关分析

Fig 2　Correlation analysis of lymphocyte viability with GSH

concentration

3　讨论

　　GSH 是细胞自我保护系统的重要物质之一 ,也是
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DNA合成中不可缺少的小分子巯基化合物 ,具有清除

自由基 、维持细胞内正常的氧化还原环境和蛋白质的

结构与功能等多方面的作用。GSH通过清除自由基或

与芥子气直接作用 ,阻止芥子气对靶分子的攻击 ,也可

与含硫蛋白中的巯基作用形成二硫化物 ,暂时保护靶

分子 ,从而避免受到硫芥的攻击
[ 3 ,4]
。

　　业已证实 ,谷胱甘肽的巯基是硫芥烃化作用的主

要功能基团。用标记硫芥(
35
S)与酵母实验表明 ,有

50%的
35
S 与谷胱甘肽结合

[ 5]
。硫芥中毒后细胞内

GSH 水平随中毒时间的延长而不断下降 。在硫芥中毒

前用药物增加细胞内 GSH 水平 ,可减低硫芥的细胞毒

性 ,用药物降低细胞内GSH 水平可增加硫芥的细胞毒

性
[ 6 ～ 8]

。相似的情况在整体动物实验中也有报道。硫

芥中毒小鼠中 ,血 、肝 、肺中 GSH 含量显著减少 ,GSSG

含量急剧增加
[ 9]
。Husain

[ 10]
在用亚致死剂量硫芥对小

鼠染毒后发现 ,GSH-px 活性在白细胞脾脏肝脏中活性

显著降低-硫芥在亚致死剂量下抑制白细胞和脾脏的

抗氧化酶活性 。本研究结果也提示 ,100 μmol L 硫芥

中毒后淋巴细胞内GSH含量逐渐减低 ,细胞活力也在

逐渐减低 ,其变化与 GSH 含量降低在时间上一致 ,经

统计分析二者呈直线相关(r=0.884 ,双侧 P<0.05)。

　　由于GSH广泛存在于真核细胞中 ,并在胞浆中合

成 ,仅 10%～ 15%移至线粒体 。线粒体 GSH 在清除活

性氧时起着关键作用 。ATP 依耐的线粒体转运体将

GSH由胞浆转运到线粒体基质。这个转运体在胞浆

GSH 低浓度时有高亲和力 ,目的是维持线粒体 GSH 水

平。在胞质 GSH 消耗时 , 线粒体 GSH 池缓慢丢失

GSH 。因此GSSG的产生在线粒体 GSH维持稳定的情

况下是一定的。在硫芥中毒淋巴细胞模型中 ,可能主

要是胞浆GSH直接与硫芥反应。虽然细胞内 GSSG含

量在中毒后 24 h没有显著性变化 ,但 GSH GSSG除在

中毒 4 h有一个高峰外 ,随中毒时间的延长GSH GSSG

比值是显著降低的 。这就提示随中毒时间的延长 ,细

胞内出现了氧化应激状态的变化 ,细胞中毒产生的活

性氧参与了硫芥的细胞毒性 ,而 GSH GSSG 是在整体

水平上衡量超氧自由基引起的氧化应激的指标
[ 10]
。

在本实验中 ,GSH GSSG 在中毒4 h出现高峰的原因可

能是:硫芥烃化线粒体内 GSH ,使生成的 GSSG 减少 ,

而正常细胞内GSSG含量远远低于GSH ,因此 ,GSSG含

量变化在一定时间段内相对大于GSH ,致使比值增加。

这就提示细胞内活性氧参与了细胞毒性作用 ,细胞的

氧化应激状态由此而变化 ,如果能及时清除活性氧 ,细

胞存活 ,如果不能及时清除 , 细胞必然走向死亡。但

是 ,GSH 、GSSG并不是硫芥细胞毒作用的唯一途径 ,还

存在其它参与因素 ,如PARP等
[ 11 , 12]

。

　　总之 ,研究硫芥中毒后细胞内 GSH、GSSG含量变

化对于明确硫芥的毒性作用机制有着重要意义 ,测定

细胞内 GSH/GSSG水平 ,有助于中毒诊断和评估预后。

当然 ,硫芥的毒性作用是多方面的 ,GSH 、GSSG 含量变

化只是其中的一条途径的早期变化和早期反应。
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