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　　摘　要　目的: 探讨肝细胞线粒体磷脂组分的增龄性改变。方法:测定了不同月龄 ( 6、 12、 18和 24月龄 )

组大鼠肝细胞 ( HC)线粒体磷脂及其组分、丙二醛 ( M DA )、维生素 E( V E)和磷脂酶 A2 ( PLA2 )水平及 VE对

以上各指标的影响。结果:各月龄组总磷脂水平无明显改变 , 18和 24月龄组磷脂酰胆碱 ( PC)含量明显降低 ,

磷脂酰乙醇胺 ( PE) / PC值显著升高。 18和 24月龄组 MDA和 PLA2水平较 6月龄组明显上升 , VE含量明

显下降。 各 VE处理组 ( V EG ) VE水平显著增加 , 18月龄 V EG MDA和 PLA2水平明显低于非 VGE

( NV EG) , 24月龄 V EG MDA和 PLA2水平与 NV EG比较差异不显著 ,各 V EG磷脂及其组分水平与

NV EG比较差异不显著 ,但 18和 24月龄 V EG PE / PC较 NVEG明显增加。 结论:线粒体磷脂组分改变是

HC增龄性改变的重要特征 ,与脂质过氧化反应密切相关 , V E对老化 HC线粒体过度活跃的脂质过氧化反

应有一定的防治作用。
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　　肝脏增龄性改变的特点之一是肝细胞 ( HC)能量

代谢紊乱 [1 ] ,其机理尚需进一步阐明。文中报道了老化

HC线粒体磷脂组分的改变 ,并对其机理进行了初步

探讨 ,为进一步探讨肝脏增龄性改变的机理及临床防

治提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　动物及分组
　　Wistar大鼠 ,四川省中药研究所动物室提供 ,雌雄不拘。按

月龄分为 6、 12、 18和 24月龄组。 将上述各组再分为维生素 E

治疗组 ( V E)和非维生素 E治疗组 ( NVEG )。 每组 5只 ,共 40

只。V EG采用 5% VE乳剂 (西南制药六厂 )在活杀前 13周行腹

腔注射给药 ,每周分两次给药 ,每次 500 mg /kg。 NV EG行生理

盐水对照。

1. 2　肝脏线粒体磷脂含量测定
1. 2. 1　 HC线粒体的制备　　按文献 [2 ]方法进行。

1. 2. 2　线粒体磷脂提取　　按文献 [ 3]方法进行 ,线粒体悬液

1 ml [ {CB } ( 20～ 30) mg· ml- 1 pro ]与氯仿∶甲醇∶ HCl( 2∶ 1

∶ 0. 01, V /V )提取液 9 m l旋转混匀 1 min,静置 15 min,离心

去蛋白及上液 ,下液加 1 /5体积 0. 05 mo l /L CaCl2旋转混匀 ,

静置 ,离心 ( 300 r /min× 1 min) ,分取下层液用 N2吹干 , - 20

℃保存 ,分别待测总磷脂及其组分。

1. 2. 2. 1　总磷脂测定　　高氯酸消化后 ,用中国科学院生物

物理所生产的无机磷试剂盒测定。

1. 2. 2. 2　几种主要磷脂组分的分析 [4]　　氯仿: 流动相

( 1∶ 4, V /V )稀释液 0. 2 ml溶解 ,法国 Gilson公司 HPLC系统

检测。 条件如下: ①分析柱: Sepharob C18( 4. 6× 300 mm, 10

μm)中科院大连化物所 ;②紫外 203 nm进行 ;③流动相: 乙腈

∶甲醇∶ 85%磷酸为 250∶ 7∶ 2;④进样量: 10μl。磷脂酰乙醇

胺 ( PE)、磷脂酰胆碱 ( PC)、磷脂酰丝氨酸 ( PS)及磷酸肌醇标准

品均购自 Sigma公司。

1. 2. 3　线粒体丙二醛 ( M DA)含量测定　　硫代巴比妥酸反

应法。

1. 2. 4　线粒体磷脂酶 A2 ( PLA2 )含量测定　　微量酸滴定

法 [5]。

1. 2. 5　线粒体 V E含量测定　　参照文献 [ 6]荧光法进行。

1. 2. 6　统计学处理　　用医用统计程序集 (上海科技出版社 )

作方差分析和相关分析。

2　结果

2. 1　不同月龄大鼠各处理组 HC线粒体磷脂及其组

分含量

　　表 1中可见 , 18和 24月龄 NVEG肝细胞线粒体 PC含量

明显低于 6月龄组 , PE /PC比值则相反。 18和 24月龄 V EG肝

细胞线粒体 PC和 PE /PC分别明显高于和低于 NVEG,与 6月

龄组比较差异不显著。
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表 1　不同月龄大鼠各处理组肝细胞线粒体磷脂及其组分含量 (WB /μg· mg- 1蛋白 x-± s,n= 5)

Tab 1　Mitochondrial phospholipid and its components levels of hepatocyte in diff erent age group(WB /μg· mg- 1 pro, x-± s ,n= 5)

Group To tal PL PC PE PS PI PE /PC

6 mo

12 mo

18 mo

24 mo

　 NV EG 287. 71± 27. 34 106. 85± 9. 63 94. 3± 8. 40 4. 27± 0. 63 8. 12± 0. 77 0. 92± 0. 08

　 V EG 290. 43± 31. 27 108. 39± 11. 27 89. 49± 9. 71 3. 96± 0. 39 7. 89± 0. 91 0. 86± 0. 06

　 NV EG 283. 90± 24. 82 104. 69± 8. 53 96. 11± 8. 32 4. 35± 0. 40 8. 25± 0. 80 0. 94± 0. 09

　 V EG 286. 78± 24. 06 104. 94± 7. 36 92. 53± 8. 01 4. 15± 0. 44 8. 04± 0. 79 0. 88± 0. 07

　 NV EG 292. 86± 29. 51 93. 34± 6. 72* 101. 74± 9. 23 4. 56± 0. 63 8. 04± 0. 94 1. 08± 0. 07*

　 V EG 292. 80± 27. 92 100. 39± 9. 29 90. 18± 10. 12 4. 03± 0. 29 7. 69± 0. 83 0. 89± 0. 09△

　 NV EG 294. 67± 30. 12 91. 44± 8. 70* 104. 89± 9. 81 4. 72± 0. 53 7. 55± 0. 74 1. 15± 0. 09**

　 V EG 289. 10± 29. 01 98. 43± 8. 71 94. 22± 10. 97 4. 35± 0. 43 7. 58± 0. 57 0. 92± 0. 08△△

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs 6 mo;△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01v s NVEG

2. 2　不同月龄大鼠各处理组 HC线粒体相关指标含量
　　自表 2中可见 , 18和 24月龄组 NV EG肝细胞线粒体

M DA、 PLA2含量均明显高于 6月龄组 , V E含量则相反。 18月

龄组 VEG肝细胞线粒体 M DA、 PLA2 含量均明显低于

NVEG, V E含量则相反 ,与 6月龄组比较差异不明显。 24月龄

组 V EG肝细胞线粒体 M DA含量与 NV EG比较差异不明显 ,

仍明显高于 6月龄组 ; PLA2含量明显低于 NVEG,但仍明显高

于 6月龄组 ; V E含量明显高于 NV EG,与 6月龄组比较差异不

明显。

表 2　不同月龄各处理组肝细胞线粒体相关指标含量

Tab 2　 Hepatocyte mitochondrial levels of some related items

in diff erent age group(x-± s, n= 5)

Group
MDA

(W B /nmol· mg- 1 pro)
PLA2 (u )

V E

(W B /μg· g- 1 pro)

6 m o NV EG 3. 11± 0. 39 32. 48± 4. 11 109. 81± 8. 32

　　　 V EG 3. 22± 0. 30 33. 04± 3. 74 267. 83± 19. 57△△

12 mo NV EG 3. 64± 0. 50 37. 93± 6. 27 113. 38± 9. 43

　　　　 V EG 3. 45± 0. 43 32. 91± 4. 43 277. 39± 21. 45△△

18 mo NV EG 4. 16± 0. 25** 51. 26± 6. 53** 98. 70± 6. 81**

　　　　 V EG 3. 32± 0. 27△△ 34. 93± 5. 35△△ 246. 26± 26. 74△△

24 mo NV EG 4. 64± 0. 25** 65. 76± 8. 49** 91. 67± 8. 43**

　　　　 V EG 4. 44± 0. 21** 53. 76± 6. 07**△ 235. 38± 25. 44△△

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs 6 mo;

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs NV EG

2. 3　 PE /PC与有关指标的相关性检验 ,见表 3。

表 3　 PE /PC与有关指标的相关性检验

Tab 3　 The correlat ion coef f icient of PE /PC

with some related items

log PE /PC r P

log MDA 0. 9551 < 0. 05

log PLA2 0. 9899 < 0. 02

log V E - 0. 9773 < 0. 05

3　讨论

　　对生物膜与细胞结构功能关系的研究表明 ,膜脂

在维持细胞结构和调节其功能的过程中起重要作用 ,

其中 ,磷脂是构成生物膜基本骨架的主要成份 ,其合理

的组分是细胞和细胞器维持正常结构和功能的先决条

件。研究表明 ,磷脂自身稳定机理的受损是老化细胞功

能降低的重要原因
[7 ]
。

　　本结果表明 ,虽然增龄对大鼠肝细胞线粒体总磷

脂水平无显著影响 ,但其组分谱发生了明显的改变 ,

PC随月龄的增加逐渐降低 , PE /PC比值逐渐升高。提

示 ,线粒体膜 PL组分改变可能与老化大鼠肝细胞功

能低下有关。近年的研究提示 ,线粒体膜磷脂组分改变

引起功能降低的机理至少包括:①细胞膜是以脂质为

骨架的双层结构 ,其中嵌以功能各异的蛋白质 ,其周围

的脂质环境的改变将影响这些蛋白质的结构和功能。

②膜磷脂组分改变可使线粒体膜流动性下降 ,僵硬度

上升 ,膜通透性增加 ,导致线粒体结构和功能受损
[8 ]
。

③膜脂质组分的改变 ,如 PC含量的降低 ,可使线粒体

膜过氧化损伤易感性显著增加 [ 9]。目前 ,老化肝细胞线

粒体膜 PE /PC比值的升高导致其损伤的具体机理尚

未明确。

　　本结果还显示 ,随着月龄的增加 ,肝细胞线粒体

MDA和 PLA2含量逐渐增加 , V E水平逐渐降低 ,并

以 18月龄和 24月龄组最显著 ,这些改变与 PE /PC有

明显的正相关。这再次证明 ,线粒体膜磷脂组分的改变

与其脂质过氧化损害的增多关系密切。 V E是体内有

效的抗氧化剂 ,通过将其活泼的氢原子给予自由基 ,从

而减轻消除自由基的损害作用 ,对脂质过氧化有显著

的抑制作用。 因此 ,不难推知 ,老化肝细胞线粒体维生

素 E水平显著降低可能与活跃的过氧化反应导致维

生素 E过多消耗有关。 同时 ,由于维生素 E不能够

100%防止脂质过氧化 ,对已形成的过氧化脂质 ,则需

要 PLA2来修复、分解和清除 ,使其不发生积聚 ,以免

引起线粒体损害 ,可见 PLA2水平升高可能是老化 HC
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线粒体脂质过氧化增强导致的代偿性生理反应。

　　考虑到机理的研究不同于治疗剂量的探讨 ,前者

应尽量避免用量不足出现假阳性或假阴性 ,我们在本

实验中对不同月龄组大鼠应用了大剂量维生素 E补

充治疗。结果发现 ,各维生素 E治疗组肝细胞线粒体

维生素 E含量均有显著提高 , 18月龄组 MDA含量与

非维生素 E治疗组比较明显下降 , 24月龄治疗组虽有

降低趋势 ,但差异不显著。各治疗组 PLA2的变化规律

与 MDA基本相同。各治疗组磷脂总量及组分与非维

生素 E治疗组比较差异不明显 ,但 18和 24月龄维生

素 E治疗组 PE /PC较非维生素 E治疗组明显增加。

　　结果提示 ,肝细胞线粒体磷脂组分的改变是伴随

老化产生的重要病理生理事件 ,其原因与脂质过氧化

反应关系密切 , PLA2水平的增多及维生素 E水平的

下降可能是机体对脂质过氧化反应增强的代偿性改

变。外源性给予维生素 E对老化肝细胞线粒体脂质过

氧化反应有明显的抑制作用 ,而且 ,从维生素 E对 18

月龄和 24月龄组防治结果的差异看 ,这种作用似乎更

有助于对增龄性脂质过氧化反应的预防 ,其具体机制

尚待进一步探讨。
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Age-related changes of the composition of hepatocytic mitochondrial

phospholipids and its mechanism
Sun Wenbing , Li Kun, Ma Rui liang , Han Benli ( Depa rtment o f Hepatobiliar y Surg ery , South west Hospita l, Third M ili-

tar y Medical Univ ersity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o investiga te the age-related changes o f the com position o f hepatocy tic mito ch on-

drial pho spholipids and its mechanism. Methods: The lev els o f h epa to cytic mito chondrial ph ospho lipid( VE)

and its composition, ma londialdehyde ( MDA) , vitamin E ( V E) and ph ospho lipidase A2 ( PLA2) w ere mea-

sured and the effects of V E pretr ea tment on the above-mentioned indices determined in ra ts of v a rious ages

( 6 mo, 12mo , 18mo and 24mo) . Results: Ther e w as no significant difference among the total PL levels of

the four g roups, but the contents o f pho sphoa tidylcho line ( PC) of the 18 mo and 24 mo g roups were signifi-

cantly lowe r than that o f the 6 mo g roup and pho sphoa tidylethanolamine ( PE) /PC ra tio w as significantly in-

creased. The re w ere significant incr ea se o f MDA and PLA2 levels and dec rease of VE level in the 18 mo and

24 mo g roups and th e 4 V E pretr ea ted g roups ( VEGs ) had evidently higher V E contents. The MDA and

PLA2 contents w er e significantly lowe r in VEG of 18 mo than in non- V E pret reated g roups ( NV EGs) . As

fo r lev els o f total PL and its composition, ther e w as no significant difference betw een V EGs and NV EGs.

How eve r, th e PE /PC ra tios o f the 18 mo and 24 mo VEGs w ere significantly higher than those o f NV EGs.

Conclusion: The altered PL composition, which is closely related to oxidativ e damage, play s an impo rtant

ro le in the hepa tocy tic mito chondrial decay in aging. V E is effectiv e only to some deg ree in inhibiting the ox-

ida tiv e damage induced by the alter ed PL composition.

　　 Key words　 aging; hepa tocy tic mitochondrial phospho lipid; malondia ldeh yde; pho spholipidase A2;

v itamin E

130　　　　　　　　　　　　　　　　　第　三　军　医　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　第 19卷


