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氢过氧化枯烯引起离体线粒体脂质过氧化作用的初步研究

熊 业 陈宗荣 (防原教研室 复合伤研究室〕

提 要 氢过敏化枯烯 (O 」 P )能非常显著地引起小鼠肝离体线较体脂质过氧化作用〔 L P )
`

口刁 P在

低浓度时 脂质过 软化物 (L pD 〕与 〔别 P浓度成线性增加
,

O 」P 在 1 5 0料m d L 时
,

L p o 形成达最大
`

L p D 与温育时间 (刀 ~ rto) 成线性增加
,

以后保持在较高不变水平
.

还原 型谷 胧甘肤 (G S l l)
1

维生素 E

(讯
.

)E 和依地酸 ( H万 A )能非常显著地抑制 C日P 引起 的线较体 LP 而且 ( 洛日 含量减 少
,

呱
.

F 几乎

不变
`

用二 甲基亚矾〔D卜侣0 )和超氧化物岐化的〔京 ) D ) 排除了 O H 及 印 的形成
.

本文讨论了 Ch p

引起 J 的可能机理及抗软化剂的作用
.

关抽词 过氧化脂质类 ; 线较体 ; 谷胶甘肤还原酶类 ; 维生素 E ; 超软化物岐化酶类

脂质过氧化作用可引起细胞成分损伤
,

是许多疾病的发病机理之一川
.

国外对有机

过氧化物引起 L P 的研究 主要集中于红细

睑
,

微粒体及离体肝细胞等阅尚困
,

国内 尚

无此方面的报道
,

尤其是 关于线粒体 L .P

基于线粒体为能量代谢中心
,

对线粒体 L P

的研究有一定的理论意义
.

本实验 用氢过

氧化枯烯成功地引起离体线 粒体 L P
,

并为

G S H
、

巧 t
.

E 等显著抑制
.

探讨了 L P 发生

的机理和抗氧化剂的作用
.

材 料 和 方 法

止

I 动物 昆明小白鼠
,

雄性
,

体重 25 士 5 9
,

本校

动物 所供 给

2
.

主要试 荆与 仪 器 C H P ( C P
,

上 海 )
,

邵 H ( S替 1. 公司 )
,

氏
一 成 一 生 育 酚 ( E

入七吐〕
,

人以 3一 四 乙软基丙烷 (日公卫 A G )
,

硫代 巴

比妥 酸 (口
,

上海 )
,

沃5
,
一 二硫 代硝基 苯 甲 酸

〔C p
,

国产 )
,

过氧化氢醉 (牛肝
,

41 田 U 厂哪
蛋白

,

物
,坦 公司 )

,

超氧化物歧化 醉 (牛红细胞
,

见兀幻 U , gm 蛋 白
,

国产 )
.

N田F 一 4璧荧 光分

光 光度计 ( 日 立 )
,

策外 一 可 见光 分 光光度计

(压山
1

姗
,

美国 )
.

, .J筑 肝线柱体按 月户习绝等 (” 方法制 备

Lp o 含盆采用 0地旧认 a
等闺 法侧 定 (激发波 长 5巧

1. 1、 发射波 长 55 3而 ) 标准 品为四 乙 氧基丙 烷
.

G s H按 加亚止 法门
,

稍改动
。

即 0
.

5 而 含 O SH 的

体系加 入仓们】a Z m J /L T isr 习沉】缓冲喇 p H S
.

2 )

和 G l 成 欣01 扣 J 压二硫代硝基苯 甲酸
,

播匀 在

4 U m 处读吸光值
.

维生 家 E 用荧 光法测 定
` .

飞

4 基础 温育体系 。 5 叹 a 工m d ZL 礴酸钾缓

冲液 (州 7 4 〕
,

含 1犯 砰口d 压 C H P 及一 定量线

狡体 (0 3一 l u 吨蛋白 )
,

平行三管 条件改变
,

后文指出

J 统计分析 数据以均数 , 标准误表示 组 间比

较用 t检验
,

显著峥 < 0 05
,

非常显著 晰

*P
< 0 01

指数曲线拟合回 归效果的检脸用方差分析
.

结 果

了 C H P 引起小 鼠肝离体线杜体 L P

1犯 声研 j L C H P 引起线粒体产生大量的 L代 )

( 1 2
`

8 1 士 0 17 n m J 卜m A洲吨 蛋 白
,

正 常线较

体为 1
.

67 土 0 13 ) 图 1 表明 C H P 引起线 粒休 的

L户0 与硫代 巴 比妥 酸 (丁仑A 〕反应的物 质以 及标 准

品四 乙氧基丙烷与 丁B A反 应的 物质最大 吸收峰均

在 5驯和 r
处

`

而 C H P 与丁B A反应的物质最大吸收

O 5

0 有

O
一

多

O
一

2

0
。

1

O

介多0 介印 5 1 0 , 介0 5 7 0 6 00

图 j 150 声价如勺“ H P ( C )
,

5

~
[标准品

( b ) 和 1 11 呷 线粗体蛋 白 + 〔升 p ( a
) 与

硫代巴比妥酸反应形成产物 的可见光光语

纵座标
: 吸光值 ; 横 座标

:
波长 (而 )

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1989. 02. 035



1 18

蜂在5 友阮 m处
,

在 5洲肋 1 1 处的吸光值很小
,

几乎不干

扰 1 1 A 法测定 L夕0
.

不 同浓 度的 C H乃 5 一 《 旧脚 d / )L 使线 粒体

产 生的 L PO 非常显著地高于正常线 粒体 L PO 值

(图 2 )
.

\

` - - ~ 州- ~ ~ ~ ` ~ - - ~ ` ~
0 5 0 I Q0 飞5 0 2 00 与OD

图 2 C H P 引起线杜体 L P O形成

蛋 白总量 0
.

6 2吨
,

4 ℃ x
印 m i n 夕. P < 以 0 1

,

与 O C H P 比 较
.

纵座标
: L P O 产 量 〔 . 旧d M D A Z吨 蛋

白 ) ; 搜座 标
: C H p 浓 度 伽m d / L )

通育时间在 龙 m访 内
,

L P O 产量与时 间成

线性增加 ;如
t
汕

1时
,

L户O 达最大值 (图 3 )
.

0 30 6 0 卯 , 2 0

图 3 C l了P 引起线粒体〔矛
.

1砌 ) L P O 形成 的

动态变化

(
·

一 )
: 线粒 体 ;(

·

一 )
;
线粒 体 + C H P

.. 与相应时间点 的值比较
,

p < 欣 01
.

纵座 标
: L p o

产量〔
~

I M D A尸吨 蛋白天搜座标 :温 育时 间 (m in)

么 6 S H 对 C H P 引起离体线杜体 L P 的

抑制作用

G SH 与线粒体在 4 ℃ 温育 刃 俐
盯 ,

加人C H P

后继续温育 刃 ~
.

5声“ 日/L 〔石H 非常显 著地抑

制 1印 脚d 岁L Q 」p 引起的线 粒体 LP` 5 一 旬

声“ 日L/ G S H抑制率为翻% ~ 83 州 附 表 )
.

为 了弄

附表 6 51了对 C l了P 引起 L P 抑制作用

〔石H 浓度 L P O 抑制率

(娜心 , L〕 (比 , d 入田 A户飞蛋白 .) ( % 对照 )

《 对 照 ) 1 朽士 0
.

1 7 二 ( l m )
0 12

.

87 士 1
.

习 ( 0 )

5 4
.

4 1士 0
.

m
* *

74
10 5 6 1士 3

.

m 林 翻

龙 4
.

27 士 0 1 3 * . 75

刃 3
.

姚 士 0
.

乃 二 83

奶 3 呢幼
.

51 .. 肚

注 : 蛋白总量 住佗朔
,

4 ℃ x
印枷

,

平行三管

*. 与 0 烟心 ZL 〔巧H 比较
、

p < 住01
.

清 〔石H 在抗 氧化 过程 中的变 化规 律
,

将 G S H 与

C H p 退育
.

结果表 明。 」P 使 〔巧H 减少的程度与

Q 」p 加人量相关非常显著 ( Y = 0
.

1先
c 一。

翻
`

+

0 乃15, X为 O」 P 的浓 度 n
加 d /L

,

Y 为 〔占H 的吸

光值
,

P < 0
.

以刀1 )
.

C” p 在 0
.

如 l m d ZL时
,

〔巧H

显著减少 ; 大 于 0
.

” m在 d L时
,

C舀H 非常显着

峨少
.

J
.

维生素 E 对 C H P 引起离体线杜体

L P 的抑制作用

维生索 F 浓度为 2 3 ~ 46 卿d L/ 时
,

非常显

著 地抑制 1印牌创几 C H P 引起的 LP
,

抑 制率 为

欲% ~ 91 %
.

维生 索 E 与线 粒 体 于 0 ℃ 温 育

犯丫阳 n ,

加 C l」P 继 续温育 犯 的
n ,

L户0 产量减少

非常显著 ; 在同样 条件下
,

先加 Q 」p
,

后加维生

t E
,

Lp o 形 成无显 著变化
,

这说明维生 t E主

要抑制 LP 的起始反 应
,

对 已形 成的 L PO 无作

用
.

C H p 与维生索 E或 C H P加线较体 与维生京 E

温育
,

维生索 E 含量无变化
.

4
.

E D T
J

刁
、

D材5 0
、

SO D及 乙刁 T 对 C H P

引起离体线拉体 L尸的抑制作用

2 一 S m叨 d ZL 曰刀
.

A 非 常 显 著 地 抑 制

1刃娜 d /L CH p 引 起 的 LP
,

抑 制 率 为 印% 一

71 %
.

为 了弄清温育体系有无 O H
·

及叮 形成
,

用

刀 5 ~ 刀
.

5 1 , In盆通 / L D入朽 O 及 0
.

叨 功目时

S O D 未能抑制 C H P 引起的 Lp ) 故排除了O H 及O乒



的形成
.

O s m留 m l过氧化氧酶 ( C人 1
,

)能显著抑

制 O I P 引起的廿
,

抑制率为 13 %
,

说明温育体系

中有少童的H , q 形成
。

讨 论

Rus h 等
`4 )用氢过氧化叔丁醋 ( T B H P )

与肝细胞温育
,

发现 L PO 形成
,

G S H 快速

氧化及细胞死亡
.

C H P 引起 L P 的机理尚

不十分清楚
。

本实验结果表明 C H P 非常显

著地引起离体线粒体 L P
,

并被 E D浑 A 强烈

抑制
.

说明 C H P 在引起 L P 时
,

除它 自身

均裂产生 自由基俩外
,

可能还有过渡金属离

子 ( eF +2
、

CuZ
+

)的参与
,

后者来源于线粒体

或试剂
.

细胞色素 P 一 4 50 可使 C H P 产生

枯氧自由基 (3)
,

后者使脂质形成 L P O
.

细

胞色素 P 一 450 主要存在于微粒体 中
,

而线

粒体中含量较少
.

由于分离线粒体时
,

常有

微粒体的成 分
,

因此 不能 忽 视 细 胞 色索

P 一 450 的作用
。

线粒体 L P O 形成量与 C H P

浓度 有 关
,

但 有 波 动
.

C H P 在 5 ~ 30

娜of / L 时
,

L P O 成线性增 加 ; 50 l a n of / L

时
,

L P O 有所下 降 ; 1 50 拜m o l / L 时
,

L P O

达最大值 ; 《 叉均
双 n of / L 时

,

L P O 反而下

降
。

下降的原因尚不清楚
。

G SH 为水溶 性抗 氧化 剂
。

本实 验用

5卿ol/ L G sH 能 非 常 显 著 地 抑 制

150 四of / L C H P引起 L P
,

G s H 在抗氧化作

用中同时被氧化
。

少量的 G SH 能抑制大量

CH R 30 倍 )的作用
,

说明 G SH 可能是防止

初始自由基的形成
。

这与 G 山d o 等
`9 )报导的

G SH 保护大 鼠肝微粒体被抗坏血酸 /铁 引

起的 L P 相类似
。

S ic s 等“ 0 )用 C H P 或 T B H P

灌注大鼠肝
,

证实肝细胞 G S H 减少
,

化学发

光增加; 加人 G SH 后
,

发光减少
,

说 明 G SH

在清除自由基中起重要作用
。

维生素 E 为脂溶性抗 氧化剂
.

本实验

用 2
.

3父 10
一 6

m o l / L 维生素 E 可非常显著

地抑制 C H P 引起线粒体 L P, 且其含量无改

变
,

这与 F uk 山以w a 等 (川报导的相类似
.

维

生家 E 抗氧化的机理可能是 : ( l) 向自由基

1 19

提供氢原子
,

使之变为稳定的衍生物
,

维生

素 E 变为生育酿或生育酚自由基
,

后者不易

引起 自由基链式反应 《’ 2) .

( 2) 与多不饱和脂

肪映的脂酸链形成复合物
,

防止膜通透性

增加及脂酶对多不饱和脂肪酸的降解 ( ’ 3)
.

( 3)

与维生素 C 偶联
,

使维生素 E 含量不变《” :)

R
oo

’

丫
“ 一

OT “

丫 -A 丫
R C K) H夕又 “ 一 T O

·

/ \ A H 几/ 又

A
-

以 一 T O H 为维生素 E, 以一 T O
·

为其自由

基
,

A
一

为维生索 C 自由基
,

A 为脱氢维生 t

C
,

A H
一

为维生家 C
.

过氧 化氢酶 在本 实验 中的抑制率 为

13 %
,

推测在 温育 体系 中有 少量 H众 形

成
.

而 D M SO 及 SO D 无明显的抑制作用
,

故分别排除了 O H
.

及何的形成
.

本实验结果表明 C H P 使线粒体产生大

量的 L P O
,

说明线粒体膜脂类发生了过氧化

损伤
,

这必然会 影响线粒体结构和功能
,

使

能量代谢发生障碍
.

而维生索 E 及 G SH 具

有 良好的抗氧化作用
,

可防止线位体脂质的

过氧化损伤
.

(注
: 在本文图表制作中

,

得到卫勤教研室许汝

福同志的帮助
,

特此致谢 ! )
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