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C O一丫线照射对大鼠小肠粘膜卜谷氨酸

转移酶
、

亮氨酸氨肤酶及三磷酸

腺替酶活性的影响

肖卢媛 王德青 金晓琳 张国斌

生化教研室

提 要

大鼠经 “ 。 C。
一
丫线 s o o ra d全身照射后 1

、
2

、
4

、
7和 01 天

,

分别测定 小肠粘膜卜谷氨酞转移酶

( 丫
一

G T )
、

亮氨酸氨肤酶 ( L A P ) 和三磷酸腺普酶 ( A T P酶 ) 的活性以及对照 组 的酶活性
。

结

果发现
: L A P活性于第 1 天较对照组升高非常显著

,

第 2 天即显著下降
,

并持续下降至第 7 天
。

A T P酶活性于第 2 天上升非常显著
,

第 7 天稍有下降
。
丫

一

G T活性于第 1
、

2 天都升高非常显著
,

第 4 天即趋于正常水平
。

提示这三种膜酶对射线均敏感
。

照射后 L A P活性显著下降且持 续时间较

长
,

可能是辐射引起小肠对氨基酸吸收障碍的机理之一
。

照射后 A T P酶及 Y
一

G T 活性的变化与小肠

对氨基酸吸收机能间的联系
,

尚待进一步研究
。

肠为辐射敏感的器官
,

受辐射损伤后肠

粘膜刷状缘的消化酶活性发生改变
,

对葡萄

糖和氨基酸的吸收功能也 发 生 障 碍川 (“ ) 。

B e cc io il in 报道大鼠经 8戈瑞 Y一线全身照射
,

或 以 8 00 ar d腹部照射
,

小肠刷状缘酶如海藻

糖酶
、

乳糖酶
、

麦芽糖酶和亮氨酸氨基肤酶

( L A P )的活性均有变化 (” ) ( 4 )
。

月 a 双” :
等报导

大鼠经 10 戈瑞 X
一

线照射后
,

十二指 肠粘膜

A T P 酶 活性也有改变 ( 5 )
。

肠卜谷氨酞转移酶 ( Y
一

G T
,

E C 2
.

3
.

2
.

2)

和 L A P ( E C 3
.

4
.

1
.

1) 都是位于刷状 缘 内 的

酶
,

而肠 A T P酶 ( E C 3
.

6
.

1
.

3) 中的 N a + 一
K

十

A T P酶则位于上皮细胞浆膜面上
。

辐射对肠

Y一
G T 活性的影响如何未见 报 导

。

我们测定

辐射后小肠中卜 G T
、

L A P和 A T P酶 活性
,

目的有二
:

一是比较这三种膜酶对辐射的敏

感性
,

二是 由于这三种膜酶的生理功能都与

氨基酸的吸收有关 ( 6 )( ` 7 , 。

因此 辐 射后这 三

种膜酶活性的改变
,

可能为放射损伤肠时氨

基酸吸收障碍的机理
,

提供某些参考资料
。

方法与材料

大鼠体重 2 00 一 2 7 0 9
,

雄雌各半分为两

组
,

照射组动物分批经
“ 。

C
。 一 Y线 s o o r a d全身

照射
,

剂量率 i 2 5
.

3 9r a d /分
,

在照射后 i
、

2
、

4
、
7

、
1 0天活杀

,

取小肠一段 (约 1 9 )剪开
、

洗

净
,

加入 T r i s
一
H C I缓冲液 ( p H T 7

.

4 )磨成匀

浆
,

控制匀浆器旋转速度与时间 ( 6 0 0转 /分
,

1分钟 )
,

磨后的小肠组织
,

经组织切片
、

镜

检证实
:
磨碎粘膜及粘膜下层

,

肌层破碎很

少
。

测定小肠匀浆中Y一 G T
、

L A P和 A T P酶活

性
,

以及蛋 白质含量
。

对照组除不经照射外
,

余皆同照射组
。

Y
一

G T测定基本按 S aZ SZ 等方法 ( 7 ) ,

以 L
-

Y
一

谷氨酸对硝基苯胺及甘氨酞甘 氨 酸 为 底

物
,

甘氨酞甘氨酸作为卜谷氨酸基的受体
,

形成 Y一

谷氨酸基双甘肤及对硝基苯胺
,

后者
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为黄色可直接在 1 40nm处
,

用 72 1分光光度计 A T P酶测定基本按G ue ll a en 的方法 ()D
,

(四川分析仪器厂产品 )
,

酶单位以产生 nI m 略有修改
。
5 0n M T r is

一
H C I缓冲液 ( p H T 7

。

4)
,

对硝基乖缺为 l 毫国际单位
,

本法酶单价表一 含 1和琢颐 N撼组
,

2咖郎炙K C卜2 “ m M M g 1C
2 ,

示为
:

毫国际单位 /分 /m g蛋 白质
。

0
.

s m M A T P (二钠盐纯度 90 % 以上
,

中国科

L A P 测定鸯敢林.密方法“ ’ ,

以 L
一

咸氛酥 孕瞬冬华奔生化研究所产最蒸加入 50 衅
。

小肠

书
一

蔡胺为底物
,

L A P 作用于底物使之水解 匀浆 (约含蛋 白质 1
.

29 m g )
,

反应液总体积为

释出份茶胺
,

后者与蔡乙烯二膝反库尘成一 却鲍工̀ 在 37 ℃水浴保温 10 分钟
,

立 即加入

种紫色的偶氨化合物
,

用 7 21 型分光光度计在 15 %三氯醋酸
,

对照管则在加入三氯醋酸后

5 7 0n m 处比色测定
。

酶单位定义为
:

3 7℃保 再加小肠匀浆
,

然后以 3 0 00转 /分
,

离心 10 分

温产生 l 卜m日
一

蔡胺为 l国际单位
。

本法酶单位 钟
,

取上清液按 iF
s
ke 和 S u b b a r o w法测定无

表示
:

国际单位 /分 /m g蛋白质
。

机磷
。

酶活性表示为
: n M /分 /m g 蛋 白质

。

表 1 两 组 大 鼠 小 肠 L A P 活 性 比 较

照 射 组

对照组
1天 2天 4天 7 天 1 0天

国际单位
/分 / m g

蛋白

1 9
。
6 8士 2

.

9 6 26
。
4 1士 5

.

8 4 1 2
。

55士 6
.

0 1 1 2
。
3 3士 4

.

了1 1 0
。
5 7士 2

。
1 6 1 5

。
9 8士 4

。
3 2

( d 3 ) ( 1 9 ) ( 1 2 ) ( 1 5 ) ( 1 4 ) ( 9 )

P < 0
。
0 0 5 < 0

。
0 1 < 0

。
0 0 1 < 0

。
0 0 1 > 0

。
0 6

括号内数字为动物数
,

或分批照射的动物数

表 2 两 组 大 鼠 小 肠 A T P 酶 活 性 比 较

照 射 组
对照红!

照 射 组

1 天 2 天 4 天 7 天 1 0天

n m /分

/也 g

蛋白

1 6
。
6 4土 1

。
5 3 1 6

.
8 7士 3

.

8 6 只7
.

2 0士 5
.

6 6 1 6
.

8 4士 7
。
1 5 1 4

。
2 0士4

.

2 5 16
。

72土 3
.

5 0

( 2 6 ) ( 1 2 ) ( 7 ) ( 1 0 ) ( 1 6 ) ( 1 0 )

> 0
。
0 5 < 0

。

0 0 5 > 0
。
0 5 > Q

。
0 5 > 0

。
0 5

括号内数字为动物数
,

或分批照射的动物数

表3 两 组 大 鼠 小 肠 Y
一
G T 活 性 比 较

. 甲尸 , , 陀尸勿咋 , , 砚, 护尸. . , . 甲

照 射 组

对照组
照 射 组

1 天 2 天 4 天 7 天 1 0天

毫国际单位
/分 / m g

蛋白

8
.

4 1士 0
。
9 5 1 5

。
9 9士 6

。
2 2 1 4

.

3 2士 4
。
7 6 8

。

7 4土 2
。
4 8 9

。
9 0士 2

。
7 5 8

。
8 3士 1

。
8 4

( 4 8 ) ( 3 8 ) ( 1 3 ) ( 1 7 ) ( 1 7 ) ( 1 0 )

< 0
。
0 0 1 < 0

.

0 0 5 ) O
。
0 5 > O

。
0 5 > O

。
0 5

括号内数字为动物数
,

或分批照射的动物数



结 果

照射组在照射后 z
、

2
、

4
、

7
、

1 0天小肠

L A P
、

A T P 酶和 Y一 G T的活性
,

以及对照组

上述三种酶的活性分别见表 1
,

2
,

3
。

从表 1 可知照射后第一天 L A P活性升高

非常显著
,

2
、

4
、
7天显著下降

,

第 10 天趋于恢

复正常水平
。

表 2 说明照射后第二天 A T P酶

活性升高非常显著
,

第四天恢复正常水平
,

第七天稍有降低但无统计学上显著性差别
,

第十天基本恢复至正常水平
。

表 3 说明照射

后第一
、

二天
, Y一

G T活性非常显著地增 高
,

以后趋于恢复正常对照组水平
。

照射组这三

种酶的动态变化曲线见图 1 , 2 , 3
。

对照组

照 射 组
- - -

一 对照组

一
照射组

L A P
(国际单位 /分 曲
/ m g 蛋白 )

. . . . . . . . .

一 ~ 白 . . 口 . . . . 巨 月 . . . ` . . . 创
. . .

A T P酶
( n M /分 / m g

蛋白 )

二乳 . ` ~ ` 、 、 , 肠一 - 一
. 匕尹 , , -

2 盛 ? 10氏 2 4

图 1 照射后不同时期 L A P活性的变化 图 2 照射后不同时期 A T P酶活性的变化

对照组

-
扮射组

丫
一

G T

(毫国际单位
/分 / m g蛋白 )

、

~
.

k 公
_ `全决卜 _ _

二 含 母 I Q矢

图 3 照射后不同时期卜 G T活性的变化



讨 论

大鼠照射后小肠 A P L活性于第一天即非

常显著地升高
, 2

、
4

、

7 天下降非常显著
,

10 天趋向恢复正常水平
,

但仍低于正常 (图

1 )
。

此变化情况基本上 与B e e e i o l i n i 等报

导的相近 (’) 。
T s u b o

cu hi 等报导小鼠以X
一

线

I O0 0r
a d全身照射后

,

第一
、

二天小肠 L A P 活

性升高
,

第三天酶活性降低
,

第五天恢复至

正常水平 ( “ )
。

以上结果表明
:

大鼠经 S OOr a d

全身照射后小肠 L A P活性变化大致可分为 3

个时相
。

第一时相照射后 24 小时
,

在此期间

A L P活性明显增高
,

可能由于射线直接作用

于膜酶使之激活
。

第二时相为照射后 2 一 7

天
,

在此期间 L A P活性显著下降
,

可能由于

射线的间接作用产生 HO
·

和O
一 : ·

等自由基造

成膜损伤
。

或由于O
一 : ·

等自由基破坏 L A P 活

性部位的必需基团所致 (` 2 )
。

也有可能系射线

破坏肠隐窝干细胞的增殖
,

致使细胞数减少
,

酶的合成量减少 ( ` “ )
。

第三时相 为 照 射后第

十天
,

此时期酶活性开 始 上 升 恢复正常水

平
。

可能由于 自由基被体内清除
,

消除了破

坏酶活性的因素
。

或由于肠隐窝干细胞损伤

修复
,

细胞增殖恢复
,

细胞数增多
,

酶合成

增加之故 (` “ ) ( ’ ` )
。

照射后 A T P酶活性变化曲线 (图 2 )
,

第一天变化不明显
,

第二天则非常显著地升

高
,

第四天开始降低至正常水平
。

与文献结

果比较稍有不同
。

瓜a 双 oI K
报导 大 鼠 以 10 戈

瑞X
一

线全身照射
,

十二 指 肠粘膜A T P酶活

性于 ] ~ 6小时后即显著增高
,

以后渐降低
。

4 至 9 天酶活性稍低于正常对照组 ( 5 )
。

因此
,

他们的结果 A T P酶活性上升出现得早 (照射

后 1 一 6 小时 )
,

而我们的结果是第二天才

出现 A T P酶活性显著上升
。

这可能与照射剂

量
、

所取样品的部位以及匀浆制备等不同有

关
。

4 至 9 天后 A T P酶活性稍低于正常水平

是基本一致的
。

照射后小肠卜 G T 活性变化曲线 (图 3 )
,

第一
、

二天酶活性都有非常显著地升高
,

第

四天即恢复正常水平
,

未见酶活性降低
。

此三种酶对放射敏感性上看
,

它们都对

射线敏感
,

照射后酶活性均有变化
,

一致都

有活性增高的表现
。

除Y一
G T外

,

L A P和 A T P

酶还有酶活性降低
,

特别是 L A P降低非常显

著且持续时间长
。

L A P
、

A T P酶和Y 一
G T 这 三种酶都与肠

道中氨基酸的吸收有密切联系
。

L A P可能参

与短链肤或二肤的细胞外或细胞内的消化作

用 ( ` 5 )
。

目前所知转运 20 种氨基酸的载体系统

主要有 5 个 ( `。 )( ` 7 )
,

这 5 个系统的转运过程大

多数都是 N a 气依赖的
,

即氨基酸转运时伴有

N a +

的同向转运
,

因此 N a 十 一
K

十
A T P酶也参与

氨基酸的吸收
,

N a + 一

不依赖的中性氨基酸转

运系统
,

其机理可能与Y
一

G T的作用有关 ( ’ ” )
。

L A P活性在照射后第二 天 就 有 明显降

低
,

并持续至第七天
。

L A P活性降低可致短

链肤的细胞外和细胞内 的 消 化 作用受到障

碍
,

从而影响氨基酸的吸收
。

因此 L A P 活性

降低可能系放射影响氨基酸吸收障碍的机理

之一
。

我们所测定的A T P酶包括 了M g 粉 一
A T P

酶和 N a 十 一
K

十
A T P酶

,

因此也能反映N a ` 一

K
十

A T P酶活性
。

然而 A T P 酶活性在照射后第了

天稍有降低
,

但不显著无统计学上意义
,

故

难以说明在氨基酸转运 中的障碍机理
。
Y
一

G T

活性变化出现显著升高
,

酶 活 性 也未见降

低
,

所以要阐明辐射对氨基酸吸收障碍的机

理
,

是否与N a 十依赖的和 N a 十

不 依 赖的转运

有关
,

还需进一步的研究
。
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