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摘　要　目的:观察丙酮氰醇对离体红细胞膜的急性损害作用。方法:将完整的红细胞和分离的红细胞膜分别与不同浓

度丙酮氰醇 ,温育不同时间。结果:发现两者膜的脂质过氧化(TBARS)水平增高 , 钠钾 ATP 酶的活性降低 ,荧光偏振度升高

(即膜流动性降低),和对照组比较都具有显著性差别 , 并存在剂量-反应关系和时间-反应关系。胆固醇(C)/磷脂(PL)的比值

和对照组比较有显著性差别。相关分析表明:膜的脂质过氧化水平(TBARS)和钠钾 ATP 酶的活性有明显的负相关 , 膜的脂

质过氧化水平与荧光偏振度有明显的相关 ,荧光偏振度和钠钾 ATP 酶有明显的相关。荧光偏振度(P)与胆固醇/磷酯的比值

没有相关。结论:红细胞膜可能是丙酮氰醇作用的一个重要的靶器官 ,膜的脂质过氧化可能是造成细胞膜结构和功能改变的

一个重要原因。
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Abstract　Objective:In order to know the tox icity of acetone cyanohydrin to ery throcyte membrane in vit-

ro.Methods:We isolated the ghost cells of ery throcy te and integ ry erythrocyte by Pearson′s method , which were

cultured w ith dif ferent concentration of acetone cyanohydrin for different duration.Results:The lipid pero xida-

tive level of the membrane was found to have obvious time-course and dose-effect relationship , the same ef fect

w as showed on the activity of Na+K+ ATPase , while the lipid peroxidative level of the membrane w as nega-

tively co rrelated w ith the activity of Na+K+ ATPase.The fluorescent polarslation of membrane also had time-

course and dose-response effect:as the duration and concentration of intoxication increased , the fludity of the

membrane decreased.The content of phosphatide(PL)and cholesterol(Cho)in the membrane of integ rity ery-

throcy te had no obvious difference.The correlation analysis showed that there is no relationship between fluore-

sent polarslat ion and the rat io of C/PL , separated ery throcy te membrane w as exposed to different concentration

for dif ferent duration , the content of PL of the membrane decreased obviously , while the level of Cho had no ob-

viously change , so the ratio of C/PL decreased obviously too.But fluorescent polarslation (P)had no relation-

ship w ith the ratio of C/PL.Conclusions:The results suggest that the membrane of erythrocy te might be an im-

po rtant target o rgan of acetone cyanohydrin.The lipid peroxidation of the membrane might be an impo rtant rea-

son for the change of structure and funct ion of cell membrane.

Subject headings　cyanides/ toxici ty;ery throcy te;cell membrane

　　人们对丙酮氰醇的急性毒性作了较为深入的

研究 ,认为丙酮氰醇造成的急性损害与膜脂质过氧

化失调有关[ 1 ,2] 。红细胞膜由于来源方便 ,且是不

含任何细胞器的较为纯净的膜 ,特别是含有较高水
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平的多不饱和脂肪酸 ,而且血红蛋白被认为是脂质

过氧化的较强催化剂 ,适合用于膜毒性的离体研

究。本次研究的目的是利用膜毒理学的方法 ,以脂

质过氧化作为中毒的起点 ,进一步估计丙酮氰醇对

红细胞膜的损害作用 。

1　材料和方法

1.1　试　剂

丙酮氰醇由北京防化所生产 ,纯度 99.5%,批

号 94.47。

1.2　红细胞的来源与膜制备

红细胞购于广州市中心血站当天的新鲜血液。

将洗净的红细胞分为两部分 ,一部分红细胞按照

Pearson的方法[ 3] 制备分离红细胞膜血影后 ,与丙

酮氰醇在 37 ℃条件下温育 ,终浓度分别为 10-4 、

10-3 、10-2和 10-1 mol/ L ,温育时间为 30 min ,观

察其浓度效应;将已制备的红细胞膜与丙醇氰醇温

育 ,终浓度为 10-2 mol/L ,温育时间分别为 0 、15 、

30 、45 、60 min ,观察其时间效应。将另一部分红细

胞(比容为 50%)与生理盐水(内含丙酮氰醇)共同

温育 ,其终浓度分别为 10
-4
、10

-3
、10

-2
mol/L 温

育时间 30 min ,用上述方法制备红细胞膜后 ,再观

察丙醇氰醇的浓度作用。

1.3　试验方法

红细胞膜脂质过氧化的测定按照硫代巴比妥

酸法[ 4] ,在 37 ℃条件下温育30 min ,以丙二醛作为

脂质过氧化的指标;红细胞膜膜流动性的测定参照

林克椿方法
[ 5]
;红细胞膜 Na

+
-K

+
ATPase 的测

定 ,主要参考 Pearson的方法[ 3] ;蛋白质的测定 ,按贵

阳医学院生化教研室等编著生物化学实验 ,考马斯

亮兰G-250(Coomassie brillant blue G-250)的方法[ 6] 。

2　结　果

2.1　丙酮氰醇对完整红细胞膜的脂质过氧化 、钠

钾ATP 酶 、荧光偏振度及膜的磷脂和胆固醇水平

的影响见表 1。

表 1　丙酮氰醇不同浓度对完整红细胞膜的脂质过氧化水平 、钠钾 ATP 酶 、荧光偏振度 、胆固醇和磷脂的影响

Table 1　The toxic effects of different concentration of acetone cyanohydrin to the lipid pero xida tion , Na+-K +ATPase , fluo-

rescent polarslation , cholesterol and phosphatide of the complete ery throcyte membrane( x ±s , n =6)

acetone

cyanohydrin1)

(mol/ L)

lipid
peroxidation

(μmol/mg)

fluo rescent
polarslation

　　(1)

　Na+-K +

　ATPase
(nmo l/mg·s)

　cholesterol
　(mg/ mg)

　phosphatide
　(mg/ mg)

　Cho/ PL
　　(1)

0 0.286±0.03 0.174±0.010 0.199±0.050 0.746±0.124 0.576±0.010 0.628±0.470

10
-4

0.315±0.031
2)

0.201±0.004
2)

0.096±0.003
2) 0.819±0.147 0.478±0.029 0.860±0.082

10-3 0.342±0.0252) 0.207±0.0042) 0.080±0.0032) 0.889±0.183 0.533±0.025 0.828±0.059

10-2 0.368±0.032) 0.240±0.0032) 0.056±0.0032) 0.956±0.210 0.520±0.027 0.915±0.109

　　1)Incubation time:30 min;2)Compared w ith control g roup , P<0.05

　　从表 1可见当完整红细胞与不同浓度丙酮氰

醇温育时 ,与对照组比较 ,脂质过氧化水平和荧光

偏振度显著升高 , Na+-K+ATPase 活性与对照组

比较显著降低 ,有统计学意义 。磷脂含量有降低趋

势 ,胆固醇含量有上升的趋势 ,但与对照组比较没

有统计学意义。

相关分析表明 ,荧光偏振度与胆固醇/磷脂的

比值没有明显的相关(r =0.384 P=0.064);膜脂

质过氧化水平与膜的流动性有明显的负相关(r =

-0.741 P <0.001);膜脂质过氧化和 Na+-K+

ATPase 呈明显的负相关(r=-0.727 P<0.001)。

2.2　丙酮氰醇对分离红细胞膜血影的影响

2.2.1　浓度效应　表 2显示分离红细胞膜血影暴

露于不同浓度丙酮氰醇时 ,发现膜的脂质过氧化和

荧光偏振度随着丙酮氰醇浓度增高而增高 ,差别有

显著性(P <0.05)。即膜流动性随着丙酮氰醇浓

度增高而降低。而钠钾ATP 酶随着丙酮氰醇浓度

增高而活性降低 ,有显著差别 。相关分析表明 ,膜

的脂质过氧化和钠钾 ATP 酶活性有明显的负相关

关系(r=-0.6884 , P <0.0001);膜的脂质过氧化

和膜流动性也有明显的负相关关系(r=-0.5161 ,

P =0.01)。提示两者有明显的双负相关关系(r =
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-0.6951 , P <0.0001)。膜的脂质成分胆固醇没

有显著性差别;而磷脂的水平则显著降低 ,胆固醇/

磷脂的比值则显著升高。膜流动性和胆固醇/磷脂

没有相关关系(r=-0.3995 , P =0.053)。

2.2.2　时间效应　表 3可见分离红细胞膜血影与

丙酮氰醇温育不同的时间 ,发现膜的脂质过氧化和

荧光偏振度(P)随着丙醇氰醇染毒时间的延长而

增高 ,且差别有显著性(P <0.05),即膜流动性随

着丙酮氰醇染毒时间延长而降低 。而钠钾 ATP 酶

随着丙酮氰醇温育时间延长其活性降低 ,差别有显

著性(P <0.05)。相关分析表明 ,膜的脂质过氧化

和钠钾 ATP 酶有明显的负相关关系(r =-

0.6951 , P<0.0001);膜的脂质过氧化和膜流动性

没有明显的相关关系(r =0.1545 , P =0.471)。膜

的胆固醇没有显著性差别;而磷脂的水平随着染毒

时间延长则显著降低 ,胆固醇/磷脂比值在染毒 30

min以后有显著升高。膜流动性和胆固醇/磷脂比

值没有相关关系(r =-0.0084;P=0.969)。

表 2　丙酮氰醇不同浓度对分离红细胞膜的脂质过氧化 、钠钾 ATP 酶 、荧光偏振度 、胆固醇和磷脂的影响

Table 2　The toxic effects of different concentration of acetone cyanohydrin to the lipid pero xidation , Na+-K+ATPase , fluo res-

cent polarslation cholesterol and phosphatide of the separated erythrocy te membrane( x±s , n=6)

acetone

cyanohydrin
1)

　(mol/ L)

lipid
peroxidation
(μmol/mg)

fluo rescent
po larslation
　　(1)

　Na+-K +

　ATPase
(nmol / mg·s)

cholesterol
(mg/ mg)

phosphatide
(mg/ mg)

　Cho/PL
　　(1)

0 2.255±0.126 0.237±0.009 0.176±0.003 0.317±0.018 0.468±0.023 0.677±0.021

10-4 3.201±0.1422) 0.274±0.012 0.149±0.0012) 0.340±0.031 0.369±0.0732) 0.921±0.045

10-3 3.372±0.0932) 0.296±0.0382) 0.137±0.0032) 0.355±0.029 0.349±0.0262) 1.017±0.0232)

10-2 4.429±0.1652) 0.289±0.0142) 0.112±0.0022) 0.375±0.041 0.344±0.0262) 1.091±0.0232)

10-1 4.490±0.1032) 0.297±0.0212) 0.089±0.0042) 0.374±0.032 0.294±0.0232) 1.272±0.0212)

　　1)Incubation time:30min;2)Compared w ith control g roup P<0.05

表 3　丙酮氰醇对分离红细胞膜的脂质过氧化 、钠钾 ATP酶和荧光偏振度 、胆固醇和磷脂影响的时间—效应关系

Table 3　The to xic effects of acetone cyanohydrin1) in different time for the lipid peroxidation , Na+-K +ATPase , fluorescent

polarslation , choleseterol and phosphatide of the blood shadow of ery thro cy te membrane

　Time
　(min)

　lipid
peroxidation
(μmol/ mg)

fluo rescent
polarslation
　　(1)

　Na+-K +

　ATPase

(nmo l/mg·s)

cholesterol
(mg/mg)

phosphatide
(mg/mg)

　Cho/ PL
　　(1)

0 1.875±0.045 0.238±0.005 0.185±0.002 0.322±0.051 0.504±0.026 0.629±0.034

15 2.352±0.1222) 0.278±0.0082) 0.124±0.0022) 0.300±0.039 0.492±0.0432) 0.609±0.043

30 3.466±0.1092) 0.273±0.0092) 0.103±0.0052) 0.344±0.037 0.336±0.0292) 1.024±0.0512)

45 4.499±0.0842) 0.262±0.016 0.103±0.0052) 0.320±0.035 0.360±0.0512) 0.889±0.0362)

60 4.045±0.1522) 0.272±0.0122) 0.167±0.004 0.321±0.051 0.286±0.0562) 1.122±0.0412)

　　1)Concentration of acetone cyanohydrin:10-2mol/ L;2)Compared with control group P<0.05

3　讨　论

丙酮氰醇对细胞结构究竟引起怎样的损害 ,本

次研究利用膜毒理学的方法 ,对丙酮氰醇的作用机

制作了初步的探讨。

3.1　丙酮氰醇引起红细胞膜脂质过氧化

不少人认为脂质过氧化可能是一些化学物质

引起毒性作用的起始反应 ,脂质过氧化可引起一系

列的生物学后果 ,如线粒体氧化磷酸化的抑制 、膜

离子通透性的改变和红细胞的溶血反应等[ 7] 。

本次实验发现无论完整红细胞膜还是分离的

红细胞膜 ,都有明显的脂质过氧化发生 ,并且具有

时间和浓度效应关系。红细胞膜由于含有较高含

量的多不饱和脂肪酸(PUFA),并且暴露在高压氧

分压下 ,容易发生脂质过氧化 。特别是完整的红细

胞膜由于含有血红蛋白 ,而血红蛋白被认为是脂质
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过氧化的较强的催化剂。因此推测完整的红细胞

膜应该发生更明显的脂质过氧化 ,但是 ,本次实验

的结果看 ,分离的红细胞膜发生脂质过氧化水平比

完整的红细胞膜更高一些。这种情况可能是完整

红细胞膜中含有血红蛋白 ,而血红蛋白缺乏起隔离

作用的二硫键所致。

3.2　脂质过氧化对 Na
+
-K

+
ATPase 活性的影响

本实验发现无论完整红细胞膜还是分离的红

细胞膜 ,钠钾A TP 酶的活性都降低 ,且具有时间和

浓度效应关系 ,同时与脂质过氧化有双相负相关的

趋势 。

钠钾A TPase是位于细胞膜上的一种糖蛋白 ,

与ATP 的分解和细胞内外钠 、钾离子的转运密切

相关 。

脂质过氧化使膜磷脂多不饱和脂肪酸受损 ,多

不饱和脂肪酸是维持 Na+-K+ATPase 活性所必

须 ,因而导致 Na+-K+ATP 酶活性降低 , Na+-K+

ATPase不对称地镶嵌在细胞膜内 ,而细胞膜是最

易受到自由基攻击的部位之一 ,因为氧在非极性溶

剂中的溶解度比在水中大 7倍;或者经自由基丙二

醛(M DA)的作用 ,使酶分子发生交联;由于膜流动

性和完整性的改变 ,继发影响 Na+-K+ATPase 的

活性[ 8] 。

有报道 ,当红细胞膜发生脂质过氧化后 ,膜上

ATPase活性降低
[ 8]
,我们知道丙醇氰醇能够抑制

氧在呼吸链上的传递 ,造成细胞内的 ATP 数量减

少 ,ATP 数量的减少自然引起膜上的 ATPase 的活

性降低 。而脂质过氧化可能造成膜磷脂的多不饱

和脂肪酸受损 ,而后者是维持 Na+-K+ATPase 活

性所必须的 ,因此可导致 Na+-K+ATPase 活性降

低。

3.3　脂质过氧化对膜流动性的影响

本次研究发现:无论完整红细胞膜还是分离的

红细胞膜 ,荧光偏振度都升高 ,并且具有时间和浓

度效应关系 ,同时与脂质过氧化有双相负相关的趋

势。

尽管脂质过氧化导致膜流动性降低的机理尚

不十分清楚。但是近年来大量的证据都表明:膜流

动性降低 ,其原因可能是脂质过氧化的短链产物

M DA进入水相和膜蛋白 、膜脂上的 NH2交联形成

Schiff′碱[ 5] ,致使膜流动性降低。Eichenberger 等

则认为[ 10] , MDA 对细胞膜流动性并无影响 ,因为

将 MDA加入未经氧化的微粒体制剂后 ,未使 r3 增

加 ,说明 MDA未与膜脂交联 ,因此认为 ,在脂质过

氧化过程中 ,相邻的脂质自由基发生共价结合 ,导

致膜脂酰基链排列的连续性增加 ,进而降低膜流动

性。

膜流动性是指磷脂分子各种运动状态总和的

平均表现 ,膜流动性增加意味着磷脂分子的活动度

增大 ,调解膜流动性的因素很多 ,其中胆固醇/磷酯

(C/PL)也是一个重要的因素 ,实验结果明显表明:

丙酮氰醇引起磷脂含量下降的同时引起膜胆固醇

微弱的损害 ,因此胆固醇水平几乎没有变化 ,而磷

脂含量明显的下降提示引起膜流动性显著的下降 ,

这些变化说明脂质双层烃链非极性区荧光偏振度

(P)升高。
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