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　　摘要:选取 60只小鼠 , 随机分为 6组。对照组饮用三重

蒸馏水 , 5个实验组每天分别饮用 2.5、 5、 10、 15和 20 mg/

kg偏钒酸铵 , 持续饮用 20 d, 测定脾脏微粒体中谷胱甘肽过

氧化物酶 (glutathioneperoxidase, GSH-Px)、 超氧化物歧化酶

(superoxidedismutase, SOD)活力和丙二醛 (malondialde-

hyde, MDA)的含量。结果实验组 GSH-Px、 SOD活力随偏钒

酸铵剂量的增加而降低 , MDA含量随偏钒酸铵剂量的增加而

增加 , 与对照组相比 , 5 ～ 20 mg/kg组差异有统计学意义 (P

<0.05, P<0.01)。说明偏钒酸铵在此剂量范围内可降低小

鼠脾脏微粒体抗氧化酶活力。
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由于近几年来钒环境污染的加剧 , 人们对钒生物效应研

究聚焦于钒的毒理学方面 [ 1] 。钒排泄缓慢 , 容易在组织中蓄

积 , 进入人体内的钒主要在胃 、 肾 、 肝和肺中累积 [ 2 ～4] , 也

能在脂肪和血浆类脂质中贮存 [ 2] , 当钒在体内的累积达一定

量时 , 可损害人和动物健康。有关钒毒性作用研究的报道多

为机体中毒的症状和病理变化方面。 钒可致皮炎 、 剧烈瘙痒

等 , 接触大量钒化合物可出现呼吸道 、 消化道和神经系统症

状 , 并损害造血系统 [ 5 ～ 7] , 改变新陈代谢及生化机能 [ 8] , 抑

制繁殖能力和生长发育 [ 9] , 降低动物的抗毒素及抗癌的能

力 [ 10] , 甚至致死。本研究旨在观察钒对小鼠脾脏微粒体

SOD、 GSH-Px活力和 MDA含量的影响 , 为探讨钒对人和动物

生理生化机能的影响提供依据 , 为环境钒污染的安全性评价

和治理提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　实验动物　成年健康的昆明种小鼠 60只 , 实验动物

生产许可证 SCXK(皖) 2005-001, 普通级 , 体重 22 ～ 25 g,

雌雄各半 , 安徽科技学院实验动物中心提供。观察饲养 2周。

1.1.2　主要试剂　谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)测试盒 、

超氧化物歧化酶 (SOD)测试盒 、 丙二醛 (MDA)测试盒均

购于南京建成生物工程研究所。

1.2　方法

1.2.1　剂量与分组　60只小鼠随机分成 6组 , 每组 10只。 5

个实验组分别饮用剂量为 2.5、 5、 10、 15和 20 mg/kg的偏钒

酸铵;对照组饮用 20 ml/kg的三重蒸馏水。 每天早晨饮用 ,

每次饮用前禁水 3 h, 染毒 2 h后给水 , 持续饮用 20 d。各组

雌雄分笼饲养 , 饲养室温度 22 ～ 25 ℃, 湿度 50% ～ 60%, 自

由采食 、 饮水 (禁水时间除外), 实验期间细心观察小鼠情

况。

1.2.2　脾脏微粒体的制备 (钙沉淀法)[ 11]　小鼠禁食 24 h,

不禁水 , 颈椎脱臼处死 , 剖开腹腔取出脾脏 , 用预冷的生理

盐水洗净血污 , 滤纸吸干脾脏表面的水分。称重后置于小烧

杯中 , 用手术剪剪碎 , 按每克脾脏 3 ml的比例加入蔗糖-Tris-

HCl缓冲液 , 用玻璃匀浆机制备匀浆 , 转速 600 r/min, 研杵

上下移动 8次。将匀浆液倒入量筒中 , 用缓冲液洗涤匀浆管

并将其倒入量筒中 , 最后缓冲液加至约 5 ml/g组织 , 将脾脏

匀浆移到离心管中 , 以 6 000 r/min离心 5 min, 弃去沉淀部分

(细胞碎片和细胞核), 取上清液以 12 000 r/min离心 10 min,

弃去沉淀部分 , 量取去除线粒体的上清液的总体积 , 加入

CaCl2溶液 , 使其终浓度为 8 mmol/L, 用高速冷冻离心机以

25 000 r/min离心 15 min, 弃去上清液 , 沉淀部分即为粉红

色 、 半透明状的微粒体。将微粒体沉淀悬于 KCl-Tris-HCl缓

冲液中 , 充分混匀 , 以 25 000 r/min离心 15 min, 其沉淀部分

即为经清洗过后的微粒体 , 将其混悬于 KCl-Tris-HCl缓冲液

(缓冲液用量为 1ml/g)中 , 充分混匀 , 超声破膜后待用。使

用前用双缩脲法测定微粒体中蛋白含量。

1.2.3　脾脏微粒体中蛋白含量测定 (双缩脲法)[ 12]　取 6支

试管 , 分别加入 0、 0.2、 0.4、 0.6、 0.8、 1.0 ml的标准酪蛋

白溶液 , 再分别加入 1.0、 0.8、 0.6、 0.4、 0.2、 0 ml蒸馏

水 , 然后各加 4.0 ml双缩脲试剂 , 室温放置 30 min, 于 540

nm波长下比色 。最后以酪蛋白含量为y, 光密度为 x, 绘制标

准曲线 , 计算出回归方程。

吸取 1 ml微粒体匀浆 , 加入 1.0 ml蒸馏水和 4.0ml双缩

脲试剂 , 与前同样比色 , 根据吸光度和回归方程求出待测样

品蛋白含量。

1.2.4　GSH-Px、 SOD活力及 MDA含量测定　按试剂盒说明

书操作。

1.2.5　统计处理　用 SPSS11.0软件对实验数据进行统计分

析 , 数据以 (x±s)表示 , 确定差异显著性作 t检验 , 以 P<

0.05为差异具有统计学意义。

2　结果与分析

2.1　小鼠的一般状况

2.5mg/kg组和对照组小鼠在实验期间无异常现象 , 5、
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10 mg/kg组各有 2只小鼠在第 16天时出现轻微的食欲下降 ,

20 mg/kg组小鼠在第 17天时出现食欲下降 , 精神萎靡。至染

毒结束时无动物死亡 。

2.2　待测样品蛋白含量

根据标准酪蛋白的含量和吸光度计算出回归方程为:y=

0.065+1.76x, r2 =0.982 3, 根据测得的脾脏微粒体的吸光度

利用回归方程计算出待测样品蛋白含量。

2.3　GSH-Px、 SOD活力和 MDA含量

由表 1可见 , 随着偏钒酸铵剂量的增大 , 脾脏微粒体中

GSH-Px、 SOD活力逐渐降低 , 与对照组相比 , 2.5 mg/kg组

的脾脏微粒体中 GSX-Px、 SOD活力降低不显著 (P>0.05);

5 ～ 20mg/kg组差异有统计学意义 (P<0.05, P<0.01)。实

验组 MDA含量随偏钒酸铵剂量的增加而升高 , 与对照组相

比 , 2.5mg/kg组升高不显著 (P>0.05);5 mg/kg组显著升

高 (P<0.05), 10 ～ 20 mg/kg组升高极显著 (P<0.01)。

表 1　偏钒酸铵对小鼠脾脏微粒体 GSH-Px、 SOD

活力和 MDA含量的影响

组别
GSH-Px活力

[ nmol/(mg· min)]

SOD活力

[ nmol/(mg· min)]

MDA含量

(nmol/ml)

染毒 2.5mg/kg 149.82±20.50 65.74±1.18 24.19±0.74

染毒 5mg/kg 125.39±5.23＊ 63.82±2.32＊ 25.93±1.57＊

染毒 10mg/kg 121.53±3.70＊ 59.35±0.85＊＊ 28.53±1.56＊＊

染毒 15mg/kg 84.80±24.82＊＊ 48.21±2.10＊＊ 34.25±1.21＊＊

染毒 20mg/kg 78.71±10.84＊＊ 40.89±1.50＊＊ 40.10±0.68＊＊

对照组 154.49±22.47 69.43±1.30 22.04±0.75

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

3　讨论

本实验结果表明 , 偏钒酸铵在 2.5 mg/kg剂量时对脾脏

微粒体中 GSH-Px、 SOD活力和 MDA含量无明显影响。在 5 ～

20 mg/kg剂量范围内可显著降低小鼠脾脏微粒体 GSH-Px和

SOD活力 , 升高 MDA含量。 SOD、 GSH-Px活力的降低及

MDA含量的升高说明机体分解和清除自由基的能力减弱 , 破

坏了体内自由基产生与清除之间的动态平衡 , 使自由基在体

内大量积累 , 从而破坏生物膜脂质双层结构 , 使膜流动性和

通透性增加 , 转运受到影响。 微粒体主要成分为内质网膜 ,

内质网膜受损 , 蛋白质合成 、 蛋白质糖基化和脂类合成等都

会受影响。这种毒作用势必会影响到淋巴细胞正常的发育及

免疫应答。除此之外 , 也会影响到脾脏的其他功能。

李才等 [ 13]研究了钒酸盐对糖尿病大鼠组织自由基防御机

制的影响 , 在水中加入 100 mg/L和 200 mg/L的钒酸钠后 ,

大鼠肝中还原型谷胱甘肽含量和肾超氧化物歧化酶 (SOD)

活力无明显影响;但肾谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)活性

降低 , 肾脂质过氧化物 (LPO)含量上升 , GSH-Px/LPO降

低 , 证明了钒酸盐具有过氧化性。其研究结果与本实验结论

一致 , 所不同的是鼠的机能状态不同 , 研究的靶器官不同 ,

本实验是从亚细胞水平检测偏钒酸铵对抗氧化酶活力的影响。

本实验的不足之处在于所用动物数量相对较少 , 也未对

其组织损伤变化进行研究 , 关于偏钒酸铵引起谷胱甘肽过氧

化物酶和超氧化物歧化酶活力的降低以及丙二醛含量升高的

机制还有待于进一步研究。
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