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尼莫地平对锰致大鼠肝脏 NO和 NOS改变的影响
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　　摘要:目的　研究尼莫地平对锰致大鼠肝毒性的影响 , 重点观察肝脏 NO含量和 iNOS活性的改变。方法　大鼠

按体重随机分成 5组 , 第 1组为对照组 , 第 2 ～ 4组为单纯染锰组 , 第 5组为尼莫地平干预组。第 1 ～ 4组腹腔注射生

理盐水 , 第 5组腹腔注射 2.39 μmol/L尼莫地平。 2 h后 , 第 1组皮下注射生理盐水 , 第 2 ～ 4组分别皮下注射 MnCl2
溶液 50、 100、 200μmol/L, 第 5组皮下注射 MnCl2 200 μmol/L, 注射容量 5 ml/kg。每周 5次 , 共 4周。 各组处理 4

周后 , 测定血清乳酸脱氢酶 (LDH)、 丙氨酸氨基转移酶 (ALT)以及肝组织中 NO含量和 iNOS的活性。结果　随着

染锰剂量的增加 , 大鼠血清 LDH和 ALT的活性以及肝脏 NO含量和 iNOS活性逐渐升高。高剂量染锰组上述各指标均

明显高于对照组和中 、 低剂量染锰组 , 且差异有统计学意义 (P<0.01)。尼莫地平干预组与高剂量染锰组比较 , LDH

和 ALT活性以及肝脏 NO含量和 iNOS活性均明显下降 , 差异有统计学意义 (P<0.01)。结论　锰可致肝细胞内 iNOS

活性升高并产生大量的 NO, 钙离子拮抗剂尼莫地平可有效拮抗锰的肝毒性。
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EffectofnimodipineonchangesofNOandNOSinratlivercausedbymanganese
XUBin, XUZhao-fa＊ , DENGYu, GUANKun, WANGFei, FENGXue-ying

(SchoolofPublicHealth, ChinaMedicalUniversity, Shenyang110001, China)

Abstract:ObjectiveTheaimofthisstudywastodeterminewhethernimodipine(Nim)canpreventthetoxiceffectofMn

onliverbymeasuringNOlevelandiNOSactivity.MethodsSDratswererandomlydividedintofivegroupsbyweight.Thefirst

groupwasthecontrolwhichwasonlyinjectedwith0.9%NaCl;secondtofourthgroupswereintraperitoneallyinjectedwithMnCl2;

andthefifthgroupwasi.p.givenNim2.39μmol/L.Twohourslater, thecontrolgroupwasstillgiven0.9% NaCl, subcutane-

ously;thesecondtofourthgroupsweresubcutaneouslyinjectedwith50, 100 and200μmol/LMnCl2 , thefifthgroupwasgiven

subcutaneousinjectionof200μmol/LMnCl2.Fourweekslaterafteradministratedmentionedabove, theratswereanatomizedand

takingtheliverandserumsamplesformeasuringtheactivitiesofLDHandGPTinserum, theiNOSactivityandNOlevelinliver

werealsodeterminedatthesametime.ResultsTheresultsshowedthatwiththeincreaseofmanganesedose, theactivitiesofLDH

andGPTinserum, theiNOSactivityandtheNOlevelinliverofmanganeseexposedratsalsoincreasedsignificantlydose-depend-

ently(P<0.01).ComparedwiththeratsgivenhighestdosageofmanganeseallthechangesmentionedaboveinNimgroupwere

significantlydecreased(P<0.01).ConclusionManganesehashepatotoxicity, whichcouldproducelargeamountofNObyacti-

vatingiNOS;andnimodipinetoacertainextentmightreducetheseadverseeffectofmanganese.
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　　锰 (Manganese, Mn)是人体的一种必需微量元素 , 但过

量摄入锰也会造成多种器官损伤 , 产生中枢神经系统毒性 、

肝脏毒性 、 生殖毒性等 [ 1] , 但对其肝脏毒性报道较少。一氧

化氮 (Nitricoxide, NO)是一种生物信息传递体 , 也是一种

反应极强的自由基 , 它兼有第二信使和神经递质作用 , 介导

和调节多种病理生理过程 , 受到国内外医学科学工作者的高

度重视。有研究表明钙离子通道阻断剂———尼莫地平 (nimo-

dipine, Nim)可以明显下调脑缺血动物的齿状回和培养细胞

中诱导型一氧化氮合酶 (iNOS)表达 , 降低 iNOS的酶活性 ,

对脑缺血有保护作用 [ 2] 。 本文拟通过观察锰致肝损伤大鼠肝

脏中一氧化氮和不同类型一氧化氮合酶 (Nitricoxidesynthase,

NOS)的活性变化 , 初步探讨锰的肝脏毒性和尼莫地平对其的

保护作用机制。

1　材料与方法

1.1　动物分组及染毒

由中国医科大学实验动物中心提供的实验用 SD大鼠 40

只 , 体重 (200±10)g, 雌雄各半。正式实验前饲养 7 d, 然

后按体重随机分成 5组 , 每组 8只。第 1组为对照组 , 第 2 ～

4组为单纯染锰组 , 第 5组为尼莫地平干预组。 第 1 ～ 4组腹

腔注射生理盐水 , 第 5组腹腔注射 2.39 μmol/L尼莫地平。 2

h后 , 第 1组皮下注射生理盐水 , 第 2 ～ 4组分别皮下注射

MnCl2溶液 50、 100、 200 μmol/L, 第 5组皮下注射 MnCl2 200

μmol/L, 注射容量 5 ml/kg;每周 5次 , 共 4周。

1.2　样品采集及处理

最后一次注射后 24 h, 将大鼠用乙醚麻醉 , 解剖腹主动
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脉取血 , 分离血清 , 测定血清乳酸脱氢酶 (LDH)和丙氨酸

氨基转移酶 (ALT), 切取肝组织 , 在冰浴下制成 10%的组织

匀浆 , 测定肝组织 NO含量和结构型一氧化氮合酶 (cNOS)

和诱导型一氧化氮合酶 (iNOS)的活性。

1.3　测定指标及方法

LDH活性的测定用 2, 4-二硝基苯肼比色法 [ 3] , ALT活性

的测定用改良赖氏法 [ 4] , NO和 NOS活性的测定由南京建成生

物工程研究所提供 NO和 NOS检测试剂盒。 具体操作按说明

书要求进行。组织蛋白测定用 Lowry法 [ 5] 。

1.4　统计分析

实验所得数据以平均值 ±标准误表示 , 用 SPSS11.0软件进

行单因素方差分析 , 组间差异的显著性检验 、 检验比较用 q。

2　结果

2.1　血清 LDH和 ALT变化

给大鼠染毒 4周后 , 大鼠血清 LDH和 ALT变化见表 1。

表 1　各组大鼠血清 LDH和 ALT活性 (x±s
x
)

分组 LDH(U/L) ALT(U/L)

对照组 117.8±21.24　 25.55±4.15　

50μmol/LMnCl2 126.3±29.94△△ 26.40±5.71△△

100μmol/LMnCl2 140.5±26.83△△ 31.98±7.05△△

200μmol/LMnCl2 224.3±34.50＊＊ 58.14±7.52＊＊

Nim+200 μmol/LMnCl2 147.1±36.98△△ 33.57±7.20＊△△

　　与对照组比较＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与高剂量染锰组比较

△△P<0.01

从表 1可见 , 随着染锰剂量的增加 , 大鼠血清 LDH和

ALT的活性逐渐升高。高剂量染锰组 LDH和 ALT活性均明显

高于对照组和中 、 低剂量染锰组 , 且差异有统计学意义 (P<

0.01);尼莫地平干预组与高剂量染锰组比较 , LDH和 ALT活

性均明显下降 , 差异有统计学意义 (P<0.01)。

2.2　肝脏 NO和 NOS

给大鼠染毒 4周后 , 大鼠肝脏 NO含量和 NOS的活性变

化见表 2。

表 2　各组大鼠肝脏 NO含量和 NOS的活性 (x±sx)

分组　　　 NO(μmol/gprot)　
NOS(U/mgprot)

cNOS iNOS　　

对照组 0.25±0.09 0.44±0.26 0.21±0.10

50μmol/LMnCl2 0.29±0.12△△ 0.58±0.32 0.31±0.10△△

100μmol/LMnCl2 0.50±0.24＊△△ 0.43±0.13 0.52±0.99＊＊△

200μmol/LMnCl2 1.66±0.41＊＊ 0.55±0.38 0.73±0.19＊＊

Nim+200μmol/LMnCl2 0.70±0.22＊＊△△ 0.38±0.35 0.44±0.21＊＊△△

　　与对照组比较＊P<0.05　＊＊P<0.01, 与高剂量染锰组比较△P<0.05,

△△P<0.01

从表 2可见 , 随着染锰剂量的增加 , 大鼠肝脏 NO含量和

iNOS活性逐渐升高。高剂量染锰组 NO含量和 iNOS活性均明

显高于对照组和中 、 低剂量染锰组 , 且差异有统计学意义 (P

<0.05);尼莫地平干预组与高剂量染锰组比较 , NO含量和

iNOS活性均明显下降 , 差异有统计学意义 (P<0.01);各实

验组 cNOS无明显变化。

3　讨论

NO是脂溶性气体物质 , 体内 NO主要由 NOS催化 L-精氨

酸生成 , 它是组织损伤的诱发因子和各种病变的增强因子 ,

同时它又是生物体许多生理过程的信号分子和先天性免疫应

答的调节性效应分子。 NO的这种双重性在人体的病理和生理

过程中具有重要作用 [ 6] 。组织中有两种类型 NOS, 即结构型

(cNOS)和诱导型 (iNOS), cNOS分布于血管内皮细胞和血

小板等处 , 促进合成的 NO大部分释放入血液 , 其生物效应以

生理状态下细胞间信息传递为主 , 具有扩张血管 , 提高肝脏

血液灌流而起到保护肝脏的作用;iNOS分布于肝细胞 、 枯氏

细胞等处 , 可被脂多糖 (LPS)、 内毒素及多种细胞因子诱导

活化 , 产生大量具有细胞毒性作用的内源性 NO, 参与各种肝

病的病理过程 [ 7] 。本实验染锰 4周后 , 随着染锰剂量的增加 ,

大鼠血清 LDH和 ALT活性逐渐升高。 高剂量染锰组达到最

高 , 分别是对照组的 1.9倍和 2.3倍 , 表明染锰可造成大鼠肝

损伤 , 大鼠肝损伤的同时 , 肝脏中 NO和 iNOS也发生了相应

的变化 , 随着染锰剂量的增加 , 肝脏 NO含量和 iNOS活性逐

渐升高 , cNOS活性无明显变化 [ 8] 。

钙离子通道阻断剂尼莫地平是近 20年发展起来的 1, 4-二

氢吡啶类降压药物 , 主要通过阻断细胞膜表面 L型钙离子通

道 , 降低细胞内游离 Ca2+浓度而发挥作用。本实验用尼莫地

平预处理后 , 血清 LDH和 ALT活性与高剂量染锰组比较明显

下降 , 表明尼莫地平对锰致肝损伤有保护作用;此外 , 尼莫

地平预处理可明显减低 iNOS活性和 NO含量 , 这可能与其阻

断 L型钙离子通道 , 降低细胞内 Ca2+诱导 iNOS基因的表达有

关 [ 9] 。
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