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汞对大鼠肾线粒体膜流动性的影响
Effectofmercuryexposureonmembranefluidityofrenalmitochondriainrats

高健 , 徐兆发
＊
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　　摘要:将 24只大鼠随机分成对照组 、 染汞组 、 N-乙酰半

胱氨酸 (NAC)预处理组。对照组 、 染汞组大鼠腹腔注射生

理盐水 , NAC预处理组腹腔注射 4 mmol/kgNAC;2 h后对照

组皮下注射生理盐水 , 染汞组 、 NAC预处理组皮下注射 18.4

μmol/kgHgCl2。注射 24 h后处死大鼠 , 测定丙二醛 (MDA)

含量 , Ca2+-ATP酶 、 磷脂酶 A2 (PLA2)活力和线粒体膜流

动性。与对照组相比 , 染汞组 MDA含量和 PLA2活力显著升

高 (P<0.05, P<0.01), Ca2+-ATP酶活力和线粒体膜流动

性显著降低 (P<0.05);与染汞组相比 , NAC预处理组 MDA

含量和 PLA2活力显著降低 (P<0.05, P<0.01), 线粒体膜

流动性显著升高 (P<0.01)。 NAC预处理在某种程度上能预

防汞导致的大鼠肾线粒体膜流动性的降低。

关键词:汞;N-乙酰半胱氨酸 (NAC);膜流动性
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汞是一种以多种形式广泛分布于环境中的有毒重金属 ,

对人和动物健康有极大的危害 [ 1] 。目前已有研究表明汞可引

起肾 、 肝 、 脑 、 睾丸及血液等系统的毒性 , 并且具有致癌 、

致畸 、 致突变作用。肾脏是氯化汞 (HgCl
2
)排泄 、 蓄积和毒

性作用的主要器官。汞的毒理学机制至今还未完全阐明 , 研

究表明其很可能与线粒体的结构和功能异常有关。汞具有极

强的与巯基分子结合的能力和亲电性 , 可抑制线粒体的呼吸

功能 , 引起细胞凋亡。 N-乙酰半胱氨酸 (N-acetylcysteine,

NAC)极易进入细胞内 , 为一种巯基供给剂。同时 , 它还具

有抗氧化作用 , 通过与自由基的相互作用清除自由基 [ 2] 。本

实验通过大鼠急性汞染毒并用 NAC预处理 , 研究汞对大鼠肾

皮质线粒体的影响 , 为阐明汞的毒性机制和汞中毒的治疗提

供科学依据。

1　材料与方法

1.1　动物分组 、 染毒及线粒体分离

中国医科大学实验动物中心提供的实验用 Wistar大鼠 24

只 , 体重 (200±10)g, 雌雄各半。正式实验前饲养 1周 , 按

体重随机分成 3组 , 对照组 、 染汞组 、 NAC预处理组。对照

组 、 染汞组大鼠腹腔注射生理盐水 , NAC预处理组腹腔注射

4 mmol/kgNAC;2 h后对照组皮下注射生理盐水 , 染汞组 、

NAC预处理组皮下注射 18.4 μmol/kgHgCl
2
溶液;注射容量

均为 5 ml/kg。注射 24 h后 , 剪心脏放血处死大鼠 , 取肾皮

质 , 梯度离心得线粒体 [ 3] , 以上操作均在 4℃下进行。

1.2　测定指标及方法

丙二醛 (MDA)含量用硫代巴比妥酸比色法 [ 4] , Ca2+-

ATP酶活力 、 磷脂酶 A2 (PLA2)活力 、 线粒体膜流动性分别

采用文献 [ 5 ～ 7] 介绍的方法进行测定 , 蛋白含量用 Lowry

法 [ 8]测定。

1.3　统计学分析

实验所得数据以平均值 ±标准差表示 , 用 SPSS软件单因

素方差分析方法 (ANOVA)进行组间差异的显著性检验 , 两

两间比较用 Q检验 (Students-Newman-Keuls, SNK)。

2　结果

2.1　大鼠肾皮质线粒体 MDA含量 、Ca2+-ATP酶和 PLA2活力

从表 1可见 , 与对照组相比 , 染汞组 MDA含量显著升高

(P<0.05), Ca2+-ATP酶活力显著降低 (P<0.05), PLA2酶

活力显著升高 (P<0.01);与染汞组相比 , NAC预处理组

MDA含量显著降低 (P<0.05), Ca2+-ATP酶活力没有明显

改变 , PLA2活力显著降低 (P<0.01)。

表 1　各组大鼠肾皮质线粒体 MDA含量 、 Ca2+-ATP

酶和 PLA
2
活力 (n=8, x±s)

分组
MDA含量

(nmol/mgpro)

Ca2+-ATP酶活力

[ μmol/(mg· h)]

PLA2活力

(U)

对照组 12.89±1.77 0.60±0.11 35.42±3.86　

染汞组 15.18±2.05＊ 0.46±0.14＊ 43.75±6.68＊＊

NAC预处理组 12.95±1.75■ 0.47±0.14 35.94±4.95■■

　　注:与对照组相比 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01;与染汞组比较 ,

■P<0.05, ■■P<0.01, 表 2同。

2.2　大鼠肾皮质线粒体膜偏振度 P值和膜粘滞系数 ( η)

从表 2可见 , 与对照组比 , 染汞组偏振度 P值显著升高
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(P<0.05), 膜粘滞系数 ( η)显著升高 (P<0.01);与染汞

组比 , NAC预处理组偏振度 P值显著降低 (P<0.01), 膜粘

滞系数 ( η)显著降低 (P<0.01)。 P值 、  η值升高 , 提示线

粒体膜流动性降低。

表 2　各组大鼠肾皮质线粒体偏振度 P值

和膜粘滞系数  η值 (n=8,  x±s)

分组 P值 η值

　对照组 0.27±0.02　　 2.86±0.48　　

　染汞组 0.29±0.01＊　 3.39±0.33＊＊

　NAC预处理组 0.27±0.01■■ 2.79±0.24＊＊

3　讨论

脂质过氧化是机体接触毒物后最早出现的直接损害之一 ,

是毒物作用于机体所启动的初级作用。本研究发现 , HgCl
2
导

致 MDA含量显著升高。这可能是因为 HgCl2进入体内后 , 经

过一系列的反应损伤体内自由基清除系统 [ 9] , 并产生大量的

自由基 [ 10];同时 , 由于线粒体膜富含多不饱和脂肪酸 , 对氧

自由基损害高度敏感 , 极易发生脂质过氧化链式反应 , 从而

使膜脂质氧化形成大量 MDA, 破坏膜的稳定性和完整性。

Ca2+-ATPase可主动地将 Ca2+从胞浆摄入线粒体基质内。

本研究发现 , HgCl2导致 Ca
2+-ATPase活力显著降低 , 这使线

粒体对胞浆内 Ca2+的摄取能力降低 , 细胞内游离 Ca2+水平增

多 [ 11] , 使胞内多种酶降解 , 破坏细胞骨架 [ 2] , 还可激活

PLA2。PLA2位于线粒体内外膜之间 , 参与线粒体磷脂的脱酰

化和再酰化过程 , 以维持线粒体磷脂构成和含量的动态平衡。

本研究发现 , HgCl2导致 PLA2活力显著升高 , 这可能是因为

HgCl2进入体内后产生大量的自由基和发生的脂质过氧化作用

激活了 PLA2
[ 13, 14] , 导致膜磷脂降解 , 磷脂含量降低 , 多不饱

和脂肪酸丢失 , 膜上脂肪酸链缩短 , 线粒体膜流动性下降 ,

僵硬度上升。

线粒体膜的流动性是膜组分 (膜脂 、 膜酶 、 膜蛋白等)

分子运动和分子间相互作用的综合效应 , 线粒体膜的功能与

膜的流动性密切相关。本研究表明 , HgCl2可造成线粒体膜流

动性显著降低。一方面 , 增加的自由基破坏膜脂质 , 减少了

多不饱和脂肪酸链的长度 , 导致线粒体膜流动性降低;另一

方面 , MDA的两个功能基可与线粒体的脂膜 、 膜蛋白交联 ,

形成希夫氏碱 , 从而增加膜的刚性;同时 , 膜脂质过氧化程

度增加会导致膜结构紊乱 , 膜有序性下降 , 这会影响到膜蛋

白构象的改变 , 而这种变化也会对膜的流动性产生影响。另

外 , PLA2活力升高也可导致线粒体膜流动性下降。因为线粒

体的内膜上镶嵌着各种功能的酶 , 所以膜流动性降低将抑制

膜酶系统 , 损害膜受体功能 , 使其不能正常发挥作用 , 进而

抑制了线粒体的呼吸功能 [ 15] , 影响能量代谢。

NAC常常被用来辅助研究自由基在体内外的生物化学作

用 , 具有较强的抗氧化损伤的作用 [ 16] 。本实验用 NAC预处理

后 , MDA含量和 PLA
2
活力降低 , 线粒体膜流动性升高 , 这

可能是因为 NAC通过清除自由基 , 减轻 HgCl2对线粒体的氧

化损伤 , 也可能是因为它与 HgCl2螯合而降低汞的毒性 , 但

主要原因还需进一步探究。NAC预处理后 , Ca2+-ATPase活力

没有显著升高 , 这可能是因为经过体内代谢 , 进入机体内的

汞与 NAC螯合形成复合物 , 而这种复合物有可能会对 Ca2+-

ATP酶的活力产生影响。综上所述 , NAC对汞所致大鼠肾皮

质线粒体膜流动性的降低有一定的保护作用。
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