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摘要!目的 研究重铬酸钾和谷胱甘肽对小牛胸腺 !"# 的损伤! 方法 利用原子力显微镜"紫外光谱两种分析方法观察

!"# 的超微结构变化和吸收光谱的改变! 结果 单一重铬酸钾不能诱导 !"# 断裂#但将重铬酸钾和谷胱甘肽按一定比

例和浓度混合同时作用于 !"# 时#则可以诱导小牛胸腺 !"# 断裂! 紫外 - 可见吸收光谱分析也得到同样的结果#当

重铬酸钾和谷胱甘肽共同作用 !"# 时#其最大吸收峰呈增色效应! 结论 从形态学和光谱学角度佐证了谷胱甘肽在引

发铬$./%化合物发生还原反应产生多种中间产物并导致人体细胞癌变中有重要作用!
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!"# 是生物体内一种重要的生物大分子# 其作

为遗传信息的携带者#在生物信息的表达和传递中起

着重要作用#但其相应功能的发挥与体内许多微量元

素的存在相关#铬元素就是其中的一种!有研究表明#
铬$b%化合物易通过细胞膜上的阴离子通道进入细

胞对 !"# 结构功能等产生影响#从而影响细胞的免

疫功能! 当其缺乏时#会对人体的生长发育起抑制作

用#但过量时又会引起机体病变如肺癌等 ’$H&(! 但铬

$c%化合物本身并不能诱导 !"# 损伤#只有与还原

性物质发生反应才能导致 !"# 断裂# 而谷胱甘肽

^FPA_ 是存在于人体细胞内的一种重要的抗氧化物

质#并很可能在铬$d%化合物的致癌过程中起着重要

的作用’3He(!
这方面的相应研究国内进行的很少#国外也主要

采用的是凝胶电泳" 电子自旋共振波谱等测定方法#
但从形态学方面对铬$./%和 FPA 致 !"# 损伤及其

致癌机理的研究并不多#利用原子力显微镜^#f4_直
接对其损伤过程进行形态学表征尚未见有报道!原子

力显微镜$#f4%作为一种新型的显微技术#能在纳

米尺度观察物质结构#是分析象 !"# 这样的生物大

分子结构的有力工具# 能够直接观察到重铬酸钾和

FPA 致 !"# 损伤后结构的变化#与凝胶电泳等方法

相比#这是它的一大优势! 因此#本实验利用 #f4 和

紫外光谱两种手段在体外对重铬酸钾和 FPA 相互作

用导致 !"# 损伤与断裂的过程及机制进行了初步

研究#得到了一些有意义的结果#为从微观角度理解

重铬酸钾和 FPA 致 !"# 损伤的本质# 进而探讨和

解决宏观领域中的实际问题提供了一些实验依据!

$1材料与方法

$]$ 试剂及仪器

小牛胸腺 !"# 和 FPA 购自 P>:MD 公司# 重铬

酸钾"&H 氨基丙基三乙氧基硅烷等试剂均为分析纯!
实验用水为三次蒸馏水# 所有样品均在 JA 为 (]+ 的
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!"#$%&"#缓冲溶液中配制!
原子力显微镜" 美国 ’!()*+,*-.)+/.+0(

仪器公司生产的 "12345367,.0,)787&5#9,型产品#:;;,!
!< 扫描器="0/.$;:;; 型>$微悬臂长度为 :?;,!<$
扫描针尖为商用氮化硅针尖$力常数为 @AB,%C<$成像

模式为轻敲式%
双光束紫外可见分光光度计"中国北京普析通用

仪器有限责任公司生产的 ’D$:E;: 型仪器! 所有样

品的紫外光谱均以 4!,FAG 的 !"#$%&"# 缓冲溶液为

参比$在波长 B@F$HF;,I< 之间进行扫描A
:AB,,"J* 成像基片表面处理与样品制备

室温条件下$将 :K的 @$ 氨基丙基三乙氧基硅烷

&"0/’滴加在新鲜剥离的云母表面处理 F,<LI$通过

自组装方法将 "0/ 修饰在云母表面$ 使云母表面带

正电$这样有利于 M%" 在云母表面更好的吸附和固

定%
在 4! 为 FAG 的 !"#$%&"# 缓冲溶液中分别配制

浓度为 F,!NCO<P 的 单一 M%"(:!:;$G,<3P,CQ,RB.5B+S"
F,!NC<P,M%"(:!:;$G,<3PCP,RB.5B+S"F!:;$G,<3PCQ,T/!,
" F,!NC<P,M%" 三种样品各 F,<P$ 并充分摇匀静置 :,
9$使其反应完全% 然后各取 F!!P 样品分别滴在不同

基片上吸附 F,<LI 后$将其浸入三蒸水中 @;,8$以除

去盐和自由 M%" 分子$置于空气中自然风干$并利

用原子力显微镜进行成像%

B,结果

BA: 重铬酸钾与 T/! 相互作用导致 M%" 断裂的

"J* 图像

如 图 : 所 示 为 @ 种 不 同 情 形 下 M%" 结 构 的

"J* 图像% 图 :" 为 F!!NC<P 的单一小牛胸腺 M%"
分子$从图像可以看出 M%" 分子舒展呈链状$链段

较长$但有一定的弯曲$通过相应数据分析$M%" 链

宽平均为 B;,I<$高度平均为 ;AG,I<%图 :U 为 :!:;$G,
<3PCQ 的 重 铬 酸 钾 单 独 作 用 于 F,!NC<P,M%" 时 的

"J* 成像$该情形下 M%" 分子链的长度基本没有改

变$数据分析得到其链宽平均为 B:,I<$链的高度平

均为 ;AF?,I<% 而图 :. 为 :!:;$G,<3PCQ 的重铬酸钾和

F!:;$G,<3PCQ 的 T/! 共同作用于 F!!NC<P,的 M%" 时

的 "J* 图像$此时 M%" 分子链明显变短$发生了断

裂现象$通过数据分析$其链宽平均为 BG,I<$高度平

均为 :,I<$ 受损的 M%" 片断长度集中在 GF$:BF,I<
之间$ 这与图 :" 中 M%" 链长相比发生了明显的变

化$可以肯定此时的 M%" 链已经发生了断裂% 当增

加重铬酸钾和 T/! 的浓度时$M%" 链断裂现象更明

显&图 B’$断裂的 M%" 长度变的更短$且聚集在一起%
由此可知$当单独的重铬酸钾作用于 M%" 时并

不会导致 M%" 分子产生明显的损伤$但在重铬酸钾

和 T/! 共同作用下的 M%" 分子$其链长(链宽和链

高均发生了明显改变$这可能就是氧化性的重铬酸钾

图 ! 不同情况下小牛胸腺 "#$ 超微结构的 $%& 图像

%’()* $%& ’+,(-. /0 12- 3,40 125+6. "#$ 0/44/7’8( 9’00-:-81 1:-,1+-81.
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与抗氧化性的 !"# 发生反应产生了某种中间产物并

导致 $%& 损伤或断裂的结果! 说明二者与 $%& 发

生了反应!致使 $%& 损伤"
’(’ 重铬酸钾与 )"# 共同作用导致 $%& 断裂的紫

外光谱分析!图 *"

图 * 是重铬酸钾与 $%& 作用#重铬酸钾和 )"#
共同作用 $%& 的紫外吸收谱图" 曲线 &+,!-./0 小

牛胸腺 $%&1在 ’,234/ 处有一最大吸收峰" 测定重

铬酸钾和 )"# 的吸收谱! 发现其在紫外区基本无吸

收 $曲线 5%" 当将 6!67893/:0.;3<’=>’?@ 与 ,3!-./03
$%& 作用后!测定其吸收谱$曲线 =%!并与未加重铬

酸钾的 $%&A,3!-./0B$曲线 &%相比较" 发现加入重

铬酸钾后! 曲线 & 和曲线 = 形状几乎不变! 在 ’,23
4/ 处都有一个最大吸收峰!且两条曲线基本重合!说

明重铬酸钾和 $%& 没有作用! 即重铬酸钾对 $%&
没有损伤作用!这与 &CD 实验结果相符合$图 65%"
曲线 $ 为重铬酸钾和 )"# 按照 6", 浓度比混合共同

作用 $%& 的紫外吸收谱!经过数据分析!其最大吸

收峰呈增色效应" 曲线 & 与 $ 相比!红移的程度小!
但吸光度增强" 如果重铬酸钾和 )"# 共同作用 $%&
后没有发生反应! 则图 * 中的曲线 &#$ 应发生重合

现象!但实验结果显示这两条曲线并没有重合!表明

重铬酸钾#)"# 和 $%& 发生了作用" 曲线 E 为重铬

酸钾和 )"# 浓度增大时作用 $%& 的紫外吸收谱!
其吸光度与曲线 $ 相比明显增大!说明 $%& 受损程

度增大!这与 &CD 结果相符合!且在 *9,34/ 左右出

现的新峰可能为重铬酸钾和 )"# 共同作用 $%& 后

生成物的吸收峰"

*3讨论

在生理 FG 范围内!=>$H%容易穿透细胞膜而进

入细胞" 在细胞内!铬的还原剂对 $%& 损伤是起决

定性作用的" 当反应体系无任何还原剂存在时!=>
$I% 并不与 $%& 反应! 这可以从本实验中的 &CD
结果和紫外J可见吸收光谱曲线得到验证$图 65#曲

线 *=%" 当有还原剂存在时!=>KLMB化合物被还原成

=>$N%化合物!由于细胞内还存在其它还原性物质!
使这个还原过程中可能产生很多中间产物!而这些中

间产物可以和 $%& 反应造成 $%& 解旋或断裂!从

而导致各种癌症的产生"而细胞内存在的谷胱甘肽是

由谷氨酸#半胱氨酸和甘氨酸结合而成的三肽!有还

原型$)8"G%和氧化型$)8"8"8)%两种形式!在生理条

件下以还原型谷胱甘肽占绝大多数!从而能直接与一

些氧化剂如重铬酸钾发生反应"
当重铬酸钾和 $%& 二元体系中加入谷胱甘肽

后!=>KLMB就和它发生反应!其在还原过程中形成的

中间产物损伤了 $%&" 许多专家从医学方面研究了

=>$O%的致癌机理!他们认为 =>$P%与 )"# 反应会

生成 =>$Q%#)"") 和 =>$R%或 =>$S%的中间产物!
该 中 间 产 物 容 易 致 $%& 损 伤 或 断 裂 而 致 癌 &T8U’"
;VWX4Y等 &2’确证了 =>KLMB和 )"G 作用形成一种导致

$%& 构 象 变 化 的 中 间 态 配 合 物 Z=>L? K;G’B’[*8
K;G’\)"GB!该配合物在 =>KLMB致癌过程中起主要作

用!成为研究 =>KLMB致癌机制的焦点" 现代 =>$]%致

癌模型也证明了 =>$^%作为一种中间产物和有毒致

癌物的重要地位&67’"
本实验尽管是在 F# 为 ,(9 的条件下进行的体外

研究!但其形态学和光谱学结果和医学结论是基本一

致的!共同证明了 =>$_%不能致 $%& 损伤!而有还

原剂 )"# 存在时!=> $‘% 可以与 )"# 发生反应致

$%& 损伤!使 $%& 链断裂" 本研究为开展 $%& 损

伤的 &CD 观察进行了探索!并使进一步研究发生断

裂的位点及断裂的修复情况等成为可能"
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长 $% 个碱基对&’()的核普酸序列重复 $ 次#并继于

一长 $*+’( 的核苷酸序列重复 $ 次&也有人统称为重

复 " 次,$’ 为一长 $%’( 的核苷酸序列重复 - 次#并

继于一长 $*+’( 的核苷酸序列重复 $ 次&也有人统称

为重复 * 次,% 该可变串联重复序列多态性为非编码

序列#在基因调控中起一定作用&./%’%012 已分离和纯

化出三种类型# 其中#3012 存在于血管平滑肌细胞

及内皮细胞中#被视为新型的信息传递分子% 有研究

证明#3012 在肾脏的内皮细胞过度表达与 456 肾病

的肾小球高滤过有关% 最近#又有研究发现日本人的

012 基因 #% 重复核苷酸序列的多态性与高血压相

关#而高血压是 456 肾病并发症的重要危险因素 &7/8’%
以上提示#012 基因的结构及功能的异常可能性与

456 肾病血管病变的发生有关%
本 研 究 目 的 旨 在 对 中 国 人 456 肾 病 患 者 的

3012 基因多态性进行分子筛查% 结果表明正常人群

中 3012+"9:’ 基 因 多 态 性 的 基 因 型 频 率 分 别 为 (
"9:"9&#;*7<))"9:"’=!$;8><))"’:"’=7";*$<)#与 意 大

利 健 康 人 群 中 的 基 因 型 频 率 ?"9:"9 =!;7<))"9:"’
=$.;8<))"’:"’=%!;-<)@差别较大#而意大利人与土耳

其健康人群 ?"9:"9+ =-;!.<)# "9:"’+ =$!;><)#"’:"’+
=%*;7<)相近#不同种族间基因型频率的差异#说明了

遗传的种族异质性%
本文的结果初步表明# 两组间 3012 基因 "9:’

座位基因型与等位基因频率分布差异无显著性%提示

3012 基因 "9:’ 多态性与 456 肾病发生无明显关联#
即在中国北方地区汉族人 456 肾病与 3012 基因第

" 内含子多态性不存在关联#与 ABC 等 &D>’的研究一

致%说明 3012 基因第 " 内含子多态性在 456 肾病遗

传因素中的地位尚难以确定#其参与 456 肾病微血管

病变的作用可能存在种族或地域异质性# 扩大样本

量)采取肾活检诊断肾病及分期)不同人群对比研究

均有利于获得更为客观的结果%
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