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摘要 目的  探讨牛磺酸对次氯酸∏≤诱导的大鼠肝细胞核核苷三磷酸酶×°损伤的

保护作用 ∀方法  体外分离大鼠肝细胞核 用 ≤单独或与牛磺酸共同孵育 分别以 ×°和 ×°作底物检测核

×°的活性 ∀结果  ×°和 ×°作底物时 ≤ ≅ 
 ∗  ≅ 


#

以浓度依赖的方式抑制 ×°活性 ∀

牛磺酸 ≅ 
 ∗  ≅ 


#

可显著拮抗 ≤ ≅ 


#
导致的 ×°活性降低 ∀另外 牛磺酸 ≅


 ∗  ≅ 


#

单独孵育肝细胞核 对 ×°有轻度刺激作用 ∀结论  牛磺酸可浓度依赖地拮抗 ≤诱导

的肝细胞核 ×°活性下降 此作用可能是其保护机制之一 ∀
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  蛋白质表达的过程涉及基因转录 !  出核

转运及以  为模板的蛋白质翻译等环节 ∀其中

 出核转运是蛋白质合成的重要步骤之一≈ ∀

位 于 核 被 膜 的 核 苷 三 磷 酸 酶  ∏

×°通过水解 ×° ×°和 ≤×°等

分子中的高能磷酸键 释放能量来促进核内成熟

 穿过核孔复合体进入胞浆 是细胞核  

出核转运的主要限速酶≈  ∀次氯酸∏

≤是由中性粒细胞等产生的强氧化剂≈


有杀菌作用 也可损坏宿主组织 在肝脏缺血 !中毒

及炎症反应中都起着重要作用 ∀牛磺酸2氨基乙

磺酸是许多组织细胞内游离氨基酸的主要成分 有

抗脂质过氧化 !维持细胞渗透压和调节细胞钙稳态

等广泛的作用 是重要的细胞保护物质≈
但其作用

机理尚未完全阐明 ∀本实验用 ≤和Π或牛磺酸孵

育离体肝细胞核的方法 观察 ≤对核 ×°的

作用 及牛磺酸对 ≤作用的影响 以探讨牛磺酸

细胞保护的分子机理 ∀

材料和方法

动物和试剂  ≥∏2⁄ 大鼠 ∗ 

 ⎯ 购于北京大学医学部实验动物中心 ∀三磷酸

核苷钠盐×°和 ×° !牛磺酸和 ≤均为 ≥

≥ ≤ ≤产品 ∀ ⁄≥Π°≥ƒ液#
 

蔗糖  ×Π≤   1 ≤  °≥ƒ  ∀

≥×Π°≥ƒ液#
 蔗糖  ×Π≤  

1 ≤  °≥ƒ  乙二醇双胺醚∞⁄×  二硫

苏糖醇⁄××  ∏ 1 临用时新鲜配制 ∀

以上试剂均为分析纯 ∀

大鼠肝细胞的分离和肝细胞核的制备  肝细胞

分离参考 ×等≈和 ∏
≈的方法 分离的

肝细胞用台盼蓝染料排斥法检测细胞活度在  

以上 ∀细胞核的制备参考文献≈
细胞悬液匀浆 离

心 ≅ γ   ⁄≥Π°≥ƒ 液悬浮沉淀 差速离

心  ≅ γ   沉淀的细胞核用 ≥×Π°≥ƒ

液重悬 再于 ⁄≥Π°≥ƒ液中差速离心  ≅ γ 

 最后沉淀用 ≥×Π°≥ƒ液悬浮后 调整细胞核

悬液的密度为  ≅ 
#


于   ε 保存 ∀按文

献≈ 报道的方法分别测定肝细胞匀浆和分离的细

胞核中 ⁄ 焦磷酸化酶 !甘露糖22磷酸酶和

⁄°细胞色素 ≤ 还原酶的活性以鉴定分离细胞

核的纯度 ∀

实验分组  用下列不同试剂孵育离体的肝细胞

核 ≅ 
#

 单纯的孵育液作为对照 不同浓

度的 ≤ ≅ 
  ∗  ≅ 

 
#

孵育 不同浓

度的牛磺酸 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅ 


#

孵

育 不同浓度的牛磺酸 ≅ 
 ∗  ≅ 

 
#



分别与 ≤  ≅ 
 
#

共孵育 ∀ ε 震荡

孵育  ∀孵育结束后 放置于冰浴中终止反应 

离心后洗涤细胞核沉淀 再用 ≥×Π°≥ƒ液重悬 将

溶液进行蛋白定量 并调整至  #蛋白 ∀

核 ΝΤΠασε活性的测定≈  取上述肝细胞核悬

液  Λ于  ε 温育   后分别加入 

#的三磷酸腺苷×°或三磷酸鸟苷×°

以启动 ×°酶促反应  后加入  的十二

烷基磺酸钠≥⁄≥并置冰浴终止反应 按测定产生

的无机磷°含量 计算相应的 ×°活性 单位

为 # 

 ∀预实验的结果表明 在 

内 ×°活性与孵育时间呈直线关系 本试验

选用孵育时间为  ∀

统计分析  次独立实验 每次实验设平行管 ∀

实验结果以 ξ ? σ表示 单因素方差分析后 用

≥∏22∏检验作统计学处理 Π  1

认为有统计学意义 ∀

结果

1  大鼠肝细胞核纯度的鉴定

本实验制备的大鼠肝细胞核悬液中核标志酶

⁄焦磷酸化酶的活性为细胞匀浆的 倍 分别为

1 ? 1 和 1 ? 1 # 
 # 


Π 

1 而微粒体膜标志酶 ⁄°细胞色素 ≤还原酶

活性仅为肝细胞匀浆的   分别为 1 ? 1和

1 ? 1 #
 #


Π 1 同时存在于

微粒体和细胞核的标志酶甘露糖22磷酸酶活性约

为肝细胞匀浆的 1倍  ? 和  ?  #

#
Π 1 表明所得肝细胞核纯度较高 其他

亚细胞器污染较少 ∀

2  次氯酸对肝细胞核 ΝΤΠασε的抑制作用

×°或 ×°作底物时 ≤ ≅ 
  ∗  ≅ 

 

#
浓度依赖地抑制肝细胞核 ×°活性图

 ∀ ≅ 
 
#

≤孵育肝细胞核后 与对照

组相比 ×°活性分别下降了 1  和 1 

 Π 1 ∀

3  牛磺酸对肝细胞核 ΝΤΠασε活性的影响

用不同浓度牛磺酸 ≅ 
 

 ≅ 
 和  ≅



#

孵育肝细胞核 无论是 ×°或 ×°作

底物 呈浓度依赖地增强核 ×°活性 ∀较高浓度

的牛磺酸可使 ×°的活性显著增强 当牛磺酸浓
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度为  ≅ 
 
#时 ×°活性分别较对照组

增加 1  ×°作底物和 1  ×°作底物

 Π 1 ∀见表  ∀

π ) π ×°  ο ) ο ×°

ƒ∏     ∏×°

√ ∏ ∏

∏   ≤ ιν

ϖιτρο ×° √# 
 # 


 

∏ ×°  ×°  ∏ ν 

  ξ ? σ
3
Π 1  3 3

Π 1 ϖσ

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ ταυρινε ον ηεπατιχ νυχλεαρ

ΝΤΠασε αχτιϖιτψ

×∏Π
#

×°Π
## 

×°Π
##  

 ≤  ?    ?   

 ≅    ?   ?  3

 ≅    ?  3 3  ?  3 3

 ≅    ?  3 3    3 3

  ∏  ∏  

∏ ιν ϖιτρο ×°√#

# 


   ∏ ×°  ×°  

∏ ν    ξ ? σ 3 Π 1 
3 3 Π 1 ϖσ

4  牛磺酸对次氯酸诱导的核 ΝΤΠασε活性的影响

 ≅ 
 
#

≤孵育细胞核显著抑制了

核 ×°的活性 ∀与对照组相比 ×°活性下降

了 1  ×° 底物和 1  ×° 底物 Π 

1 ∀牛磺酸 ≅ 
  ∗  ≅ 

 
#

浓度依

赖地对抗了 ≤诱导的 ×°活性的抑制 ∀ ≅


 
#

≤和  ≅ 
 
#牛磺酸共同孵

育细胞核 使 ×°活性较 ≤单独孵育增加了

  ×°底物和   ×°底物 Π 1 接

近对照水平分别为对照组的 1 和 1   ∀

讨论

×°活性依赖镁 !锰等离子 对高能磷酸化

合物的水解能力依次为 ×°  ×°  ×°  ≤×° 

×° 可受到多种因素的影响 细胞信号分子 如胰

岛素 !表皮生长因子等通过相应的细胞信号转导途

径影响 ×°的活性≈  ∀近年发现 细胞核被膜

脂质过氧化抑制核被膜 ×°的活性 提示该酶可

受到氧化应激的损伤≈ ∀ ≤在机体氧化还原反

应和氧化应激 !炎症等病理情况下产生≈ ∀活化的

中性粒细胞产生超氧离子和过氧化氢  并释

放血红素髓过氧化物酶 ∀后者通过下述反应将氯化

物转化为 ≤∀

   ≤

髓过氧化物酶

   ≤

≤能与多种生物活性分子发生反应≈ ∀其

中与蛋白质中巯基的反应性最强 该部位也是细胞

中氧化反应的关键部位≈ ∀本实验中 ≤浓度

依赖地降低 ×°和 ×°底物时核 ×°的活性 ∀

等分子的底物浓度相比 ×°作底物时 ×°活性

高于 ×°∀牛磺酸在离体的情况下 以浓度依赖的

方式拮抗 ≤ 对 ×°的抑制作用 表明核

×°是 ≤攻击的目标之一 牛磺酸对 ×°

有保护作用 ∀

≤作用于 ×°分子靶部位和机制 可能

是由于 ≤氧化了该酶的巯基 从而导致 ×°

的结构 !变构能力和与其它分子亲和力发生改变 并

影响其酶活性 ∀有实验表明 牛磺酸与 ≤反应

可产生稳定的产物2牛磺酸的氯化物×∏≤
≈ ∀

×∏ ≤ψ ×∏×∏≤

后者性质比较稳定 寿命较长 是牛磺酸发挥细胞保

护作用的关键物质≈ ∀本实验中牛磺酸对 ×°

的保护作用是否与 ×∏≤的作用有关有待进一步研

究 ∀另外本实验还观察到牛磺酸对 ×°有轻度

的激活作用 提示其具有胰岛素样作用 与文献≈

报道一致 ∀

人体内的牛磺酸可由含硫氨基酸 如蛋氨酸 !半

胱氨酸 在半胱亚磺酸脱羧酶等的作用下 经半胱亚

磺酸脱羧途径合成 ∀人体合成牛磺酸的能力较弱 

合成量满足不了机体的需要 体内牛磺酸主要从动

物膳食摄取 ∀肾脏可依据机体的需要和膳食中牛磺

酸的量 调节牛磺酸的排出量 以维持体内牛磺酸的

平衡 ∀牛磺酸具有清除自由基等广泛生物学效应 

它对维持机体的正常功能具有重要意义 ∀牛磺酸缺

乏会对机体的许多器官 !系统产生不利影响 并引起

一系列的生理 !病理和生物学改变 而补充外源性的

牛磺酸可大大改善牛磺酸缺乏所引起的症状 ∀本实
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验中 ≤可强烈抑制 ×°的活性从而影响到

 的出核转运 进一步导致蛋白质合成受阻 因

此 ≤对 ×°的抑制作用可能是肝细胞炎症和

损伤时蛋白质合成功能下降的原因之一 是肝脏疾

病重要的发病学因素 ∀牛磺酸可以大大减轻氧化毒

物所致的肝脏损伤和重量下降 还可以减轻内脏缺

血再灌注损伤的程度 对 ≤≤ 所致的肝损伤也有重

要的保护作用≈ ∀本实验中牛磺酸可有效对抗

≤所引起的 ×°活性的下降 以保证  

的出核转运的顺利进行 从而利于正常和疾病状态

下功能蛋白质的合成 ∀因此 牛磺酸对 ≤的拮

抗作用可能是机体保护肝细胞免受氧化应激损伤的

重要机制之一 在肝脏疾病的发病和治疗上可能具

有应用价值 ∀
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