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蕊木宁抗四氯化碳肝损伤的作用原理 
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ABSTRACT Kopsinine l mmo!／L inhibited 
microsomal lipid peroxidation (I~DA)for- 

marion induced  by CC1。 v~tro． Mety卜 

apone a specific inhibifor of cytochco me 

P-450，pertially cOUnteracted the inhibitory 

effect of kopsinine on M DA fommtion· 

Oral sdministration of kopsinine 200 mS／kg 

decre日s棚 the formation of diene con ~lates 

in liver microsomes in CCI．(1 ml／kg ig) 
intoxicated mice． Kopsinine ako inhibited 

“CC1 cov8lent binding to lipids and pro- 

teins of liver microsomes． But the degree 

of inhibition wss not as pron0unced 8s 

that of inhibition of MDA．The metabolic 

conversion of CCI‘to carbon monoxide and 

咄 e utilization ofNADPH jn the course of 

CCI‘metabo lism by liver microsom~~ were 

increased by kopsinine 妇t 耐m ． It appears 

that to ma intain the  stability of membraneS 

of liver cells Is the mode of  the  protective 

action Of koPsinine． 

KEY W ORDS kopsinine： csrbon tetra— 

chloride poisoning：lipid peroxides；malon- 

dialdehyde 

■一 蕊木宁 1 mm0l，L能明显抑制Oa·引起的肝檄 
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粒体脂质过氧化产物丙二醛(MDA)的生成，抑制率达 

51 ．预先 24 h给小鼠 ．培蕊木宁 200 ms／l【g能降低 
c( 所g『起的肝脏共辐双烯物的升高．此外，蕊木宁 

对 ‘(x 与肝微粒体脂质和蛋白质共价结合 的抑制作 

用较弱．蕊木宁拮抗oa．肝损伤的作用原理前能主要 
是阻断了CCI·对膜结构的损伤作用． 

美■翊 蕊木宁' 四氯化碳中毒 指质过氧化| 

丙二醛 

前文报道蕊木宁对 CC1。、醋氮酚及硫代 乙 

酰胺引起的小鼠旰损伤有保护作用“’． 目前国 

外公认 CCIt引起肝脏损伤的原理 系 CCI。在肝 

艟粒体细胞色素 P-450曩I话下生 成 三 氯 甲基 

自由基后 ，与分子氧反应生成三氯 甲基过氧基 

(Ca D2)，引起肝擞粒体脂质过氧化，导致 肝 

细胞炎症和坏死 ’．为探讨蕊术宁抗肝损伤作 

用的原理，本文研究 了 蕊术 宁对 CC1．引起肝 

微粒体脂质过氧化及其与旰微粒体脂质进行共 

价结合的影响． 

昆明种 小 鼠， 体 重 19．5~SD 1 1 g． 

Wistar~大 鼠，体重 121~4 g． 

蕊木宁盐酸盐冉本所植化室冯孝章提供． 

NADPH和甲吡酮(metyrapone)均 购 自 Sigma 

公司． Ock购 自英国 Amerahsm公司． 

肝散t体莳分离 大 鼠 ip苯 巴比 妥 钠 

80rag／ks $懔囔一夜后，断头．分离肝撖 
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粒休 ’．微粒体重悬于 TMS缓冲液(Tris-HC1 

0．1 mmol／L， MgC12 0．05 mmol／L，蔗 糖 

0．25 mmo1)，于 一3O℃保存 ． 

丙二璧(MDA)的蔫定 脂质 过氧 化产 物 

商二醛的测定系采用硫代巴比妥酸(TBA>Lt色 

法“’， 取 0．1mmol／L的磷酸 缓 冲液 0．8ml 

及苯巴比妥钠诱导的大鼠】扦微粒体悬液 0．1 ml 

(3 mg)蛋白，加 NADPH 2 mmol／L， 蕊木宁 

1 mmol／L，温育 15 rain， 然后加入乙醇稀释 

2O倍的 CC1 10 1， 置 37℃水 浴中继续温孵 

20 min， 取出后冰浴中冷却， 加 2O％三氯醋 

酸 0．3 ml， 0．67 硫代巴比妥酸 0．6 ml， 离 

心，取上清液放沸水中煮 10 min， 加蒸馏水 

3ml，535 nm处比色测 ^值． 

共轭I匮蜡物的蔫定 将小鼠禁 食 24 h后 

处死， 肝脏 用 蔗 糖 0．3 mmol／L加 EITI"A 

3 mmol／L溶液， 制成匀浆．各组 3-5只小鼠 

肝匀浆合并，分离微粒体．制备 的 微 粒 体重 

悬于上述缓冲液内， 一3O℃保存．实验时取肝 

微粒体悬液 0．5-1ml，相当肝脏 l_2 g，用 氯 

仿 一甲醇混合液抽提脂质 )，于紫 外分光光 

度计 200-300 rim 扫描 或 于 241．5 rim处 测  ̂

值． 

“CC1。与肝撤粒体唐质和蛋白质进行共 价 

培台 的 禹 定 将 TMS 0．1 mmol／L缓 冲 浪 

0．7 ml，用苯巴比妥钠诱导的大 鼠肝微粒体蛋 

白3 mg悬液及 NADPH 2 mmol／L，与蕊木宁 

1mmol／L混匀，总反应液 1ml，置 37℃水裕 

温育 80 min．加甲醇 “cca,18．5 kBq，继续温 

育 60 min． 用氯仿 一甲 醇 混 合液 (2：1)提 

取 ’，振荡 5min，加生理盐水洗 1次， 离心 

分层，吸去上层抽提液，将蛋白层和下层氯仿 

脂质层分开，蛋 白质层用 TMS缓冲液洗两次， 

用 95％乙醇和丙酮脱脂，加 NaOH 1 mmol／L 

溶解蛋 白，加 5ml二氧六环闲烁液． 氯仿 脂 

质提取液加至 5 ml甲苯闪烁液，放置 24 h后， 

于液体 闪烁仪计数 cpm． 

CCI 转化 成 CO殛 NADPH消 耗 的 蔫 定 

调定CO生成时， 取 0．1 mmol／L磷酸缓冲液 

(pH 7．4)5．6 ml，大 鼠】扦微粒体 蛋白3 mg， 

NADPH 2 mmol／L与蕊术宁 1 mmol／L混合， 

总容量 6 ml，37℃ 水褡温育 10 rain，加连二亚 

硫酸钠 3 rag及血红蛋白溶液 70 ，分装于两 

吸收杯内，各约 3ml，对照管加 乙醇 lO l，测 

定管加 乙醇稀释 2O倍的CCi．10txl， 立即 棍 

匀．在紫外分光光度计 423 nm处监测 1，3， 

5， 7rain时血红蛋白与 CO 结合 物的吸收 峰 

值． 

测定 CC14代谢过程中 NADPH 消耗时，取 

磷酸缓冲液 5．6 ml，大 鼠肝微粒体蛋白 3 mg， 

充氮气 10rain，加 NADPH 300I~mol／L和 蕊 

木宁 1mmol／L，37~C水裕温育 15rain后，再 

加 NADPH 300 limol／L， 平均分装 于两紫外 

吸收杯内，对照管加乙醇 10 1， 测定 管加 乙 

醇稀释 20倍的 CC1。10 l，于紫外分光光度 

340 nm处监 测 1，3，5，7 min时 NADPH吸 

收峰值的变化 ’． 

RESULTS 

对CCI {I起肝散垃体脂质过 曩化产物 丙 

二一生成■的影响 结果如 Tab 1所示， CC1。 

与肝微粒体及 NADPH一起温育后丙二醛生成 

量显著增加，表示有脂质过氧化反应生成．预先 

加蕊木宁 1 mmol／L，丙二醛生成量明显减少， 

抑制率达 5l ， 当蕊木宁与 CC1．同时加入肝 

微粒体和 NADPH温育液中，丙二醛生成量亦 

减少，但抑制率仅 19 ． 

甲吡酮抑制实验中方法同前，于加蕊木宁 

前 15min加甲吡 酮 1 mmol／L， 共 同 温 育 

15 rain，结果表明， 蕊木宁抑制 CC1．诱发 的 

丙二醛生成作用明显减弱．丙二醛生成量高于 

单纯加蕊木宁者(Tab 1)。 

对共轭I匮蜡物生成■的影响 为选择适当 

剂量的 CC1。及测定共轭双烯物的合适时间，先 

做 了CCI 引起肝微粒 体共轭双烯 物生成的剂 

量一效应关系及时间一效应关 系 曲线．实验中 

每组小鼠 3—5只，分 别 ig CO1,-菜 籽油 或 单 

纯菜籽油，届时处死动物，制备肝微粒体，剩 
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Tub 1．Inhibitory effect of kot~etee(1 mine1【，L) 

OH microsoma]]ipid peroxidefion (MDA ) induced 

by CC]．end the influence of metyrapone OH the 

Inhibition of M DA formation induced by kopsinfne
．  

=2． 

1o0~MDA(A／m~protein)hIlIibi
—  

c0ntr01 KopsJmiIle ti。n( ) 

Incubation 0 

time fm in) 15 

M etyragone O 

(retool／L) 1 

42．7， 44．0 

64．5． 64．6 

65．0， 65．5 

5J．0。 54．0 

35．0． 33．8 10．4 

29．7， 30．2 53．6 

26．5， 33．0 53．9 

39．0， 38．5 25．0 

定其中共轭双烯物的含量．结果测知共轭双烯 

物的吸收峰为 241。5nln． CC1,剂量 在 0．5， 

1，2，3ml／kg is时，服用 1．2 h后 共轭双烯 

物生成量最高，4 h后下降，至 9 h恢复 至 接 

近正常值． 所以， 在正 式 实 验 中便 采 用 

cc1。1ml／kzi毒l h后处死小鼠，于 241．5 nm 

处测定肝微粒体中共轭双烯物的舍量． 

正式实验中将小鼠分为 4组，每组 5只， 

正常对照组 置g同容量蒸馏水， 小鼠 于处死前 

l h ig菜籽油 10 mI／kg． CC1。对照组 ig CC1。 

1 ml／kg．蕊术宁 300 ms／kg×3组， 于处 死 

前 l d上下午分别 蕊木宁 200ms／kg，相 隔 

8h，小鼠处死 当日，于 ig CC1。前 2h再给蕊木 

宁 1次，共 3次．蕊木宁 200mg／kgx l组，小 

鼠于给 蕊木宁 200mg／kg1次后立 即给 CC1。． 

CC1。lmg／kg加 9ml菜籽油容量均 10mI／J【g， 

服用CC1。后 l h，断头处死小 鼠，测定肝微粒 

体共轭双烯物含量．结果列于 Tab 2． 

由Tl丘b 2可见．小鼠于服 CC1。1ms／kg后 

肝微粒体共轭双烯物增加约 l倍左 右， 于给 
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Tab 2·Effect ot kopslnine 200 ~S／ka OH d1∞e 

conjugetu produced of liver cm∞m∞ in CCI』 

(1 ml／kgj暑) intoxlcated mice． n=4。 i±∞ ． 

¨ P< 0．05． 

ca 前预先服蕊本宁 200mg，kg 3次或 1次， 

均可部分拮抗 CC1,对肝微 粒体的过 氧化损伤 

作用，使共轭双烯物生成的量减少． 

对 “ccI‘与肝蠢l置体詹质和蛋白质进行共 

价结合 的弗崎 “CC1,与大鼠肝微粒脂质结合 

的量比与蛋白质结舍的量多．蕊木宁对 “CC1。 

与脂质共价结合的抑制作用(15．6％)比对与蛋 

白质共价结合的抑制作用(6。l％)稍强． 

对 CCI。在肝徽牡体l代膏转化为 CO疑漕耗 

NADPH 的弗一 CC1．在肝 微 粒 体 经细胞色 

素 P一450代谢后生成 CO，同时消耗 NADPH． 

当CC1。与 NADPH还原 的肝微 粒体共 同温育 

后，生成的CO与加入的血红蛋 白溶 液形成羧 

络血红蛋 白，于紫外分光光 度计 423nm处 呈 

现吸收峰．测定结果表明，向温孵液中加蕊木 

宁 1mmol／L后于第3，5，7min均促进 C．C!‘ 

代谢转化为CO， CO生成置 分别增加 20 ， 

4O％和 41 (Tab3)． 

在 CC1I代谢转 化 为 CO过 程 中NADPH 

消耗增加， 可于紫外分光光度 340 nm处监测 

NADPH的消耗量， 列于 Tab 3的结 果表明， 

Ttb 5． Effect ot ko~ ntae on carbon mono]cifle fol'mmfioa h'om CCI4 and nieotieamlde adeedne 

d／nuc]eotide phosphmte(reduced form， NADPH )consumption during CCI。metabolism by liver microm ． 

谣 r 一 _1_I磊T 丽 翻匿 一’ r瓤 一 
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NADPH的消耗亦增加．当肝微粒体 温育液中 

蕊 木 宁 在 促 进 CCI．转 化 为 CO 过 程 中， 

加入 CCI。后 1，3， 5min时 NADPH消耗 量 

分别增加 12．5，21．4，57．7， 54．2 ． 基 本 

上与c0生成量的增加平行． 

DISCUSsl0N 

目前公认 CCI 引起肝损伤的 机理 主要是 

对肝微粒体的脂质过氧化损伤和共价结合．本 

研究结果表明， 对 CC1．肝损伤有保 护作用的 

蕊木宁在体外能抑制 CCI．引起的肝 微粒 体脂 

质过氧化反应，使丙二醛生成量减少．体内实 

验发现， 蕊木宁亦能够抑制 CCI 引起 的小鼠 

肝脏脂质过氧化产物共轭双烯物的生成．体外 

与体内结果一致． 表明蕊木宁能拮 抗CC1．经 

肝微粒体代谢激活后生成时毒性产物对胰脂质 

的损害作用．甲吡酮为细胞色素 P-450特异性 

抑制剂，在体外实验 中当加入甲吡酮 后，蕊木 

宁拮抗 CCI．引起肝 微粒体脂质过氧 化反应的 

作用明显减弱． 由此推测， 蕊木宁抗 CCI 脂 

质过氧化作用可能是通过对细胞色素P一450的 

影响而实现的． 

从 CCI．代谢 转 化 为 c0及对 NADPH 消 

耗的实验结果可看出， 蕊木宁能促 进 CCI·代 

谢转化为 c0及 NADPH的消耗，意味着 CCI· 

在肝脏滞 留的时问缩短， 从而使 CC!．对肝 脏 

的损伤作用减弱． 这亦可能是蕊木 宁抗 CCI 

肝脏毒性作用机理中的一个环节．蕊木宁的这 
一 作用与五味子恰好相反， 后者是 降低 CCI 

代谢转化为 CO及 NADPH的消耗， 可见蕊术 

宁与五味子抗秆脏损伤作用的机理不尽相同． 
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