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AIM：To studythedfecm of harringtonine(Har) 

on pe~xidafion and dynamic mierostrueture of 

m~l!braltlelipids andthe relationship betweenthem． 

METHoDS： A nanose~nd time-resolved fluom． 

meter wa8 used to study the e fects of I-Iar on 

dynamic mierostrueture of sarcoplasmic reticulum 

(SR)vesicl髑 from rat myocardium． The~-nount 

of lipid pezoxide wa8 measured with thiobarbituric 

addtestand expressed as ainountofmalona1．de&ydlc 

add (MAA)． RESULTS：liar 10 nag·LI1 

iaccessedMAAin SR (from 1．7±0．8协5．4土5．1 

~tmol／g protein，P<0．05)． witl1 the incre~e of 
MAA，the membrane viseodty also incre~sed，while 

the wobbliz】g angIe of the phospholipid molecul~ 

decreased(r= 一0．8565，P<0．01)．the ． 

册 a3e activity decreased(r= 一0．8714。P< 

0．O1)， the fluorescence intensity and the 

fluorescence life time decreased． CoNCLUSIoN： 

liar may caIlse the peax~xidation of membrane lipids 

in SR， which affected the mobility of the 

phospholipid bilayers and the function of membrane 

proteins． 

关键 词 三尖杉醑碱类；脂质过氧化；粘度 

礴脂类；钙转运 ATP酶；心肌；膜脂质；肌浆髓 

目的：研究三尖杉瞎碱(Hat)对膜脂过氧化及膜脂 

运动的影响． 方法：膜脂过氧化用硫代巴比妥酸 

法测定，其含量用MAA表示 ；用纳秽荧光偏振技 

术研究膜脂过氧化对膜脂分子运动的影响． 结 

果：Hat 10 mg·LI1可使MAA由1．7±0．8增加至 

5．4±5．1 tmaol／g蛋白质；随过氧化脂质含量的增 

加，膜脂双层的教粘度增加，碑脂分子摆动角减 

小(r=一0．8565，P<0．O1)， 转运ATP酶活 

性降低(r=一0．8714，P<0．01)：DPH的荧光强 

度减弱，荧光寿命缩短． 结论：Hat引起肌浆阿 

膜脂过氧化，因而影响膜脂双层的运动和膜蛋白 

的功能 ． 

生物膜脂的性状直接影响膜脂双层 中磷脂分 

子的运动状态及膜蛋 白质功能⋯ ． 生物体内存在 

微量氧化磷 脂 ，对 生理功能 调节 起重要 作用L2 J． 

我们曾证明，氧化脂质在相当程度上影响膜脂双 

层分子运动状态，阿霉素(doxorubicin，Dox)等能 

造 成膜脂 的 过氧 化，改 变膜脂 的运 动状 态I3,41． 

三尖杉酯碱 (harringtonine，Hat)与 Dox等有类似 

的药理作用和心肌损害 其是否也有膜脂的过氧 

化作用尚未见报告． 我们研究 了膜脂氧化对大 鼠 

心肌肌质网膜脂分子运动状态的影响． 

MATERIALS AND METHoDS 

肌质罔的分离_] WJs'tar太鼠 30只，舌，体重 275 

±20 g Pentobarbital 20—30 nag。kg ip麻醉 ．切取心室 

肌 冰浴下切成 1—3 mm 的小块，于 10倍体积的缓冲渡 

A 【glucose 250；NaHCO~10；NaN03 5：Tris-HCl 15 mmol 

-L。 ：pH 7 4)中匀浆，四层纱布过滤，反复差速超速离心 

【40 000 g，45 rain)莸肌质 网 肌质 网悬 浮于 缓 冲液 B 

(glucese 250；KCI 100；MgCI=1．5i CaCI2 0．05；Tfis．HCI 

20 mo卜L ；pH 7．O)，手操作玻璃一尼龙匀浆器上下运 

动 10趺使匀，用于以下实验 

药j白预处理 在样品液(0．2 0．4 g protein·L )中加 

^ Hat．终 浓 度为 0叭 10 mg·I ．35℃温 育 30 min． 

4℃ ，40 000 g，离心 60 rain．洗涤 2次 ．沉淀悬 浮于缓 
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冲液 B中，用 玻璃一 尼龙匀浆器使匀 

过氲化脂质的定量 按照硫代巴比妥酸(TBA)试验” 

进行 以四乙氧基丙烷(TEP)作标准指示物 过氧化脂 

质的量用生成 的丙醛 酸(MAA)量表示 

纳静 偏振 荧 光 测定 殛 数 据分 析 用 1，6 diphenyl 

1，3，5-hexatriene(DPH)作测定膜脂 分子运动状态的荧光 

探针 + 对照组和药 物处 理组样 品 分别 加人到 含有 DPH 2 

rnrnol·L 的缓冲液 B中 ，25℃温育 30rain，用纳秒 荧光 光 

谱仪 (nanosecxmd time resolved fluorometer，日本 北 海 道 大 

学 应 用 电气 研 究 所 )测 定 DPH 荧 光 的变 化 通 过 测 定 

DPH荧光强度及偏振方向的变化，可获得荧光参数： 是 

稳悉荧 光 各 向异 性 ，反 映物 质 结 构 的致 密 程 度 (稠 密程 

度)；r 是经过 充分 衰减后 的 荧光 各 向异性 ；r是 荧光 寿 

命； 是荧光各向异性的衰减常数； 是平行 向荧光强 

度； 是垂直向荧光强度 由这些参数，能计算出膜微 

牯度( )；磷脂分子的摆动角( )等膜脂分子的运动信息 

所有测 定都在30℃ 进行． 

Ca' 转运ATPase活性测定 用37℃下ATP水解后生 

成的游离磷酸量表示 e 转运ATPa~e的ATP水解活性_6 

蛋白质定量 用比色{去测定  ̈

试 剂 TBA (F】uka)； TEP (Nakaral Chemlcals， 

Japan)；ATP(Sigma)；DPH (Sigma)；Hat(常州健 民制药 

厂，批号：910318)；其糸为日本产特级试剂或国产 AR 

RESULTS 

膜脂中氧化脂质含量的变化 对照组膜脂 

MAA浓度为 1．7±0．8~*mol／g protein．I-tar处理 

后 ，膜 脂 中 MAA 浓 度 明 显 增 加 Har浓度 与 

M从 吉量呈正相关(Tab 1)． 

Tab 1· M AA concentrations in rat cardiac ssrc~●pl~tsmic 

retlcnlurn vesicles calmed by harringtonine treatment． 5． 

± ． bp<0．05 contro1． 

Ca”转运 ATPase活性的变化 Har处理后一 

定程度地改变了 Ca" 转运 ATPase的 ATP水解活 

性 ． 膜脂 中过氧化脂质 含量与 ca。 转运 ATPase 

活性呈负相关(P<0 01，Fig 1)． 

膜脂分子运动的变化 Har处理后 DPH荧光 

MAA，p~mo1]g protein 

Fig 1． Relation between M AA concentration and Ca2 

transportin~ATPase activity in cardiac sarcoplasmie 

retlcnlum v les． 

强度降低． rf值由对照组的 0．149±0．017增加 

至 Har 10 nag·LI1处理后的 0．155±0．014． 膜微 

粘度 由56±12 mPa·s增加至 65±10 mPa·s；磷脂 

分子摆动角减少了 5。；DPH 的荧光寿命缩短至 

5．7±1．7 lls． 膜微粘度与磷脂分子摆动角的变化 

呈负相关(P<0．01)，随膜脂 中氧化脂质的增加， 

膜微粘度加大 、磷脂分子摆动角减小(Fig 2)． 

60 65 70 

Membrane sco3IL mP · 

Fig 2· Relation between membra ne viscosity and wobbling 

angle of phospholipids in cardiac sarcoplasmie reticelum 

vesicles during harringtonine treatment． 
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DISCUSSloN 

本文证明 Har使肌质网膜脂中 MAA浓度明 

显增加 ，与 Har的浓度呈正相关(Tab 1)． 膜脂氧 

化多发生在不饱和脂肪 酸的不饱和双键部位 ，形 

成氢过氧化物侧链 、脂分子侧链 的环化 J、磷脂 

分子交联 等． DPH是疏水性荧光分子，荧光强 

度随周 围环境报性增加而减弱． 用 Har处理后 ． 

DPH的荧光强 度降低 ，荧光 寿命呈缩 短趋势 ，提 

示氧化脂质的增加可能造成膜脂双层疏水性的改 

变． 我们认为，分子结构的改变使膜脂分子问出 

现紧密联结 ，从而提高 了膜脂双层的稠密程度(表 

现为 rl值的增加)，限制了磷脂分子的运动，引起 

磷脂分子摆动角减小． 

肌质 网 ca2 转运 ATPase是贯通膜脂双层 的 

功能性 蛋 白 质，其 功 能 受 膜脂 性 状 的 影 响【 ]． 

Har 0．1 nag-L 使 Ca2 转运 ATPase活性比对照 

组降低 约3％；Hat 10 mg，L 使 Ca2 转运 

ATPase活 性降低 约 l0％，膜脂 中 MAA 浓度 与 

Ca 转运 ATPase活性呈负相关(Fig 1)，提示膜 

脂中氧化脂质含量在一定程度上影响 Ca2 转运 

ATPase的 ATP水解活性 ． 

许多研究证明，醌类结构化台物(如 Oox)作 

为电子传递体，能接受 NADPH的电子并传递至 

氧分子 ，生成超氧阴离子，造成膜脂过氧化 ． 我 

们的实验结果表 明，非醌类结构化合物 Har也能 

造成膜脂的过氧化，但其作用明显低于 Dox等醌 

类结构化合物 高浓度 Har处理 30 min，氧化脂 

质的生成量仅为相同剂量 Dox处理 的50％左 

右 这可能是 Hat心肌毒性作用低于Dox的主 

要原因之 
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