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牛磺酸和环孢素 A对氯化锰致大鼠肝脏 

线粒体氧化损伤作用的影响 

王建军 ，贾 克 

1217 

· 基础 医学 · 

[摘要]目的：观察牛磺酸(taurine，Tau)和环孢素 A(cyclosporine A，CSA)对锰(Mn)致大鼠肝脏线粒体氧化损伤作用的影响， 

并探讨 Mn致肝脏毒性的细胞分子学机制。方法：24只雄性 SD大鼠按体重随机均分为4组。第 1组为对照组，皮下注射生理 

盐水；第 2组为单纯染 Mn(MnC12)组 ，皮下注射生理盐水；第 3、4组为预处理(Tau+MnC12组和 CSA+MnC1：组)，分别皮下注 

射 Tau(100 mg／kg)和 CSA(1 mg／kg)。皮下注射 2 h后 ，第 1组腹腔注射生理盐水，第 2—4组腹腔注射 MnC1，溶液(32 mg／ 

)，染 Mn 30天，Tau和 CSA隔日注射 1次，共干预 15次。最后 1次染 Mn后 24 h，切取肝组织。测定肝线粒体膜肿胀度、膜 

电位 、PT孑L和 SDH活性 、细胞色素 c含量以及 GSH—PX活性 、OH·含量。结果：大鼠单纯染 Mn 30天后，与对照组 比较线粒体 

膜肿胀度光密度降低(P<0．05)，Pr孔 、线粒体膜电位光密度降低 ，GSH—PX和 SDH活性降低 ，细胞色素 C和 OH ·含量升高 

(P<0．05～P<0．01)；Tau+MnC1 组与 MnC1 组相比，线粒体膜肿胀度光密度 、PT孑L、线粒体膜电位光密度升高(P<0．05～ 

P<0．01)，GSH—PX和 SDH活性升高，细胞色素 C和 OH·含量降低(P<0．01)；CSA+MnC1 组与 MnC12组相比， 孑L、线粒 

体膜电位光密度升高，GSH—PX和 SDH活性升高，细胞色素 C含量降低(P<0．01)。结论 ：Tau和 CSA对 Mn引起的肝脏线粒 

体氧化损伤有不同程度的拈抗作用。 
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Effect of taurine and cyclosporine A on oxidative damage of 

liver mitochondrial induced by manganese chloride in rats 

WANG Jian-jun，JIA Ke 

(Department of Hygiology，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China) 

[Abstract]0bjective：To study the effect of different doses of manganese(Mn)on oxidative damage of liver mitoehondrial induced by 
Mn chloride，and to explore the cell molecular mechanism of Mn—induced exeitotoxicity．M ethods：Twenty four male SD rats were 

randomly divided into four groups by weight．The first group(control group)were given subcutaneous injection of physiological saline 

only；the second group(Mn—exposed group )were injected 32 mg／kg of MnC12 subcutaneously；the third and fouflh groups were 

intraperitoneally injected 100 mr,／kg oftaurine(Tau)and 1 mg／kg of cyclosporine A(CSA)，respectively．Two hours after subcutaneous 

injection，the first group were intraperitoneally injected physiological saline，and the other three groups received intraperitoneal injection 

of 32 mg／kg of MnC12 for 30 days，and Tau and CSA were injected every other day for 1 5 times．At the 24th hour after the last 

administration of MnCI2，the rats were killed and the liver was taken to detect the mitochondrial swelling amplitude，mitochondrial 

membrane potential(MMP)，permeability transition pore(PT pore)，the activity of GSH—Px，SDH and the content of cytochrome C and 

OH ·．Results：Compared with control group，the mitoehondrial swelling amplitude，PT pore，MMP，the activity of GSH—PX and SDH 

decreased in the MnCI2 group，while the content of cytochrome C and OH ·increased(P<0．05 to P<0．O1)．Compared with MnC12 

group，the mitochondrial swelling amplitude，PT pore and MMP increased in Tau pretreatment group(P<0．05 to P<0．01)，while the 

activity of GSH—PX and SDH increased，and the content of cytochrome C and OH · decreased(P<0．01)．Compared with control 

group，the activity of GSH—PX and SDH，PT pore and MMP increased in CSA pretreatment group，while the content of cytochrome C 

decreased(P<0．01)．Conclusions：Tau and CSA have some antagonistic effects on oxidative damage of liver mitochondrial induced by 

manganese- 
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锰(Mn)是一种重要的环境污染物，长期过量接 

触可 引 起 中 毒，主 要 表 现 为 神 经 系统 损 伤。 

Jayakumar等 报道，Mn可通过引起肝脏损伤诱发 
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肝性脑病导致星型胶质细胞损伤。有报道 显示 ， 

Mn可通过引起线粒体功能障碍导致肝脏损伤，但其 

引起 肝脏 毒性 的机 制 尚未完 全 阐明。牛磺 酸 

(taurine，Tau)是内源性抗氧化剂，广泛分布在动物 

组织细胞内，具有保护细胞膜、抗氧化应激和免疫调 

节等广泛生物学效应 I4 。环孢素 A(cyclosporine 

A，CSA)具有特异性抑制线粒体可通透性转移孔道 

(mitochondrial permeability transition pore，PT孔 )开 
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放的功能 。本实验通过观察Tau和CSA对Mn引 

起的肝脏线粒体氧化损伤作用的影响，旨在为深入 

探讨 Mn致肝脏毒性机制提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组及染毒 由浙江省实验动物中心饲 

养的清洁级实验用雄性 sD大鼠(实验动物许可证 

号：SCXK浙 2008-0033)24只，体重(160±10)g。 

正式实验前饲养 7天，然后按体重完全随机分为 4 

组，每组 6只。第 1组为对照组，皮下注射生理盐 

水；第2组为单纯染 Mn(MnC1，)组，皮下注射生理 

盐水；第 3、4组为预处理干预(Tau+MnC1：和 CSA 

+MnC1 )组，分别皮下注射Tau(100 mg／kg)和 CSA 

(1 mg／kg)。皮下注射2 h后，第 1组腹腔注射生理 

盐水，第 2～4组腹腔注射 MnCl 溶液(32 rag／kg)， 

染 Mn 30天，Tau和 CSA隔 日注射 1次，共预处理 

15次。 

1．2 样品的采集与处理 最后 1次染 Mn后 24 h， 

将大鼠麻醉，切取0．3～0．4 g肝组织。加入 3．5 ml 

线粒体匀浆液，玻璃匀浆器匀浆 2 rain，差速离心分 

离线粒体悬液 ，Lowry法 测定线粒体蛋白含量， 

调蛋白浓度至 1 rag／ml。 

1．3 测定指标与方法 SDH活性依据吩嗪二 甲酯 

硫酸盐存在情况下二氯酚靛酚被还原时对波长 

600 nlq3吸光度降低的测定 。线粒体 PT孔测量依 

据540 lqm线粒体肿胀程度光密度转变 J。线粒体 

膜电位依据罗丹明 123荧光强度改变进行测定 ”J。 

细胞色素 c依据在415 FIm处具有最大特征吸收峰 

测定_】 。通过 520 nm线粒体渗透性转换测定线粒 

体膜肿胀度 12]。SOD活性 (黄嘌呤氧化酶法 )、 

GSH—PX(DTNB比色法 )、羟 自由基 (OH ·)(Fenton 

反应)试剂盒由南京凯基生物工程研究所提供，按 

照说明书要求进行操作。 

1．4 统计学方法 采用方差分析和 q检验。 

2 结果 

2．1 Tau和 CSA对 Mn致 大鼠肝 线粒体膜损伤的 

影响 单纯染 Mn 30天后，与对照组比较线粒体膜 

肿胀度光密度、P11孔和线粒体膜电位光密度均降低 

(P<0．05～P<0．01)。与 MnCI，组相 比，Tau+ 

MnC1 组 孑L、线粒体膜肿胀度 、线粒体膜电位光 

密度均升高(P<0．05～P<0．01)；CSA+MnC12组 

PT孔、线粒体膜 电位光 密度 均明显升高 (P< 

0．01)，线粒体膜肿胀度光密度无 明显变化 (P> 

0．05)(见表 1)。 

2．2 Tau和 CSA 对 Mn致 大 鼠肝 线粒 体 呼 吸 链 的 

影响 与对照组比较，MnC1，组纹状体 SDH活性降 
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低，细胞色素 c含量升高(P<0．O1)；与 MnC1：组相 

比，Tau+MnC12和 CSA+MnCI2组 SDH活性升高， 

细胞色素 C含量降低(P<0．01)；与对照组比较， 

Tau十MnC12组 SDH活性降低(P<0．01)(见表2)。 

表 1 4组实验大鼠肝线粒体膜损伤 的比较 ( =6； ± ) 

q检验： 对照组比较 P<0 05， P<0 Ol；与MnC12组比较AP( 

0．05，A AI <0．01；线粒体膜电位为10 g的光密度变化值，线粒体膜肿胀度 

为300 Ixg的光密度测定值，PT孔为200 g的光密度测定值 

表2 4组实验大鼠肝线粒体纹状体 SDH活·陛和细胞色 

素变化的比较(n =6； ±s) 

分组 SDH(U／mg pro) 细胞色素C(mmo~g pro) 

q榆验：与刈‘照组比较 P<0．05， P<0．01；与 MnC12组比 

较△△P<0．01； Tau+MnCI2组比较 <0．05 

2．3 Tau和 CSA对 Mn致大鼠肝线粒体氧化应激 

功能影响 与对照组比较，MnC1 组纹状体 GSH．PX 

活性降低，OH·含量升高(P<0．01)；Tau+MnC12 

和 CSA+MnC12组 GSH．PX活性均降低(P<0．01)， 

CSA+MnC1，组 OH ·含量升高 (P<0．01)；与 

MnC1，组相比，Tau+MnC1，组 GSH．PX活性升高， 

OH·含量降低(P<0．01)，CSA+MnC12组 GSH—PX 

活性升高(P<0．01)(见表 3)。 

3 讨论 

近年来有研究证明，免疫抑制剂量以下的小剂 

量 CSA能减轻一些理化因素及外科手术因素造成 

的肝细胞损伤，包括缺血再灌注后线粒体损伤。特 

异性抑制 PT孑L的开放、减轻 MPT作用引起的细胞 

损伤可能是 CSA发挥细胞保护性作用的重要机制。 

Tau作为自由基清除剂在体内可能具有非常重要的 

生理意义，其作用远大于其他含硫氨基酸如还原型 

谷胱甘肽(GSH)、金属硫蛋白等；Tau是机体重要的 

细胞保护物质，Tau能抑制神经传导递质，维持神经 
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表 3 4组实验大鼠肝线粒体纹状体 GSH—PX活性 与 

OH·变化的比较(n =6； ±S) 

q检验：与对照组比较 P<0．05， $P<0．01； j MnCI2身t比 

较△ZXP<0．Ol；与Tau+MnC12红【比较#，J<0．05 

细胞膜的稳定性-- 。目前临床上已将其用于治疗 

充血性心力衰竭、癫痫等疾病，用于治疗急慢性肝炎 

也被证明很有价值。Tau可抑制细胞内钙离子超载 

升高，起到保护细胞的作用。细胞色素 C被认为是 

细胞凋亡的重要启动促进剂，激发 caspases的活化， 

引起细胞凋亡。Tau参与膜主要成分磷脂代谢，保 

护膜磷脂免受降解，具有直接膜稳定作用，并调节膜 

对离子通透性 。作为一种安全可靠的细胞保护 

剂和抗氧化剂，在与 自由基损伤有关疾病的防治上 

可能具有广阔的应用前景。Centonze等 报道，Mn 

通过过度激活皮质 一纹状体通路神经元，引起兴奋 

性传递，导致纹状体神经元的兴奋性毒性。 

本研究结果显示，Tau和 CSA对 Mn致大鼠肝 

线粒体膜损伤有保护作用，大鼠单纯染 Mn 30天后， 

与对照组比较线粒体膜肿胀度光密度降低， 孔、 

线粒体膜电位光密度明显降低，Tau+MnC1，组 Prr 

孑L、线粒体膜肿胀度、线粒体膜电位光密度升高， 

CSA十MnC1 组 PT孔 、线粒体膜电位光密度明显升 

高，线粒体膜肿胀度光密度无明显变化。Tau和 

CSA对 Mn致大 鼠肝线粒体呼吸链的影响可知， 

MnC1，组纹状体 SDH活性降低，细胞色素 c含量升 

高；Tau和 CSA对 Mn致大鼠肝线粒体氧化应激功 

能影响可知，MnC1 组纹状体 GSH．PX活性降低， 

OH·含量升高。证实 Tau能减轻 Mn对线粒体的 

损伤，从而保护线粒体结构和功能的相对稳定；特异 

性抑制 PT孔的开放、减轻 MPT作用引起的细胞损 

伤可能是 CSA发挥细胞保护性作用的重要机制； 

12l9 

CSA可能是通过特异性地与 Cyclop hilin D结合抑 

制 孑L的开放 ，是 目前发现 的 PT孔开放的最强有 

力的抑制剂 141。 
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