
氢溴酸槟榔碱诱导大鼠肝脏氧化应激性损伤

肖润梅"! #! !王俊俊#! !李德秀"! !陈!勇#!

""$湖北省中西医结合医院! 湖北 武汉 ’+&&")# #$湖北省中药生物技术省重点实验室! 湖北 武汉
’+&&%#$

收稿日期! #&")*&’*#’

作者简介! 肖润梅 ""(0+#$% 女% 副主任药师% 从事药理学和药效学研究& 1*234/! A692.4P43=#&"+;"%+$>=2

!通信作者! 陈!勇 ""(%%#$% 男% 博士% 教授% 博士生导师% 研究方向为微生物与生化药学& 1*234/! >B"&"%"&;"%+$>=2

摘要# 目的!通过肝微粒细胞色素M’)&#1" "S[M#1"$ 观察氢溴酸槟榔碱 "3A.>=/49.<B5A=CA=245.$ 诱导大鼠肝脏氧
化应激性损伤& 方法!雄性G4D73A大鼠连续灌胃给药氢溴酸槟榔碱 0 5% 测定大鼠肝组织中抗氧化活性指标% NMLS法
测定探针底物在大鼠肝微粒温孵体系中特征代谢物的生成量评价 S[M#1" 的酶活性& E-*MSE技术检测肝脏组织
A8$?2( 2EJF水平& 结果!与对照组相比% 大鼠灌胃 0 5后% 肝组织中过氧化氢酶 "SF-$’ 还原性谷胱甘肽 "U‘N$’
谷胱甘肽过氧化物酶 "U‘N*MP$ 活性随口服氢溴酸槟榔碱剂量的加大都出现不同程度的降低% "&& 2:T"_:.5$氢溴酸
槟榔碱时出现显著性差异 "Gi&H&"$( ’ 2:T" _:.5$氢溴酸槟榔碱使大鼠肝脏 S[M#1" 的活性提高了 "H%% 倍
"Gi&H&)$& 结论!氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏S[M#1" 的诱导作用与肝脏氧化应激性损伤有关&
关键词! 氢溴酸槟榔碱( 大鼠( 肝微粒体( 细胞色素M’)&#1"( 高效液相色谱 "NMLS$( 氧化应激
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!!槟榔 "3A.>3967% FJ$ 是棕榈科 "G#.&#2$
植物槟榔树 "R"2+# A#62+,C L499$$ 的干燥成熟种

子% 是世界上第 ’ 种 "烟草’ 酒精和咖啡因$ 被
广泛使用的嗜好品)"* % 槟榔碱 "3A.>=/49.$ 是从槟
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榔中提取的一种主要生物碱% 含有量约 &H+! e
&H%+!)#* & 氧化应激是指机体内的活性氧自由基
EY‘在遭受各种有害刺激时大量产生% 超出了组
织的抗氧化能力% 导致体内组织抗氧化系统和氧化
系统失衡)+* % 最终导致细胞的氧化损伤)’* % 是肝
脏损伤的主要机制之一))* & S[M#1" 是被医学界广
泛研究的产生氧自由基的重要原因之一% 其升高能
产生氧自由基而导致脂质过氧化& 这一过程能导致
细胞膜受损’ 细胞损伤% 甚至可以导致癌症& 虽然
已有研究表明槟榔咀嚼物和槟榔碱的使用与肝硬化
和肝细胞癌发生有高度关联性)%*0* % 但它们对肝脏
氧化应激损伤的机制% 以及对肝脏S[M#1" 酶表达
与活性的影响目前尚不十分清楚& 本课题拟从氢溴
酸槟榔碱 "FN$ "化学结构见图 "$ 对大鼠体内肝
脏氧化应激损伤及 S[M#1" 酶表达与活性的影响%
探讨其对肝脏氧化应激损伤的作用机制& 为设计预
防和治疗氢溴酸槟榔碱诱导的肝损伤提供理论
基础&

图 BC氢溴酸槟榔碱的化学结构
F(5GBC9L+J(,4/.-10,-01+’*41+,’/(2+

BC材料与方法
"H"!化学试剂!氢溴酸槟榔碱 "3A.>=/49.<B5A=*
CA=245.% (,!% 上海阿拉丁生化科技股份有些公
司$’ 还原性谷胱甘肽 "U‘N$’ 谷胱甘肽过氧化
物酶 "U‘N*MP$’ 过氧化氢酶 "SF-$ 活性或含有
量测定试剂盒 "南京建成生物工程研究所$& 其他
所用试剂均为分析纯& %*羟基氯唑沙宗 "-ES%
S39353$( J4>=7493245.35.949.5496>/.=745.]<=D*
]<37. A.56>.5 " JFOMN% E=><.% ‘847a.A/395 $(
ISF蛋白试剂盒 "-<.A2=‘>4.974\4>% Z‘F$( 色谱
纯甲醇和乙腈 " .̂A>_% U.A239B$( -A4a=/试剂
"R9@47A=:.9% Z‘F$( 异丙醇’ 氯仿’ 无水乙醇’
E.@.A-A3F>.kMSE逆转录试剂盒 "-Y[YIY%
WFM$( -NZJO1EIREO ‘[IE kMSE ‘6].Â4P
"-Y[YIY% WFM$( O1MS "‘4:23% Z‘F$( 琼脂糖
"R9@47A=:.9% Z‘F$ 其他所用试剂均为分析纯&
"H#!仪器!NMLS*#&F高效液相色谱仪 "日本岛
津公司$% 包括 LS*#&FO泵 # 个’ ‘RL*#&F自动进

样器’ OUZ*#&F+E脱气机’ S-Y*#&F柱温箱(
LS*̂‘*,&’& 三重四级杆液质联用仪 "日本岛津公
司$% 包括LS*#&FO泵两个’ ‘RL*#&F自动进样器’
OUZ*#&F+E脱气机’ S-Y*#&F柱温箱’ ‘̂*,&’&
质谱仪( SXdS=99.>7荧光定量 MSE仪 "IRY*
EFO% Z‘F$( IM#""O 电 子 天 平 " ‘3A7=A46D%
U.A239B$( Q=A7.P*) 型漩涡震荡器 "天津仪器厂$(
M型移液器 "U4/D=9% XA39>.$( )’"0 E小型台式高
速冷冻离心机 "1]].95=A\% U.A239B$’ 4̂3A_ 酶标
仪和 S<.24O=>-̂ dE‘ l凝胶成像仪 "I4=*E35 公
司% U.A239B$’ O[[*%S型电泳仪和 O[S*’&F型
垂直电泳槽 "北京市六一仪器厂$&
"H+!动物处理!‘MX级雄性健康 G4D73A大鼠% 体
质量 "#&& h#&$ :% 购于湖北省疾病预防控制中
心实验动物研究中心 ‘MX动物房% 动物生产许可
证号! ‘SdK "鄂$ #&&,*&&&)& 大鼠饲养于实验动
物房% 饲养环境相对湿度 " %& h) $!% 温度
"## h#$c% 光照与黑暗 "# < 交替循环& 将 #’ 只
大鼠随机分成 ’ 组% 每组 % 只& 第 " 至 + 组分别灌
胃 ’’ #&’ "&& 2:T"_:.5$ 的氢溴酸槟榔碱 "溶
于生理盐水$% 第 ’ 组灌胃等体积生理盐水% 连续
灌胃 0 5% 每天给药 " 次& 最后一次灌胃 " < 后处
死大鼠% 将肝组织迅速取出冻存备用&
"H’!氧化应激指标测定!将 &H(!生理盐水加入
肝组织进行匀浆% 制成 #&!组织匀浆液% 按试剂
盒说明书操作% 测定肝脏中 SF-’ U‘N’ U‘N*MP
的量或活性水平&
"H)!肝微粒体制备!将 &H#) 2=/TL蔗糖’ " 22=/TL
乙二胺四乙酸 "1O-F$ 和 &H&" 2=/TL三羟甲基氨
基甲烷 "-A4D$% 双蒸水溶解后盐酸调 ]N至 0H’ 制
成I6\\.AF% 倒入肝组织进行匀浆% 制成 #&!组织
匀浆液% ’ c% "# &&& f7% #& 249 离心% 加 &H" 2L
S3S/# 溶液混合% ’ c 0 )&& f7% "& 249离心% 洗涤
所得肝微粒体碎片沉淀% MI‘ 重悬后分装至 "H) 2L
离心管% m,& c保存备用&
"H%!探针底物特异性代谢产物的检测方法!选取氯
唑沙宗的 %*羟基化作用来测定大鼠肝微粒体中
S[M#1"的活性& 反应体系! "H& 2:T2L大鼠肝微粒
体’ ) 22=/TL :̂S/#’ &H" 2=/TLMI‘’ &H&0) 22=/TL
氯唑沙宗% 总反应体积为 &H’ 2L& 在+0 c水浴条
件下预温孵 + 249 后% 加入 JFOMN "" 22=/TL$
启动温孵反应% 反应 ’& 249 后迅速向反应体系中
加入冰冷的乙酸乙酯 &H, 2L终止反应& 混匀后于
"& &&& f7离心 "& 249 取 &H% 2L上清液% 上清液
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经真空冷冻浓缩机挥干% 残余物用"&& "L流动相
复溶后进NMLS检测& 检测代谢产物的 NMLS条件
为),* ! 保护柱j=AC3PS", :63A5 >=/629 ""#H) 22f
’H% 22% ) "2$( 反相 S",色谱柱 j=AC3P1>/4]D.
dOI*S", "")& 22f’H% 22% ) "2$( 水 b乙腈
"0, b##$ 流动相( 柱温 #) c( 检测波长 #,# 92(
进样量 %& "L( 体积流量 "H& 2LT249&
"H0!探针底物特异性代谢产物的测定方法学考察
!专属性考察! 通过比较空白大鼠肝微粒体温孵
液’ 空白大鼠肝微粒体温孵液加入特异性代谢产物
的标准品后’ 大鼠肝微粒体代谢探针底物后的色谱
图% 判断代谢产物的定量是否有杂质干扰以及预实
验所摸索的条件是否合理&

线性考察! 自低而高的将每种探针底物的特异
性代谢产物的标准品加入大鼠肝微粒体温孵液中&
用MI‘代替JFOMN加至各温孵体积% 按照探针底
物特异性代谢产物测定的操作条件进行其他操作&
横坐标为特异性代谢产物标准品的浓度% 纵坐标为
其峰面积 "或测量值$% 进行线性回归 "标准曲
线$% 并得出其回归方程和相关性&

回收率和精密度考察! 向灭活大鼠肝微粒体温
孵液中加入各探针底物的特异性代谢产物的标准
品% 使体系内的特异性代谢产物终浓度为低’ 中’
高 + 个质控 "VS$ 浓度% 每一浓度平行 % 份样品&
用MI‘代替JFOMN加至各温孵体积% 其他操作均
按照 +"H%, 项下方法操作& 回收率是通过质控点
的实际测定值与它的标准值的比值来衡量是否良好
的& 实验操作精密度根据 % 份样品所测结果的离散
程度% 用相对标准偏差 "A./374@.D73953A5 5.@4374=9%
E‘O$ 来反映&
"H,!肝脏总EJF的提取和逆转录!用 O1MS处理
并灭菌烘干塑料制品& 解剖剪’ 药匙’ 镊子先用氯
仿泡然后用锡纸包裹送至烘箱 ",& c干烤 ’ <% 提
取肝脏总EJF参照-A4a=/试剂说明书&
"H,H"!逆转反应液的配制!见表 "&

"H,H#!逆转录反应!在 +0 c条件下% 进行 ") 249
的逆转录反应)在 (, gS条件下% 进行 ) 249的酶失
活反应)反应结束之后% 保存于 ’ c或者m#& c条
件下% 用于荧光定量MSE分析& 见表 "&

表 BC逆转录反应体系
84HGBC!+I+1.+-142.,1(K-(’21+4,-(’2.M.-+J

成分 用量
) 倍的浓度的逆转录反应液 # "L
逆转录酶 &H) "L
混合引物 &H) "L
EJF " ":
无核酸酶水 添加至 "& "L
总体积 "& "L

"H(!荧光定量MSE
"H(H"!定量 MSE引物序列 "购自上海 ‘699B公
司$ !见表 #&

表 DC引物序列
84HGDCN1(J+1.+_0+2,+.

A8$?2( 序列
正向引物 SS-FSF-UUF-US-U-UU-U
反向引物 S-UUFFFS-SF-UUS-U-SF

"H(H#!荧光定量MSE反应条件!(’ c变性 ") D%
), c退火 +& D% 0# c延伸 +& c% +, 个循环&
"H"&!数据分析方法!实验结果用 Fh<表示& 数
据组间比较采用 =9.*83BFJYQF% 再用配对 6*7.D7
比较对照组与给药组的平均值& Gi&H&) 被认为是
有统计学显著性&
DC结果
#H"!对大鼠肝脏中抗氧化性指标的影响!灌胃氢
溴酸槟榔碱 " 周对大鼠肝脏 U‘N’ SF-和 U‘N*MP
活性的影响见表 +& 和对照组相比% 大鼠连续灌胃
氢溴酸槟榔碱 "’’ #&’ "#& 2:T"_:.5$"周% 导致
肝脏中SF-和U‘N*MP活性以及U‘N的量降低& 其
高剂量组肝脏中SF-’ U‘N*MP的活性降低出现显著
性差异 "Gi&H&)$% 低’ 中’ 高剂量组肝脏中U‘N
的量降低并呈现剂量性依赖 "Gi&H&"$&

表 EC氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏X7<’ 9"8和X7<3NT的影响 $5‘$% (WO&
84HGEC)**+,-.’*41+,’/(2+LM&1’H1’J(&+’2L+K4-(,X7<% 9"842&X7<3NT $5‘$% (WO&

组别 剂量T"2:._:m".5 m"$ SF-T"Z.2:]A=7m"$ U‘N*MPT"Z.2:]A=7m"$ U‘NT"":.2:]A=7m"$
正常对照组 & 0)H’ h,H0 ",’,H" h("H) "&H( h"H%
氢溴酸槟榔碱低剂量组 ’ 0&H% h’H( ",&’H0 h#0H( ,H’ h"H+!

氢溴酸槟榔碱中剂量组 #& %%H, h(H& "00&H" h#%H+ 0H) h"H%!!

氢溴酸槟榔碱高剂量组 "&& %"H# h’H(! "0+)H, h#)H(! 0H& h"H#!!

!!注! 与正常对照组比较%!Gi&H&)% !!Gi&H&"

#H#!方法学考察实验结果!专属性考察! 将不加
探针底物的空白大鼠肝微粒体溶液’ 加探针底物代

谢物标准品的大鼠肝微粒体溶液和加特异性探针底
物后肝微粒体样品% 根据 +"H%, 项中各探针底物
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代谢产物的检测条件进行操作% 得到各探针底物代
谢产物的专属性色谱分离图 "不加探针底物的大
鼠肝微粒体温孵液空白对照组色谱图’ 各探针底物
的特异性代谢产物标准品溶液色谱图以及各探针底

物经肝微粒体代谢后产生代谢产物的色谱图$% 见
图 #& 由色谱图可知% 代谢产物测定专属性良好%
代谢产物峰无明显干扰&

"$%*羟基氯唑沙宗!#$氯唑沙宗
"$%*YNSLj!#$SLj

图 DCO3羟基氯唑沙宗 $O3=<9%Y& 在大鼠肝微粒体 $!%;& 温孵体系中的色谱分离图
F(5GDC!+K1+..-4-(I+,L1’J4-’514J.’*O3=<9%Y(2!%; (2,0H4-(’2.’/0-(’2

!!线性范围’ 精密度和回收率考察! 大鼠肝微粒
体各代谢产物的标准曲线% 精密度和相对回收率见
表 ’& 根据结果可知% %*羟基氯唑沙宗在 )H& e
+#&H& "2=/TL范围内测定的精密度良好% 方法准
确度较高&
表 PC大鼠体内肝微粒代谢产物的精密度和回收率 $5 ‘$%

(WO&
84HGPCN1+,(.(’2.42&1+,’I+1M 14-+.’*J+-4H’/(-+(2!%;

$5‘$% (WO&

肝微粒代谢产物 标准曲线
质控浓度T

""2=/.Lm"$

E‘OT

!
回收率T

!

%*羟基氯唑沙宗
]n)’H"Wl),H(

"# n&H(((

"& )H’ (0H+ h)H+
#& #H( (%H+ h#H,
’& #H’ (&H# h#H#

#H+!氢溴酸槟榔碱对大鼠体内肝脏 S[M#1" 活性
的影响!灌氢溴酸槟榔碱服后对大鼠肝脏 S[M’)&
酶活氢溴酸槟榔碱性的影响如图 + 所示& 结果表明%
大鼠灌胃 " 周对肝脏 S[M’)& 酶活性有一定诱导作
用& 与对照组相比% 灌服低剂量 )’ 2:T"_:.5$*’
中剂量 )#& 2:T"_:.5$* 氢溴酸槟榔碱使大鼠
肝脏 S[M#1" 活性分别提高了 "H%% 倍’ "H## 倍%
结果有显著差异 "Gi&H&) $( 灌胃高剂量
) "&& 2:T" _:. 5 $* 组 FN虽然使大鼠肝脏
S[M#1"活性提高% 但与对照组相比没有明显区别&

注! 与正常对照组比较%!Gi&H&)%!!Gi&H&"

图 EC氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏 9@ND)B 酶活性的
影响 $5‘$% (WO&

F(5GEC)**+,-’*41+,’/(2+LM&1’H1’J(&+’29@ND)B
4,-(I(-M (2!%; $5‘$% (WO&

#H’!氢溴酸槟榔碱对大鼠体内肝脏 A8$?2( 2EJF
表达的影响!灌服氢溴酸槟榔碱 " 周后对大鼠肝脏
A8$?2( 2EJF表达的影响如图 ’ 所示& 结果表明%
与对照组相比% 灌服低’ 中’ 高剂量 ) ’’ #&’
"&& 2:T"_:.5$* 组 FN" 周对 A8$?2( 2EJF表
达增大了但没有显著差异 "Go&H&)$&
EC讨论

活性氧 "A.3>74@.=PB:.9 D].>4.D% EY‘$ 作为
机体氧化还原反应各器官和系统所产生的中间代谢
产物% 包括过氧化氢 "N#Y# $’ 超氧阴离子
"Y#m$ 和羟自由基 " mYN$ 等& 当肝细胞内抗氧
化剂水平降低导致抗氧化机制低下% 或者有过量的
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图 PC氢溴酸槟榔碱对大鼠肝脏 6708&9 J!#"表达的影
响 $5‘$% (WO&

F(5GPC)**+,-.’*41+,’/(2+LM&1’H1’J(&+’2J!#"+T3
K1+..(’2’*6708&9 (2!%; $5‘$% (WO&

EY‘产生时% 就容易发生细胞膜脂质过氧化’ 炎
症反应’ 细胞器功能异常’ 核的氧化损伤等氧化应
激损伤& 本实验发现% 随着氢溴酸槟榔碱灌胃剂量
的加大% 大鼠肝脏 SF-’ U‘N*MP活性逐渐降低%
且在高剂量时显著低于正常对照组 "Gi&H&)$&
U‘N的量随氢溴酸槟榔碱灌胃剂量的加大逐渐降
低并呈剂量依赖性 "Gi&H&"$& SF-是一种以铁
卟啉为辅基的结合酶% 可清除体内自由基% 分解
N#Y# 为水和分子氧

)(* & U‘N可清除体内 Y#m’
LYYN’ N#Y#% 是分解氢过氧化物 U‘N*MP和 U‘-

两种酶所必需的底物)"&* & U‘N*MP能催化 U‘N变
为氧化型U‘N% 同时促进N#Y# 的分解% 从而减少
自由基对细胞膜结构与功能的破坏% 在消除自由基
的同时这些抗氧化酶的活性降低& 结果表明大鼠口
服氢溴酸槟榔碱后% 肝脏中自由基增多% 组织细胞
受到自由基攻击的程度升高% 从而使大鼠肝脏受到
损伤& 实验同时发现% 给大鼠灌胃氢溴酸槟榔碱
" 周后% 大鼠肝脏 S[M#1" 活性显著升高% 尤其是
低剂量组每日 "’ 2:T5$ 对肝脏 S[M#1" 的诱导
作用明显% 与对照组相比酶活提高了 "H%% 倍% 但
是随着氢溴酸槟榔碱灌胃剂量的的增加% 肝脏
S[M#1" 酶活出现下降趋势& 这可能由于% 低剂量
氢溴酸槟榔碱导致大鼠肝脏氧化性损伤S[M#1" 酶
活被诱导% 随着氢溴酸槟榔碱剂量的增加% 脂质过
氧化进一步加重% 炎症反应性损伤诱生的 4JY‘ 催
化 0*精氨酸产生大量 JY% 可能对 S[M#1" 酶蛋白
有直接的抑制作用% 导致 S[M#1" 代谢活力的下
调)""* & S[M#1" 是细胞色素 M’)& 的主要成员% 参
与胆固醇’ 类固醇等脂类物质氧化)"#* % 它在肝脏
中的高表达是导致肝细胞中大量 EY‘ 产生与脂质
过氧化损伤的主要原因)"+* % 氢溴酸槟榔碱对大鼠
肝脏S[M#1" 的诱导作用可能是诱导肝脏氧化应激

损伤的重要机制)"’*")* & 但我们在进一步研究该物
质对A8$?2( 2EJF的基因表达时发现% 与对照组
相比% 灌服氢溴酸槟榔碱 " 周后对大鼠肝脏
A8$?2( 2EJF表达没有显著影响% 提示氢溴酸槟
榔碱对大鼠肝脏 A8$?2( 2EJF的上调作用并没有
发生在转录水平% 其调控途径有待进一步研究&
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摘要# 目的!研究山柰酚对卵清蛋白诱导的豚鼠过敏性鼻炎的保护作用& 方法!将 )& 只雄性豚鼠随机分为 ) 组% 即
正常组’ 卵清蛋白模型组’ 山柰酚 ") 2:T_:$ 组’ 山柰酚 "#& 2:T_:$ 组’ 氯雷他定 "# 2:T_:$ 组& 除正常组和卵
清蛋白模型组外% 其余各组在造模成功后连续 0 5 给药& 通过记录豚鼠抓鼻和打喷嚏次数% 评价过敏性鼻炎的症状(
1LR‘F试剂盒检测豚鼠血清中组胺’ 免疫球蛋白R:1’ 肿瘤坏死因子 -JX*&和白细胞介素 RL*’ 的水平( N1染色观察
豚鼠鼻黏膜病理形态的改变( G.D7.A9 C/=7检测鼻黏膜组织中-JX*&和RL*’ 的表达量& 结果!山柰酚能明显改善豚鼠
过敏性鼻炎的症状 "Gi&H&)$% 降低血清中组胺’ R:1’ -JX*&和RL*’ 的水平 "Gi&H&)$% 降低鼻黏膜组织中-JX*&
和RL*’ 的表达水平 "Gi&H&)$& 在光镜下观察% 山柰酚会明显减少嗜酸性粒细胞的浸润& 结论!山柰酚对卵清蛋白
诱导的豚鼠过敏性鼻炎具有良好的保护作用&
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