
第 �期 无 机 化 学 学 报 � � �
�

��
,

� �
�

�

硒酸醋多糖抗石英细胞毒性的研究
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�

王金啼 朱卫华 魏金华 陈荣三

�南京大学配位化学研究所
,

配位化学国家重点实脸室
,

南京 �� �� �� �

本文采用家兔肺泡巨曦细胞�� � �体外培养法
,

以 � � �� � � 阳离子测定系统和荧光试剂 ��� � �� �
�

研

究了石英细胞毒性与肺泡巨噬细胞胞浆游离 �护
�

浓度任� � ,
气�的关系

�

并以细胞存活率
、

乳酸脱氢醉

�� � � � 活性和脂质过氧化物 ��� � 表征了由石英引起的 � � 毒性及硒酸酸多糖对其毒性的拮抗效

应
,

初步讨论了硒酸醋多糖拮抗石英细胞毒性的可能机理
�

关健词 � 硒酸茜多箱 石英 细胞毒性 胞蒙游离 � � ��浓度

月�� 青

微量元素与人类健康密切相关
,

大量实验资料证实硒元素具有清除自由基
、

保护细胞
、

拮

抗毒性和提高机体免疫功能等作用 � , 〕
�

而且一般认为有机硒化物具有较高的生理活性
,

易被

生物体所吸收
‘�〕

�

硒酸醋多糖又称为硒化一卡拉胶
一

�简写 � �� � ��� �� �
,

系 �一 醋化的硒酸醋

半乳聚糖
,

是一种含硒的有机化合物
�

本实验用 �� � � 阳离子测定系统
�

以 ��� ��� � 荧光试剂

测定 了家兔肺泡巨咙细胞在不同培养条件下的�� 扩勺
�,

同时又以脂质过氧化物
,

乳酸脱氢酶和

细胞存活率为指标
,

观察了硒酸酷多糖拮抗石英细胞毒性的效应
,

并对其作用机理作了初步

讨论
�

这将为危害严重的职业病硅肺 �矽肺� 的防治
,

提供有用的参考资料
�

实 验 部 分
一

、

仪器和试剂

�
、

仪器
� � � 一�� 阳离子测定系统 �美国 ���  公司�� 倒置荧光显微镜 �日本 � �� � �

公司 �� � � 一 � �� 型荧光分光光度计和 � � 一 � �� 紫外分光光度计 �均为 日本岛津公司�� � � �

气流培养箱 �美国 ��  ! ��� 公司�
�

�
、

试样及试剂
�
标准

。一石英粉尘 �粒径小于 �拜� 、 含游离 ��  �
�� �� � �

,

中国预防医学

科学院生产 � � � �� 一� 试剂
、

� �� �一 � �  干粉培养基及 �� � � � �� �� 均为美国 � �� � � 公司产

品 � 硫代巴比妥酸 �� � � 及 �
,

�
,

�, �一四乙氧基丙烷 �� ��� 均为瑞士 ��
� � � 公司产品 � 乙二

醇双 �� 一氨基 乙基 � 醚一四 乙酸 �� � � � �
、

还原辅酶 �及 � 一�一经乙基呢嗓一� ,�� �, 一乙烷磺酸

仍��� �� 为进 口分装生化试剂 � 硒酸酷多糖 �� �� �� 一�
。�

,

张家港天赐福生物工程有限公司

提供 � 其他试剂
,

均为国产分析纯试剂或生化试剂
,

所有实验用水均为重蒸水
�

二
、

实验方法

�
、

巨噬细胞 �� � � 悬液的制备
� ��  �� 左右健康家兔 �江苏省动物中心提供� 股动脉放

本文于� � � �年 �月 � � 日收到
�

国家 自然科学墓金资助课题
�

�

徐州医学院
�



第 �期 硒酸醋多糖抗石英细胞毒性的研究

血处死后
,

置于超净工作台
,

在无菌条件下暴露气管
,

用 � 一� �� � 液反复灌洗
,

将收集的灌

洗液 离心 分离 �� �� � � � �
,

�� � �� �
,

细 胞经贴壁纯化后
,

用 � �� �一 ��  ! 培养液 �内含

�� �拜� � � �青霉素
、

一� �解� � � �链霉素及 一。� 小牛血清� 配成 一� �� �� � � � �的细胞悬液
�

�
、

细胞存活率测定
�
将

� 一石英临用前紫外线照射 �� � ��
,

用生理盐水配成 �� � � �  悬

浊液 � 硒酸酷多糖用生理盐水配成 �� � � �� 溶液
�

分别取 �� �� � � �
� ��认� � � �的细胞悬

液置于各细胞培养瓶中
,

对照组加人 ��� 川 生理盐水 � 石英组分别加人石英悬液 �� 川 和

加此 硒酸酷多糖组分别加人硒酸酷多糖溶液 �� 川和 �川� 石英�硒酸醋多糖组分别按组合量

加人石英悬液及硒酸酷多糖溶液
�

所有各组均在 �� ℃
、

� � � 气含量 � � 的培养箱中温育
�

分

别取 �
、

�
、

加 和 �� � 温育的细胞培养液
,

用台盼蓝排斥法计数细胞存活率
�

�
、

乳酸脱氢酶 �� � � � 活性测定
� 实验操作同 �

,

但各组温育时间取 � 和 加�
,

随即将

细胞培养液离心分离 ���   印 �
,

�� � ���
,

取上清液
,

按文献 巾 测定 � � � 活性
�

活性单位

皆折算成每 � � ��认� 释放出的酶每秒催化水解生成产物的
� � � 数来表示

�

�
、

脂质过氧化物 ���� � 的测定
� 实验操作同 �

,

各组分别温育 � 和 �� 后
,

细胞悬液离

心 �� �� ��� �
,

拍� ���
,

细胞用生理盐水洗涤 �一 � 次
�

按文献 �’� 进行 �� 测定
�

测定时以

� �� 为标准
,

每份细胞数约为 �� 万
�

�
、

细胞��
� � �
�
。的测定 �, 〕 �

在 � � 一� �� � � � �的细胞悬液中
,

加人 � � �  一� � � � 终浓度

达知� � ! �和小牛血清终浓度为 �� � �� � 的
,

放在 � � � � � 气流培养箱中
,

�� ℃恒温负载

�� � �� 后
,

离心分离 ��亏� � �� � ‘】� � ���
�

弃去上清液
�

细胞先用 � � �� � 缓冲溶液洗涤两

次
,

再用此溶液配成 � � �� , � � � �� 悬液
�

实验操作同 �
,

在 � � � � �
气流培养箱中 �� ℃分

别温育 � 和 � �
,

取出离心分离 �� �� � � � �
,

�� � �� � 后
,

细胞重悬于 � � �� � 液中
,

� �℃分别

测定其单细胞荧光强度 �之
。� � � � � � � 和 � � � �

,

之
� ,
为 �� �� � �

,

细坷� � �
�

�
。
按下式计算�

�� � �‘

�
。� 凡刀�天一 �

� 。。� � �尺。
� � 一尺�

凡 是 �� 
!一2一C a 的离解常数

、

在实验测定温度 37 ℃时
,

凡 二 2
.

24
x 1 0

一7
m ol / 1

,

R 为实

测荧光强度减去细胞的自发荧光张度后的荧光比位 凡。 / 凡80
,

由实验测得常数 风。
: 、

R
. , 和

口依次为 7
.
06 土 0

.
4 4 (

n = 8 )
、

0

.

6 2 土 0
.
0 6 (

n = 10 )和 4
.
96 土 0

.
3 7 (

n = 10 )
.

结 果 与 讨 论
一

、

细胞存活率
:测定结果 见表 1. 两组不同浓度的硒酸阶多糖 (K aP Pa 一S c) 与生理盐水对

照组比较
,

均无显著差异 (p > 0. 05 )
,

说明在所示条件下它无细胞毒性
.
各组在 4h 内均无明

显差异
,

但随着时问的延长
,

各组的细胞存活率片有不同程度的降低
.
sh 以 I:. 已有明显区

别
.
两石英组存活率最低

,

日
.
浓度越高对细胞毒性越大

.
石英加硒酸酚多糖后细胞存活率明

显提高
,

且硒酸酷多糖高浓度组较低浓度组更占〔
,

提示它有保护 A M 的作用
.

二
、

乳酸脱氢酶 (L D H ) 活性
: 测定结果见表 2

.
石英组 与对 !!砚组比较在温育 4h 时

,

L D H

活性即有显著差异 (p < 0
.
05 )
.
石英加硒酸阶多糖后 L D H 释放速率减慢

,

且石英加硒酸酷多

糖高浓度组更明显
.
说明硒酸阶多糖对石英引起的细胞毒性和 L D H 活性的升书均有拈抗作

用
,

但硒酸酷多糖组本身无毒性 (其
‘
j 对照组相比 p > 0

.
05)
.
木测定结果与细胞存活率相符

Z写
口
.
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表 1 A M 在不同条件下的存活率(% )

T able 1 Surv ivalP ercents ofA M in V ari ousC ondi6 ons

gggr0UpSSS surv ival娜雌
n“ o f A M (% )))

44444 h 吕h 20h 3劝劝

CCContTO !!! 92
.
1土 1

.
1 9 2

.
5 士 1

.
0 84

.
5 土 2

.
3 76

.
6 士 0

.
999

qqq u a rtz ( 100 雌))) 89.1土 0 .9 7 5
.
3 土2

.
6
.

62
.
0 土 2

.
8 二 38

.
1土 2

.
0二二

qqquartz (4加月g ))) 8 2
.
6 土 1

.
6 7 1

.
3 土3

.
0
.

32
.
9 土 1

.
3 二 27

.
7士 1

.
‘
. ‘‘

KKK a p p a 一义(I如g))) 92.4 土 1 .8 9 1
.
0 土 1

.
4 8 1

.
7 土 3 .0 7 1

。

吕土2
.
444

xxx a p p a we 翻(5如g))) 92.1土 0 .9 9 0
.
5 土 1

.
4 8 3

.
5 士 1

.
8 7 3

。

7 土 2
.
777

qqq u a
rtz ( 1加雌卜K

ap pa一Se ( 10料g ))) 9 2
.
6 土 0

.
6 9 0

.
9 土 2

.
4 + 8 1

.
8 土6

.
‘村 ‘9

.
7 土 2

.
0 ++++

qqq u a
rtz
(4 的拼g 卜K aPPa一Sc (10”g ))) 9 1

.
3 土 1

.
3

.
8 7
.
0 士0

.
9 + 74

.
3 土2

.
9 ++ ‘3

.
8 士4

.
1++++

qqq u a rtZ (】加料g 卜K app
a一
Sc (50 料g ))) , 2

.
3 土 一5 吕9

.
2 士 一吕+ 7吕

.
2 土2

.

6++

’

‘,
.
5 土一

2++++

qqq uartz (4(X) 拜g 卜K
appa一女(50雌))) 92.2土 0 .8 8 8

.
0 土 1

.
1 + 7 7

.
9 土 3

.
0 ++ 6 1

.
1 土 1

.
, 杆杆

D a ta 颐
ven in tab le 1 are the m e an s 土 S D

,
n = 4

* 夕< 0
.
0 5

, v s
th

e e o n
tr o l g

ro

u
P

, *
P < 0

.

0 1
, v s t h e

co

n tr o l g r o u P

+ P < 0

.

0 5

, v s
th

e q
u a rt

z
g

ro

u
P

+ 十P < 0
.
0 1

,
v s

th
e

q
u a rt z

g
r o u

P

裹 2 A M 婚养液 L D H 活性

Tab】e 2 L D H A Ct iv iti份 of A M

gr0 UP翻

in C U 】加伟 M ed i
U m

L D H 鹅柱
vitk留 (

n m p l

肠

·

s-l 二户AM )

20h

ContrOI
quartz (I0() 尹g )
q u a rtz (叨。解g )

K a p p a 一翻(10夕g )

K a p p a一Sc (5 0
料助

q uartz (10() 朋卜K app
aeesc (10料g )

q u a r
t2( 4() 0 邵g卜K appasesc (10邵g )

q u a r试I0() 料g卜K
app a一

e(50”g )
q u a rtZ (4 0 0 召g卜K

app awe翻(50料g )

40 5士 30

60 7 土17
“ .

8 2 1 土2 3 二

386 士 13

叨2 土24
4 7 2 土加

+

50 9土24
+

材O 土2 5++

4 7 9 土 2 1++

5 19 土 2 2

? 64 士 2

⋯1213土 5 9二
512土 1 6

54 9 土 2 1

5 9 6 士 17 ++

6 8 9 土 3 4 ++

5 6 6 士 3 3

‘00 士2 3 ++

N o te s 扭传 th e皿m e as in table

三
、

脂质过氧化物 (LP O ) 的变化: 结果见表 3
.
各组随着培养时间增加

,

L P O 值增高
.
石

英组与对照组有明显差异(p < 。
.
0 5)

,

石英加硒酸酪多糖组与石英组亦有明显差异伽< 0. 05)
.

提示硒酸醋多糖具有一定的抗脂质过氧化作用
,

其结果与细胞存活率和 LD H 活性侧定结果相

平行
。
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表 3 A M 在不同条件下的 L P O 值

T able 3 L PO of A M in V ariou sC onditions

grouPS

Control

quartz( l0() 料g )

K a p p a 一Sc (10 料g)

q u a rtZ (1(X)
料g卜K appaee sc (10解g )

L阶 (
nm o
一

。
一

认M )

Ih 3h

0.63土 0 .0 5 0
.
7 4 土 0

.
0 8

0
.
8 7 土 0

.
1 1
.

1
.
0 8 土 0

.
17 二

0
.
67土 0

.
10 0

.
7 5 土 0

.
0 5

0
.
7 5 土 0

.
0 8 + 0

.
7‘土 0

.
0 9科

N O化S a化 th e 粗m e as in t扭b le 1
.

四
、

细胞 IC az 勺
.的变 化 : 结 果 见表 4. 培 养 1h 后

,

石英组 与对 照组 比较有 显 著差异

伽< 0
.
05 )

,

表明石英明显提高了 A M 内游离钙浓度
.
石英加硒酸醋多糖后

.
细胞[c

aZ
勺
。
皆比

石英组明显降低
,

从而表明硒酸醋多搪具有明显的拮抗石英细胞毒性作用
.

表 4 A M 在不同条件下的Ic .勺
.

Table4 IC a勺
:ofA M in V arious℃o nditions

gt0UpS

Contr0I

quartz( I00料g )

q u a
rtZ (4() 0料g )

K a p p a 一S e (10 洲g )

K a p p a一S e (50 料g )

q u a r
tz(

1oo
拌g卜K a即a一跳(10拜g )

q u a r
tz( 40 0 拜g卜K app

a一跳(10杯g )

q u a r
tz(
l0() 拼g卜K aPPa一Sc ( 50 料g )

[c
a Z
恤 (
nm o一 L-

,
)

l h 3 h

一2 7 土 2 5(一0 )
‘

一3 一土 4 一( 一3 )

1 5 5 土 3 1( 12 )
.

1 9 3 士 4 8 ( .2 )二
339土 59 ( 一4 )

.
4 3 9 土 6 5(8 )二

133士 2 6( 12 ) 13 7 土 2 9 ( 1 1)

1 3 4 土 16 (10 ) 13 5 士 4 5 (12 )

一4 5 士 3 5 (一3 )
+

一5 4 土4 9 (8 )++

l名5 士 4 8 (12 )
+

一7 6 士 3 7 (9 )++

一3 2 土 4 9 (一2 )
+ 1 5 2 土 4 一(一0 )++

N o te s a rc th e sa m e as in ta b le l
, 一h e n u m 悦

rin p a比n thesis 传P 比sen ts the n um b er o f m ca s
ured eells

.

K a n 。认为石英的细胞毒性首先是石英破坏 了细胞膜的结构和功能
,

造成胞外 c
a2+ 的大量

内流
,

使胞内 c
a 2+超载

,

引起细胞内亚微结构损伤
,

最后导致细胞死亡 〔‘,
.
这种巍点已被本

实验室所证实
‘, 〕

.

本实验所用石英剂量与细胞毒性的正相关
,

亦可说明这个问题
.
石英引起

细胞毒性的另一个原因是其悬液中存在 。牙和
·

o H 自由基
‘幻

.
这些 自由基通过诱发脂质过

氧化反应
,

导致细胞膜的损伤
,

而硒及硒化物具有清除自由基的作用
‘”

.

说明硒酸酷多精有

效地维持了细胞膜的正常结构和功能
,

起到拮抗石英毒性
、

保护细胞的作用
.
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