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希土化合物对离体巨噬细胞的影响
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本文应用细胞培养法和单细胞阳离子测定系统研究了希土化合物对巨噬细胞的影响
∀

结果表明
,

在培

养介质中 − . /! , 和 0 1 , 的浓度大于 !. .  !
·

2 .
一

, 时
,

有明显的细胞毒性
,

0 /! , 的细胞毒性大于

−. 3 #∋
∀

−. 3 #, 和 0 3 #, 的细胞毒性明显大于 −. &4 !1 ∗∋3 #, 和 0 &4 !1 ∗5 3一
,

∀

希土化合物的作用使细胞

6/ 扩勺7升高8 毒性越大
,

6/ 1
均7升高越甚

∀

低浓度 −. 卜和 0卜对细胞膜 / 1

9:;; 4钾酶有激活作用
∀

关键词 < 希土化合物 细胞毒性 胞浆游离 / 1 +: / ∀ 二:;; 4 = > 酶

希土元素虽不是生命必需元素
,

但对它的生物效应研究表明
,

希土元素对机体细胞的一些

物质代谢过程和酶的活性具有促进或抑制作用川
∀

特别是有些希土化合物对动植物生长具有促

进作用以及抗血凝
、

抗炎症和抗肿瘤等药理作用 6+!
,

希土生物无机化学的研究引起了人们的广

泛重视
∀

目前
,

对希土化合物在整体水平的生物效应的研究较多
,

但在细胞和亚细胞的水平研

究希土元素生物效应则较少〔
,
,∀?∀ 本文应用细胞培养法和单细胞阳离子测定系统研究 了希土衫和

忆的化合物对离体巨噬细胞的影响
,

获得了若干有意义的结果
∀

实 验 方 法
一

、

仪器与主要试剂

#≅ (Α = 3 型 3  < 培养箱&美国
,

Β ΧΔ!ΕΔ Φ 公司∗
∀

4 Γ 一3 Η一Η #3 型单细胞阳离子测定系统

&美国
,

Β> Ι ϑ 公 司∗
∀

4 ΚΛ 一Μ ϑ 倒置荧光显微镜&日本 ∃7 Ν  Ο 公司∗
∀

岛津 Π Θ 一+ ) 型紫外可见

分光光度计&日本∗
。

·

荧光试剂 Κ盯 1一+ Ρ 4 Η
,

Γ >Η # (Σ ) 培养剂 &美国
,

−7 Τ . 1
公司∗

∀

∃ 一+一经乙基 呱嚓一∃
’

一+
’
一乙烷磺酸&Υ Ι现−

,

生化试剂 ∗
∀

三经基 甲基氨基 甲烷 &= Φ7−
,

生化试剂∗
∀

,,
∀

,, ς 的 0 5  ∋ ,

,,
·

“ς 的 −.
5 , &赣加希土公司提供∗∀ 其他可剂均为国产 4∀ Γ 级

·

二
、

− . Δ 一∋
、

Ω Δ #∋
、

− . &4 !1 ∗< 3 (∋ 和 0&4 !1 ∗93 #∋ 的合成

一Ξ 克 − . 5 ∋ 、

(
∀

( ∋ 克 0 5 ∋
分别溶于 Σ .  !

·

2 .
一 , 的 Υ 3 #中

,

缓慢加热至干后
,

用二次

蒸馏水配成 。一.  一 2 .
一 ,
的 −. Δ一∋ 和 。一.  一 2 .

一,
的 0 Δ一∋ 溶液备用

∀

−.
一丙氨酸配合物&− . &4! 1∗ ∋ /! , ∗

,

0 一丙氨酸配合物&0 &拟1∗ 5/! ∋∗参照文献 6−? 的方法合成
∀

‘
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三
、

细胞是液的制备

家兔&+ 一∋ΝΤ
,

性别不拘∗股动脉放血处死
,

用 )∀ ,ς 的生理盐水经地灌洗获得巨曦细饱
,

用

Γ >Η !! Σ ) 细胞培养液或 Υ Ι>Ι − 细胞缓冲液配成 Α一Σ Λ () , // !!− Ρ . !的细胞悬液备用
。

四
、

红细胞膜的制备

用肝素钠抗凝收集家兔血液
,

参照文献#∀! 方法制备红细胞膜
∀

红细胞膜悬浮于 () . .  !
∀

2 .
一, 的 = Φ7 −;; Υ 3 #&[Υ Ζ Ξ

∀

+∗ 缓冲液中
,

冰冻卜 (≅ ℃准存备用
∀

五
、

细胞存活率的浏定

在 Γ [ Η# 一Σ叨 培养液的细胞悬液中分别加人不同浓度的 Β . 3 #, 、

0 ∴
, 、

Β . &4 !1 ∗厂!, 和

0& ]! 1∗ 9/ !∋
,

于 /  < 培养箱 中 &∋Ξ ℃
,

Ας 3∴ <
气流∗培养不同时间后

,

用台盼蓝拆分法计数细

胞存活率二

六
、

细胞内游离 / ∀ 卜浓度 妞/ , 卜】⊥的测定

参照文献闭的实验方法
∀

七
、

3 ∀ 扮一4 = > 酶活性测定
)

∀

−.! 红细胞膜悬液&含膜蛋白 )∀ +Α . Τ ∗加人 5.( 3扩
:一4 = > 醉反应液中

∀

希土离子组分别

加人不同浓度的 −. /!
,
或 0 /(

∋ ,

/扩
:
组加人不同浓度的 / 1/(

+ ∀

参照文献Ε∀! 的实验方法侧定

/1 升一4 = > 醉的活性
∀

本文用吸光值伪∗的大小表示醉的相对活性
∀

319 :;; 4仆碑反应液的组

成为
< + Α . . 。一 2 .

一

∋=
Φ7−

,

一  . .  一 2 .
一

尹_ Δ 一
,

5. .  !
·

2 . 一Η Τ  
9 ,

!. .  !
·
2 .从” 钠

盐
∀

用 ( < ( 的 Υ /! 调 [ Υ Ζ Σ∀ ≅
,

以防止希土离子生成氢氧化物沉淀
∀

实 验 结 果

一
、

希土化合物的细胞毒性

表 ( 实验结果表明
,

0 /#
∋
的细胞毒性大于 −. 1

∋
培养 + 小时后

,

!. .  ⎯
·

2 .
一 , 0 1

∋
组

细胞存活率显著低于 一. .  一 2 .
一, − . Δ一, 组&[ α )

∀

) 一∗
∀

−. .  一 2 .
一,
的 −. Δ一牙

‘

和 Θ Δ一, 有

明显的细胞毒性
,

培养 ≅ 小时后
,

细胞死近 Α) ς
。

− . &4! 1∗ ,
/(

, 和 0 &4! 1∗ 声!, 的细胞毒性明显

小于 −. Δ Φ, 和 0 / (∋
∀

在实验时Φ! 内
,

)
∀

!. .  !
·

2 .
一 ,
的 −. &] !1 ∗户

, 和 0&4 !1 ∗月
, 无明显

的细胞毒性
∀

这表明 Β. 升和 0 , 十

与丙氨酸形成配合物后
,

细胞毒性明显减小
∀

二
、

希土化合物对细胞#/
∀

勺
∀
的影响

希土化合物与细胞作用后
,

细胞63 1 +: 】
。
升高&见表 +∗

,

且随希土化合物在培养介质中浓度的

增高或培养时间的延长
,

了
1 5

勺
∀

升高越大
∀

0 /! ∋组的 6/
1 +: ?

。 比相同浓度 −.  , 组的#/1
5十

玉升

高大
∀

0 Δ一,
或 −. Δ !,

组的6/
1 , :

(
。 比相同浓度的 0 &] !1 ∗+3 #, 和 −. &] !1 ∗,

1 , 组的631
+

、 升

高大
∀

这表明细胞毒性越大
,

细坷3 1 +: 】
。
升高也越大

∀
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衰 ! 希土化合物的细胞毒性

3ΩΕ  Ε Λ 7/ 7ΕΩ  ⎯ Γ 1Φ/ Ι 1 ΦΕ Χ 3  . > Π Ο 2

% ∀ ΦΩ因 [ 盯“。妞平  ⎯1 !Θ/ !1Φ . 1Δ Φ [Χ ∀价
Τ . χ [

+七 幼 吕加

3∴ Ο ΕΕ ) #

−. .  !
·

2 . 一 ,− . Δ !,

, . .  !
·
2 .

一,

枷Δ !,

 
∀

!. .  !
·
2 . 一

、. Δ 一,

, . .  一 2 .
一

怡. &] 一1 ∗, 。,

!. .  !
·
2 .

一

∋Β . &] 一1 ∗,Δ 一,

 < . .  !
·
2 .

一

怡. &] #1 ∗
, / !,

#. .  ,
·
2 . 一, 0 Δ !,

)
∀

#. .  一 2 .
一, Θ Δ 一,

一. .  一 2 .
一 ∋Θ &] 一1 ∗

< Δ !,

 一. .  一 2 .
一, Θ &] ,1 ∗

< / !,

∃  ΕΔ < Ι 1 ΔΧ Θ 1!Π Δ 代 [ ΦΔ 扰Ο Ε− ϑ 土 ΒΜ
, Ο

1 > α )
∀

) (
, Θ − Δ  Ο ΕΦ !8

洲
∀

∋ 土 +
∀

∋

吕+
∀

, 士 Σ
∀

护知

, ≅
∀

Ξ 土 +
∀

,

, )
∀

士 +
∀

≅

,)
∀

Ξ 土 +
∀

(

, +
∀

土 (
∀

∋

, Α
∀

( 土 ∋
∀

Σ

吕)
∀

∋ Ε ∋
<

≅‘
∀

+ 土+
∀

Ξ

≅ Σ
∀

Σ 士∋
∀

(

, +
∀

∋ 土+
∀

)

蛇
∀

, 士+
∀

拍∀ 土 ∋∀ Ξ‘如

盯
∀

‘土‘
∀

Σ∀

盯
∀

+ 土 +
一

,

吕∋
∀

士 +
∀

Ξ∀

职
∀

( 土+
∀

‘

, +
∀

∋ 土∋
∀

)

Ξ +
∀

) 士
∀

, ∀

≅)
∀

土 ∋
∀

’

吕(
∀

, 土 ∋
∀

尹

吕‘
∀

土 ,
∀

知
∀

, 土 (
∀

≅

Α ∋
∀

Ξ 土 ( (
∀

Α‘如

加
∀

) 土 ∋
∀

∋’

吕月
∀

( 土 ,
∀

Ξ

Ξ‘
∀

土
∀

护

≅
∀

∋ 土∋
∀

≅ ,
∀

‘土 +
∀

Ξ

‘< Α 土
∀

Α ∀

Ξ )
∀

吕土 Α
∀

( ∀

Ξ∋
∀

(土
∀

∋ ∀

吕
∀

, 走
∀

+

β > α )
∀

) (
, Θ− )

∀

!. .  !

Δ > α )
∀

) (
, Θ − −. .  !

∀

2 > α )
∀

) (
, Θ − !. .  !

·

= 1 β !Δ 5

∀

2 . 一∋Β . 3 #, <

2 . 一 , −. Δ (∋ 8

2 . 一 , Β. 3 , ,

衰 + 希土化合钧对巨曦细匆/∀ 、 的形晌

Ι跳/Ε  ΦΓ 1二 Δ  . 加
Π 云2  Ο !Δ 1 5

气
 Φ] 一Θ/  一1Φ Η 1/Φ  [ Χ 1 < Δ

价∴ χ [

∋) . 7Ο

#/1 勺
#Ε .  !< 2 . 一

、

的. 7Ο

3∴ Ο ΕΦ  !

一. .  一 2 .
一 ,− . Δ !,

)
∀

(. .  一 2 .
一 ,− . Δ 一∋

一. .  一 2 .
一∋−. &] #1 ∗, Δ ∀ ,

 一. .  一 2 . 一, −. &习
1 ∗, / , ,

一. .  一 2 .
一 , Θ Δ !,

一. .  !
·
2 .

一 ,&] 一1 ∗< Δ !,

盆+ + 土 #, &(+ ∗

一忍( + Ξ&()尸

( Ξ 土 +义 (+ ∗

, Α + 土 + 一&一+ ∗∀

( ∋ + 土 #《(+ ∗

+ (Σ 土 ∋双()尸

(Ξ 士+)& #,护

( ( , 土 + (&( + ∗

+ , 士 ∋ Α ∀ 月

(≅ 士乃&()广

(Ξ Σ 土+ Σ& 一。∗‘

!犯 土 +∋ &一+ ∗‘

∋ ) ≅ 土 +&∀ )尸

+ (Σ 士Η《()护

∃  ΕΔ < Ι 1 / Χ Θ 1灿 Δ 佗>Φ。比 Ο Ε− ϑ 土 Β Μ
,

∃ Π . β/ Φ 7Ο >1代 Ο ΕΧΔ −肠 Φ Δ>代−/ Ο Ε− ΕΧ Δ Ο Π . β Φ  ⎯ . Δ 1’−Π Φ叻 // !!−
∀

。 [ α )
∀

2!
, Θ − /  Ο ΕΦ  !8 β [ α )

∀

) Α
, Θ − /  Ο ΕΦ !< Δ [ α )

∀

) (
, Θ ,  

∀

!. .  !
·

2 . 一

怡. 。 , 8

2 [ α )
∀

) 一
, ’

Θ < (. .  一 2 . 一 , −. &] 一1 ∗,Δ 一, 8 Δ [ α )
∀

) 一
, Θ − 一. 而。一 2 . 一 , −. 。,
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三
、

− . 卜和 0升对红细胞膜 / 1+: 一4= > 酶活性的影响

在 3 1 5七 4 = > 酶反应液 中
,

不加人 3 1 5十,

而是加人不同浓靡的 −. ∋: 或 0 ∋:
,

红细胞 膜

Δ 1 5
七] = > 酶能被 − . ’‘和 0 ∋ : 激活&见表 ∋ ∗

∀

但 一. .  一 2 .
一∋ 和  

∀

!. .  一 2 .
一 ∋ 的 −. ∋:

对

Δ 1 5 : 一4 !
‘

> 醉的激活作用反而小于  
∀

 !. .  !
·

2 .
一 ∋ 的 − . ∋ : ∀

0 ∋ :对 Δ 1 5: 一] = > 醉活性的影响

小于 −. ’十 ∀

在实验浓度范围内
,

不同浓度的 0 , 于
对 / 1 +: 一4 = > 酶活性的影响无显著性差异

∀

这

表明 − . ∋ :

和 0 ∋ 浪寸/ 1 5匕4 = > 醉活性的影响存在差异
∀

表 ∋ − !Ο 卜和 0卜对红细胞膜 / ∀ 卜一4” 酶活性影晌

= 1 β ! ∋ Ι依
Δ Ε  Φ −. ∋ : 1 Ο 2 0 ∋ :  Ο Δ 1 +: 一] = > 1−/ ] Δ Ε7Θ7ΕΩ  Φ Δ厅ΕΧ Φ / Ω Ε7Δ Η Δ . β Φ1 够

Τ Φ∴ χ > 31 卜δΔ ] = 入” 1 /幼Θ 7ΕΩ&刁∗

3∴
Ο ΕΦ ∴】

#. .  !
·

2 .
一 ⊥Β. 卜

)
∀

!. .  !
·

2 .
一∋Β . , :

)
∀

∴#. .  !
·

2 .
一, Β . , :

#. .  !
·

2 .
一∋0 ∋:

) !. .  !
·

2 .
一 ∋0 卜

)
∀

 !. .  !
·

2 .
一∋0 ∋ :

!. .  !
·

2 .
一∋3 1 +:

)
∀

(. .  !
·

2 .
一 ∋3 1 5:

)
∀

 !. .  !
·

2 .
一∋ 3 1 5十

)
∀

∋ ≅ 土)
∀

) Α

)
∀

士 )力∋‘∀ 声

) 孰士 ) ) ∋
Ε

)
∀

, Ξ 上 )
∀

(
∀

)
∀

Α 士)
∀

) Σ ∀

) Ξ 土 )
∀

) ∋
∀

)
∀

Α (土 )
∀

) + ∀

)
∀

Α≅ 士 )
∀

)
∀

)
∀

的 士 )
∀

) ∋
∀

)
∀

Α Σ 士 )
∀

) +
∀

∃  ΕΔ < Ι 1 ΔΧ Θ 1 !Π Δ ΦΔ [ Φ Δ −Δ Ο Ε− ϑ 土 Β Μ
, Ο Ζ

∀

1 [ α )
∀

) (
, Θ − Δ  Ο ΕΦ  !< β [ α )

∀

) 一
, Θ − )

∀

) 一. .  !
·

2 .
一 ∋3 1 5:

Δ [ α ) ) Α
∀

Θ − #. .  !
·

2 .
一」3 1 5:

结 果 与 讨 论
实验结果表明

,

当培养介质 中 − . 3( ∋ 和 0 ∴ , 的浓度大于 !. .  !
·

2 .
一 , 时

,

表现出明显

的细胞毒性
,

0 3 (∋ 的细胞毒性大于 −. 3 (∋ 8 − . &4 !1 ∗∋/ !∋ 和 0 &4 !1 ∗53 (∋ 的细胞毒性明显小于

相同浓度的 − . 3( ∋ 和 0 3# , ∀

希土离子与 3 1 , 十
、

Η Τ 5 干的离子半径相近
,

希土离子可竟争细胞

膜上 / 1 +:
、

Η Τ 5 ‘的结合位点
∀

而且希土离子是正三价
,

它与细胞膜的结合更稳定
∀

大量的希

土离子与细胞膜的作用使细胞膜的结构和功能受到破坏
,

从而造成细胞损伤
∀

希土离子与氨基

酸形成配合物后
,

减弱了希土离子与细胞膜的作用
,

所以希土氨基酸配合物的细胞毒性较希土

氯化物小
∀

对去的研究表明
,

希土离子对通过细胞膜的 / 1 +: 流和线粒体摄取 / 1 +: 的能力均产生

抑制作用 6! ,,!
∀

这种作用使细胞内游离 / 1 +: 的调节受到破坏
,

结果造成细撇/ 扩勺
。
升高

∀

细胞

内游离 / 1 +: 的超载
,

会对细胞产生损伤作用 6!。(
∀

在  
∀

) (. .  !
·

2 .
一 ∋
浓度范围内的希土离子对

/1 +: 一4 = > 酶有激活作用
,

但随希土离子浓度的增大
,

对 / 1 5
七4” 酶的激活作用反而减弱

,

甚

至产生抑制作用
∀

/ 1 5: 4 = > 酶是一种依靠 / 1 升激活的酶
,

希土元素的离子半径和性质与 / 1 +:

相近
,

这可能是希土离子对 / 1 +: 一4 = > 酶有激活作用的部分原因
∀

但细胞膜的结构和功能十分

复杂
,

希土离子与细胞膜的作用亦较复杂
,

因此希土离子对细胞膜 / 1 +: 一4 = > 酶活性的影响有
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