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采用 ICP M S、凝胶过滤层析及超滤技术, 通过动物实验研究了长时间、低剂量镧作用后, 镧在W istar 大

鼠肝脏中的代谢累积及其物种分布。结果表明,随着给药剂量的增加及作用时间的增长, 镧在肝脏中的累积

量有规律地增大;停止给药一段时间后, 积累在肝脏中的镧有不同程度的代谢, 其代谢速度很慢; 累积在肝脏

中的镧主要分布于分子量大于 60000 的水溶性蛋白中;经 Sephacry l S 200 层析分离得到的六个蛋白洗脱峰中

均含有稀土,在第一个洗脱峰中含量最大, 约占肝脏含镧大分子蛋白(分子量大于 60000)总量的 88%。

关键词: 稀土 肝脏 物种 ICP M S

分类号: O614. 33

随着稀土在我国农业、畜牧业及医药领域的广泛应用, 痕量稀土不可避免地经食物链进入

人体, 因此,稀土在生物体内的代谢积累情况及其生物学效应,引起了人们普遍关注。一般稀

土进入血液后, 轻稀土主要累积在肝脏, 重稀土则多沉积于骨骼[ 1~ 4]。已有实验表明, 经消化

道摄入的稀土首先经血液输送到肝脏并大量积累, 然后再向其它脏器转移
[ 5, 6]

, 可见肝脏是稀

土代谢最重要的器官之一,研究肝脏中稀土物种分布是揭示生物体内稀土代谢的关键。由于

肝脏中蛋白种类极其繁多,有关稀土进入肝脏中结合蛋白方面的研究工作仅有唐任寰的报道,

并获得一种结合稀土的鼠肝蛋白[ 7, 8] ,但未见到详细的结果。我们希望进一步了解稀土进入

肝脏后,是否存在与其特异结合的蛋白及其分布状态, 本文报道突出长时间、低剂量稀土对动

物的影响, 采用 ICP M S、凝胶过滤层析及超滤技术, 对Wistar 大鼠肝脏中镧的代谢累积及其

物种分布进行了研究。

1 实验部分

1. 1 实验材料与仪器

Wistar大鼠, 由白求恩医科大学实验动物部提供; La( NO3) 3溶液:由北京农用稀土中心提

供; In( NO3) 3 溶液:由光谱纯金属铟经硝酸溶解,制备成浓度为 200 g L - 1的溶液;缓冲溶液:

将 6. 05g Tris溶于去离子水中,定容至 990mL 左右,用优级纯浓 HCl调至 pH 为 7. 50,定容至

1000mL; Sephacryl S 200购于 Pharm acia公司;浓硝酸为优级纯。

T 124高速冷冻离心机, UV 922紫外 可见分光光度计(瑞士 Contron 公司) , Cole Parmer



酸度计, POEM S型 ICP 光谱质谱仪(美国 TJA公司) , SL 2数控层析冷柜(北京四环科学仪器

厂) , 超滤膜( Spectrum 公司, C 型)。

1. 2 实验方法

动物实验: 采用Wistar 大鼠, 体重 80 2g, 以 La( NO3) 3 溶液灌胃, 剂量分别为: 20m g

kg- 1, 10mg kg- 1, 2 mg kg- 1, 0. 2 mg kg- 1及 0. 1 mg kg- 1, 对照组大鼠以生理盐水灌胃,给

药周期为每星期六次,连续给药分为一个月, 六个月及六个月停止给药一个月三种情况。乙醚

麻醉, 断头, 处死动物,取血液及肝脏,将血液在 37 温育 1hr 后,离心取血清, 将血清及肝脏

在液氮中速冻后,于- 20 冰柜中保存。

肝脏的处理: 将肝脏在 Tris H Cl缓冲溶液中解冻, 洗净, 剪碎, 于组织研磨器中研磨, 4

下 10000r min
- 1
离心 30min,分别取沉淀和上层液体,上层液体继续在 4 下 12000r min

- 1
离

心 1hr, 待用;将所有沉淀合并,用浓硝酸消化, 待用。

超滤实验: 将一定量( 20mL)上述上清液移入超滤器中, 用截留分子量为 1000 的超滤膜

进行超滤,收集超滤液,并添加缓冲溶液,反复超滤四次,合并超滤液,将剩余液体取出,用缓冲

溶液补加至 15mL,换上截留分子量为 10000的超滤膜, 再次进行超滤,收集超滤液, 重复如上

操作,按分子量由低至高更换超滤膜,收集各超滤液组分,以上操作在 4 层析柜中进行, 然后

分别除盐、冻干各组分,待用。

非水溶性组分的消化:取一定量非水溶性组分在凯氏烧瓶中用浓硝酸消化[ 9]。

凝胶过滤层析: 将 Sephacryl S 200 装入 1. 8 100cm 层析柱, 用 Tris HCl缓冲溶液平衡

24hr, 取 3mL 离心后上清液上样, 用上述缓冲溶液以 0. 3mL min
- 1

, 3m L tube
- 1
洗脱,收集各

洗脱组分,以上操作在 4 层析柜中进行, 分别除盐、冻干各组分,待用。

蛋白含量测定: 按 Follin 酚法测定,以牛血清白蛋白为标准[ 10]。

血清中稀土含量测定:取 1. 0mL 血清溶于 2mL 1%HNO3, 并加入 10mL 容量瓶, 然后加

入 1. 00mL 200 g L- 1 In( NO3) 3溶液作为内标,用 1%HNO3 定容, ICP M S测定稀土含量。

肝脏中稀土含量测定:取非水溶性组分的消化溶液 2. 0mL , 或取冻干后的超滤、柱层析分

离各组分溶于 2mL 1%HNO3, 加入 10mL 容量瓶中, 然后加入 1. 00mL 200 g L
- 1

In( NO3 ) 3

溶液作为内标, 用 1%HNO3定容, ICP MS测定稀土含量。

2 结果与讨论

2. 1 肝脏中稀土的代谢累积及其物种分布

2. 2. 1 肝脏水溶性及非水溶性组分中稀土含量

Wistar大鼠经灌胃 10mg kg- 1 La( NO3 ) 3六个月停止给药一个月后, 其肝脏中水溶性组

分(离心上清液)及非水溶性组分(离心沉淀的消化液)中镧的含量测定结果表明,水溶性组分

中镧含量为 88. 8 ng g
- 1
肝脏,非水溶性组分中镧含量为 7. 2 ng g

- 1
肝脏, 可见累积在肝脏中

的镧主要分布于水溶性组分中,占肝脏总镧含量的 90%以上,故我们重点研究了稀土在肝脏

水溶性组分中的分布。

表1给出了以 La( NO3) 3 灌胃Wistar 大鼠一个月、六个月及六个月后停止给药一个月肝

脏的水溶性组分中镧的含量, 结果表明: 即使在过去提出的日允许摄入稀土剂量 0. 6mg

kg- 1[ 11] (以硝酸稀土计)以下, 即以 0. 1mg kg- 1 La( NO3) 3 灌胃饲养一个月及六个月的大鼠,

在肝脏水溶性组分中镧的含量达到对照组镧含量的二倍以上,可见长时间、较低剂量镧作用
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下,大鼠肝脏中稀土会逐渐积累, 因此, 我们认为过去提出的日允许摄入稀土剂量值得商榷。

随给药剂量的增加, 鼠肝水溶性组分中镧的含量有规律地增大,当灌胃剂量达 20mg kg- 1一

个月后,其镧的含量约是对照组的二十几倍, 当给药时间延长至六个月时, 其镧的含量增大至

本底的一百倍以上, 说明外源稀土在肝脏中的积累几乎与时间成线性关系,因此长时间稀土的

累积对肝脏的影响不容忽视。当灌胃 La( NO3) 3 六个月停止给药一个月后, 鼠肝水溶性组分

中镧的含量与灌胃六个月的相比均有不同程度的降低, 可见累积在肝脏中的部分稀土经过一

段时间以后能被代谢掉, 但代谢速度很慢, 经过一个月, 镧的代谢率约在 25% ~ 65%之间,并

未恢复到本底状态, 说明长时间给大鼠喂以不同剂量的稀土, 在肝脏中均有积累,而其代谢却

是一个较慢的过程。值得提出的是,在过去认为允许摄入稀土剂量下,经长时间作用稀土仍在

肝内有积累,故应研究其后续的生物效应。

2. 1. 2 稀土在肝脏中的物种分布

首先利用超滤技术, 分析了灌胃一个月 La( NO3) 3后Wistar 大鼠肝脏中不同分子量分布

组分中镧的含量,结果列于表 2, 由此可以看出: 在分子量小于 50000的组分中,灌胃稀土各组

与对照组的镧含量没有明显差异, 而分子量大于 50000的蛋白组分中镧含量随给药剂量的增

加明显增大,说明外源性稀土进入肝脏后主要分布于分子量较大的蛋白中,因此,进一步分析

肝脏中分子量大于 50000的蛋白组分中稀土含量显得更有意义。

我们进一步利用 Sephacryl S 200凝胶过滤层析法, 分离肝脏中分子量大于 50000组分的

蛋白质,分析其稀土含量及其物种分布。由于肝脏独特的形态结构和丰富的血液供应使其代

谢功能极为活跃,它不仅在糖、脂、蛋白质、维生素和激素等的代谢方面与全身各组织器官密切

相关,而且还具有分泌、排泄和生物转化等重要功能,肝脏除了能合成其自身重要的蛋白外,还

能合成大部分血浆蛋白, 在肝脏中还存在着数以百种的酶, 因而, 其蛋白组成的复杂性使研究
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图 1 W istar大鼠肝脏水溶性组分经 Sephacryl

S 200 分离的洗脱曲线

Fig . 1 Elution curve of soluble fractions separ ated

on Sephacr yl S 200

稀土进入肝脏后的物种分布难度较大。我们经

Sephacryl S 200凝胶过滤层析分离得到六个蛋白

洗脱峰(洗脱曲线如图 1所示) , 各蛋白洗脱峰中

镧含量的测定结果列于表 3, 为获得各蛋白洗脱

组分中是否存在与稀土特异结合蛋白的信息, 所

列数据为各峰稀土含量与各峰蛋白含量的比值

( ng g
- 1
蛋白) , 故根据镧及蛋白的分子量可以计

算出镧与蛋白的摩尔比, 从而分析稀土与蛋白的

作用情况。从表中可以看出:以 La( NO3) 3 灌胃

大鼠六个月及六个月停止给药一个月, 各洗脱峰

中镧含量远高于对照组, 且第一个洗脱峰( P1)中

稀土含量最高。同时, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳

( Nat ive PAGE)分析: P6 的电泳谱图中只有一条

蛋白谱带,证明为纯蛋白, 其分子量为 62000, 经

计算其镧与蛋白的摩尔比在 10- 3数量级上,说明

此蛋白为稀土非特异结合蛋白, P1、P2、P5中分别

含多种蛋白(由于 P3、P4 蛋白含量极低, 未得到

电泳图谱) ,其分子量均大于 60000,经计算可知,均未发现与稀土特异结合的蛋白。若将灌胃

La( NO3) 3 20mg kg- 1六个月大鼠的肝脏经 Sephacryl S 200分离的各洗脱峰中镧含量与洗脱

出镧的总含量相比, 可知各峰中镧含量所占的比率, P1至 P6所占的百分比分别为 88. 0% ,

4. 0% , 2. 8%, 1. 7% , 1. 7%和 1. 8%, 故镧主要积累在第一个蛋白洗脱峰中。与此同时,我们

计算了经 Sephacryl S 200分离后稀土的回收率(各洗脱峰镧含量之和与上样前镧含量相比)

为 86% ,说明剩余的镧分布于分子量小于 60000的组分中, 并由此证明较大分子量蛋白所结

合的稀土在分离过程中比较稳定, 没有出现大量丢失的现象。

2. 2 低剂量长期饲喂硝酸镧后大鼠血清中镧含量

为了了解肝脏如何从血液中摄取稀土并积累稀土, 我们测定了以 La( NO3 ) 3 灌胃大鼠六

个月及六个月停止给药一个月,其血清中镧的含量,结果列于表 4,从表中可以看出:当给药剂

量小于 0. 2mg kg- 1, 给药时间为六个月或六个月后停止给药一个月时,血清中镧含量与对照

组没有明显差别,说明此时外源稀土尚未在血清中累积; 当给药剂量在 2mg kg- 1至 20mg

kg- 1之间,灌胃六个月以后,血清中镧含量约增加至本底的三倍, 镧的累积量与给药剂量无线

性关系,说明进入血清中的镧不断地输送到身体其它脏器,并达到一动态平衡,在连续给药情

276 无 机 化 学 学 报 第 16 卷



况下,外源稀土不易完全代谢掉。停止给药一个月, 血清中镧含量稍有降低, 说明部分外源稀

土已经代谢掉, 10mg kg- 1和 2mg kg- 1剂量组镧的代谢率约为 30%。我们过去的实验指

出
[ 12]

, 经给兔腹腔或静脉注射 La( NO3) 3,兔血浆中稀土含量在注射 30m in 后达到最大值, 而

后快速下降, 24hr 后即可降到本底状态,说明稀土在动物血液中代谢速度较快, 所以长时间、

低剂量稀土作用后, 血清中大量稀土已被代谢,表 4数据进一步证实了我们过去的结果。

综上所述, 低剂量 La( NO3) 3 长期饲喂Wistar大鼠后, 镧在肝脏中有明显的累积,且大部

分存在于分子量大于 60000的水溶性蛋白中, 并随着给药剂量的增大而增大。值得指出的

是: 即使在低于允许摄入剂量的情况下,经六个月饲喂, 大鼠肝脏中仍发现有稀土的积累,累

积在肝脏中的稀土虽能被代谢,但速度较慢。而稀土在血清中的含量测定表明, 只有给药剂

量超过 2mg kg- 1时, 镧的含量略有增大,在 2~ 20mg kg- 1范围内,镧的积累与给药剂量关系

不大,由于稀土在血液中的代谢速度快,故进入血液中的镧很快转移至肝脏、骨骼等处,较易达

到一动态平衡,因此, 我们认为即使在低剂量情况下, 如长期摄入稀土, 稀土在肝中积累所引

起的后续生理病理变化值得进行深入的研究。
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Species of Lanthanum in Wistar Rat Liver

LU Ran ZH U Yan M ei CH EN H ang T ing1 ZH AO Da Qing NI Jia Zuan

( K ey L aboratory of Rare Ear th Chemis tr y and Phy sics , 1National A naly tical Research Center of Electrochemistr y

and Spectroscop y , Changchun Institute of App lied Chemistr y , Chinese A cademy of Sciences, Changchun 130022)

CHEN Dong NIE Yu Xiu LIU Ying

( Depar tment and H istology and Embryology , Norman Bethune Univer sity of Medical Sciences , Changchun 130021)

T he metabolic accumulat ion and species of lanthanum in Wistar rat liver w ere invest ig ated by

ICP MS, gel exclusion chromatography and ultrafiltrat ion af ter the rats w ere fed by low dose of

lanthanum for a long t ime. It w as found that the content of La in the liver increased regularly

w ith arise of dose and t ime of drug delivery. After the administ rat ion w as stopped for a certain

time a part of lanthanum in the liver w as metabolized, but the metabolic rate w as very slow. The

lanthanum in rat liver w as distributed in the soluble protein w ith molecular weight of more than

60000 mostly. Rare Earth ex isted in the six elut ion peaks separated by Sephacryl S 200. The

amount of lanthanum in the first elut ion fraction is the largest, w hich w as 88 percent in the whole

content of lanthanum in proteins with molecular weight more than 60000.

Keywords: rare earth liver species ICP MS
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