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摘  要  以小鼠为对象, 对硝基苯 ( NB)的蓄积毒性和氧化损伤进行研究, 检测 SOD, GSH-Px, CAT, MDA

和蛋白质羰基含量. 结果表明, 蓄积系数 (K ) 为 4176; 亚急性试验随着染毒剂量的加大, 肾脏和脾脏的

MDA含量逐渐升高, CAT, SOD和 GSH-Px酶活性逐渐降低, 蛋白质羰基含量呈上升趋势 , 并表现出明显

的剂量效应. 表明 NB对肾脏和脾脏具有明显的毒性作用, NB可使自由基在机体内累积, 引起蛋白质氧化

损伤, 导致机体发生氧化应激.
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  硝基苯 ( NB )是环境中常见的工业污染物, 工业废水中的 NB受到人们极大关注. 但目前有关 NB

毒理学的研究较少.

  本试验对 NB进行了蓄积毒性和氧化损伤的研究, 以期为进一步探讨 NB对人体的毒性作用提供

理论依据.

1 实验部分

111 NB蓄积试验

  试验动物为哈尔滨肿瘤医院实验动物中心提供的清洁级昆明纯系小鼠, 6周龄, 体重 ( 21 ? 2) g.

  采用蓄积系数法中的定期递增剂量法进行蓄积试验, 以 4 d为一期, 试验开始后首期 4 d, 每日

给予小鼠 011LD50剂量染毒, 从第 5天开始每 4 d递增剂量 115倍, 即 011 LD50 @ 4 d, 0115 LD50 @ 4

d, 0122 LD50 @4 d, 依此类推. 试验期最长为 28 d, 在试验期间如累积发生一半动物死亡即可终止试

验, 也可在试验第 21天时结束试验 (若此前动物未死亡或死亡数不足一半, 说明其累积剂量已达

5124 LD50, 即蓄积系数 (K ) > 5.

112 NB亚急性毒性试验

  取雄性小鼠 100只, 随机分成 5组, 每组 20只, 第 Ñ组为对照组, 第 Ò组为油对照组, 第 Ó,

Ô, Õ组染毒剂量分别为 26mg# kg
- 1

BW, 52mg# kg
- 1

BW, 105 mg# kg
- 1

BW, 每天染毒 1次, 试

验期为 20 d, 于末次染毒第 2 d将小鼠脱颈处死, 迅速取出脾脏和肾脏, 用于抗氧化指标和蛋白质羰

基含量的检测.

113 检测方法
  将取出的脾脏和肾脏, 冰浴下快速进行组织匀浆, 用于抗氧化指标的检测. 谷胱甘肽过氧化物酶

( GSH-Px )活性的测定: DTNB显色法; 超氧化物歧化物酶 ( SOD)活性的测定: 黄嘌呤氧化法; 丙二醛

(MDA )含量的测定: 硫代巴比妥酸法; 总抗氧化能力 ( T-AOC )的测定: 化学比色法; 过氧化氢酶

( CAT)活性的测定: 钼酸铵显色法; 蛋白浓度的测定: 考马斯亮蓝法.

2 结果与讨论

211 蓄积毒性
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  外源性化学物质在机体内的蓄积作用是其发生慢性中毒的物质基础, 很少出现蓄积作用小的物质

在长期与人体接触后发生慢性中毒. 因此, 研究外源性化学物质在机体内有无蓄积及蓄积程度是评价

外源性化学物质能否引起潜在慢性毒性的依据之一, 也是制定有关卫生标准时选择安全系数的依据之

一. 测量化学物质的蓄积毒性通常采用生物学方法, 其蓄积系数 (K )愈小, 表示受试化学物质的蓄积

毒性愈大. 陈晓东
[ 1]
等采用定量递增系数法检测 Vana化合物的蓄积毒性, 结果表明, Vana化合物的

蓄积作用属轻度蓄积以下. 赵振升
[ 2 ]
等在氯化钠对海兰褐雏鸡急性毒性和蓄积毒性试验中 K > 5, 为

轻度蓄积. 刘仲霞
[ 3]
等采用定量递增系数法检测二氧化氯消毒剂的蓄积毒性时 K > 5, 为弱蓄积毒性.

本试验检测结果在试验第 20天时动物死亡数量达到一半, 此时 K值为 4176, 按照蓄积系数评价标准
NB属于中等蓄积. 表明长期接触 NB可以对动物产生毒性作用.

212 抗氧化能力的检测

  由表 1可以看出, 空白对照与油对照组的各项抗氧化指标差异均不显著 (P > 0105), 表明溶剂对
试验结果影响较小, 可以选择花生油作为溶剂. 随着染毒剂量的加大, M DA含量逐渐升高, CAT,

SOD和 GSH-Px酶活性逐渐降低; 与油对照组相比, 各剂量组均表现为差异极显著 (P < 0101); 染毒
组之间各项指标差异均极显著 (P < 0101) .

表 1 小鼠肾脏抗氧化功能的测定结果

Tab le 1 The detected results of antioxygen indexes of k idney in m ice

染毒剂量 CAT /U# mg- 1蛋白 SOD /U# mg- 1蛋白 GSH-Px /活力单位 MDA /nm ol# m g- 1蛋白

Ñ 1171867 ? 11037Aa 1381327 ? 01491Aa 1581581 ? 01300Aa 01728 ? 01013Dd

Ò 1161313 ? 11367Aa 1371121 ? 11793Aa 1571367 ? 01346Aa 01742 ? 01003Dd

Ó 1001023 ? 11520Bb 1261113 ? 31359Bb 1511231 ? 21111Bb 01827 ? 01017Cc

Ô 951769 ? 01686Cc 1171304 ? 21154Cc 1431316 ? 11647Cc 01907 ? 01014Bb

Õ 911633 ? 11310Dd 1101364 ? 31177Dd 1321906 ? 21941Dd 11136 ? 01011A a

 注: 同一列对照组与试验组角码小写字母相同者, 表示两组之间差异不显著 (P > 0105) , 小写字母不同者, 表示两组之间差异显著

(P < 0105) , 大写字母不同者表示差异极显著 (P < 0101 ) 1下同.

  由表 2可以看出, 空白对照与油对照组各项抗氧化指标的差异均不显著 (P > 0105). 随着染毒剂
量的加大, MDA含量逐渐升高, CAT, SOD和 GSH-Px酶活性逐渐降低; 与油对照组相比, 各剂量组

均表现为差异极显著 ( P < 0101) ; SOD为 26 mg# kg
- 1
和 105 mg# kg

- 1
组差异不显著 ( P > 0105) 外,

其它各组差异均极显著 (P < 0101).

表 2 NB对小鼠脾脏抗氧化指标的影响

Tab le 2 In fluence o f NB on the antiox ida tive indexes o f sp leen in m ice

染毒剂量 CAT /U# mg- 1蛋白 SOD /U# mg- 1蛋白 GSH-Px /活力单位 MDA /nm ol# m g- 1蛋白

Ñ 871220 ? 11107Aa 1021146 ? 01566Aa 971266 ? 11054A a 11117 ? 01043Dd

Ò 851281 ? 11118Aa 1041956 ? 01818Aa 961033 ? 11340A a 11283 ? 01035Dd

Ó 751594 ? 11050Bb 971427 ? 11748Bb 921146 ? 11582Bb 11755 ? 01229Cc

Ô 641348 ? 21233Cc 921318 ? 11732Cc 851041 ? 21075Cc 21631 ? 01185Bb

Õ 571717 ? 11768Dd 961606 ? 01021Bb 781855 ? 21539Dd 31321 ? 01213A a

  研究结果表明, NB能够引起小鼠脑抗氧化功能发生改变, 表现出神经毒性
[ 4]

. 李桂珠等报

道
[ 5]

, 哺乳动物对外源物进行生物转化过程中产生的活性氧自由基能够破坏机体的抗氧化防御系统,

使其酶活性发生改变, 表现其毒性. SOD, CAT以及 GSH-Px是生物体抵抗氧化损伤的主要酶系, 这

三种酶可对环境胁迫产生响应, 维持机体氧化和抗氧化平衡
[ 6]

. CAT主要存在于组织细胞的过氧化

物酶体内, 专门清除过氧化氢, 其在分解过氧化氢时, 常与 GSH-Px协同作用
[ 7]

, 试验中二者的酶活

性均逐渐降低, 表明机体内自由基水平有所增加, 构成机体防御自由基损伤的第二道防线被破坏.

SOD的活性主要受氧自由基影响, 但羟自由基与过氧化氢也可导致 SOD失活
[ 8, 9]

, NB中毒时组织内

酶活性的下降, 表明整个机体可能会受到超氧游离基的攻击造成细胞损伤. MDA是机体组织脂质过
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氧化的产物, 它含量的增加提示肾脏和脾脏组织中活性氧的增长超出了其抗氧化系统的处理能力, 表

明动物机体在 NB亚急性中毒过程中抗氧化能力降低, 发生了脂质过氧化反应, 导致机体的组织器官

受到损害. 由此表明, NB亚急性中毒可通过改变酶与非酶系统的抗氧化能力使机体的氧化与抗氧化

平衡发生改变, 导致脂质过氧化物增多, 自由基在机体内累积, 使机体处于氧化应激状态.

213 蛋白质羰基含量的检测

  自由基对蛋白质的主要作用是修饰氨基酸残基, 引起结构和构象的改变, 造成肽键断裂、聚合和

交联
[ 10]

. 在这些蛋白质氧化损伤的反应中, 都涉及到蛋白质羰基的产生. 蛋白质羰基的产生是蛋白

质分子被自由基氧化修饰的一个重要标记, 是蛋白质氧化损伤敏感的指标
[ 11]

, 由于这一特征具有普

遍性, 因而可以通过测定组织中蛋白质羰基含量来反映机体蛋白质氧化损伤的情况
[ 10, 12]

. 段丽菊报

道, 小鼠吸入 310mg# m
- 3
甲醛后, 心和肝的蛋白质羰基含量均显著升高 (P < 0101) , 说明该浓度甲

醛对小鼠心和肝的蛋白质氧化损伤作用显著.

  由表 3可知, 各组织空白对照和油对照之间差异均不显著 (P > 0105) . 随着染毒剂量的增加, 肾

脏和脾脏中蛋白质羰基含量呈上升趋势. 肾脏和脾脏各剂量组与油对照组间差异均极显著 (P <

0101) ; 染毒组之间, 除脾脏 26mg# kg
- 1
和 52 mg# kg

- 1
组差异显著 (P< 0105) 外, 其他各组差异均

极显著 (P < 0101) , 并表现为明显的剂量依赖性, 表明 NB能够导致小鼠肾脏和脾脏蛋白质氧化损伤.

表 3 NB对小鼠肾脏和脾脏蛋白质羰基含量的影响

Tab le 3 The effect o f NB on the prote in carbony l content in k idney and spleen in m ice ( nmo l# mg- 1 )

染毒剂量 样本数 肾脏 脾脏

Ñ 20 151767 ? 11334Dd 121039 ? 21801Cd

Ò 20 171344 ? 11583Dd 101876 ? 11240Cd

Ó 20 311536 ? 61269Cc 231792 ? 41551Bc

Ô 20 421587 ? 21418Bb 301221 ? 21405Bb

Õ 20 581964 ? 31064Aa 451366 ? 31431Aa

3 结论

  NB对小鼠肾脏和脾脏具有明显的毒性作用, NB可通过改变酶与非酶系统的抗氧化能力使机体的

氧化与抗氧化平衡发生改变, 导致脂质过氧化物增多, 自由基在机体内累积, 进而引起蛋白质氧化损

伤, 使机体处于氧化应激状态.
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ABSTRACT

  In the study of accumu lative act ion, the period ically increasing dosimetry w as adopted1 100 male

Kunm ing m ice w ere d iv ided into 5 groups1 Group Ñ was the contro l group1G roup Ò was the o il con tro l

group1The dosage o fNB in group Ó, Ô and V were 26mg# kg
- 1

BW, 52mg# kg
- 1

BW and 105mg# kg
- 1

BW respective ly ( once a day) 1 The experimental period w as 20 d1 The act iv ity of SOD, GSH-Px and CAT

and the content of MDA and pro te in carbonyl w ere detected1 The resu lts show ed that the accumu lation

coeffic ientK was 41761W ith the increasing dosage o f nitrobenzene (NB ), the content ofMDA and prote in

carbony l gradua lly increased, and the activ ity of CAT, SOD and GSH-Px gradua lly decreased in kidney and

spleen1 The resu lts indicate tha tNB cou ld produce significant ly tox ic effect on the k idney and sp leen through

the accumu la tion of the free rad ica,l the protein ox idat ive damage and the ox idative stress in the organism1
  Keywords: nitrobenzene, accumu lation tox ic ity, ox idative damage, m ice.


