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摘要 目的}初步研究保护蛋白对 ⁄2半乳糖诱导的亚急性衰老小鼠的保护作用并探讨其机制∀方法}昆明鼠随机分成三组o模

型组和保护组腹腔注射 ⁄2半乳糖 tus°ªÙk�ª# §l诱导小鼠亚急性衰老o保护组同时注射保护蛋白 y°ªÙk�ª# §lo对照组注

射等量生理盐水∀ws§后o处死小鼠o分别测定各组小鼠血清总 ≥� ⁄活性o脑组织 � ⁄� 及脂褐素含量o并电镜观察小鼠大脑皮

层神经元的超微结构∀ 结果}对照组!保护组小鼠的血清总 ≥� ⁄活性明显高于模型组kΠ� sqsxlo脑组织 � ⁄� 和脂褐素含量

显著低于模型组kΠ� sqsxlo而保护组与对照组的各项指标无显著性差异kΠ� sqsxl∀电镜观察可见模型组小鼠次级溶酶体增

多并有脂褐素沉积o线粒体有轻度肿胀~°� ° 保护组次级溶酶体增多但无脂褐素沉积o其它细胞器基本正常∀ 结论}保护蛋白

对 ⁄2半乳糖诱导的亚急性衰老小鼠有一定的保护作用∀

关键词 保护蛋白~⁄2半乳糖~亚急性衰老模型

Εφφεχτ οφ προτεχτιϖε προτεινkΠΡ Πl ον συβαχυτε µ ουσε αγινγ µ οδελινδυχεδ βψ ∆ −γαλαχτοσε

• ∏ ÷ ¬±o• ¤±ª�¬±
to�∏÷ ¬²±ª©̈ ¬

u
kΓυανγ ∆ ονγ Προϖινχιαλ Ινστιτυτε φορ ∆ ρυγ Χοντρολo Γυανγ ζηουoxtst{s~t∆ επαρτµ εντ

οφ Σχιενχε ∆ εϖελοπµ εντo Συν Ψατ2Σεν Υνιϖερσιτψ οφ Μεδ ιχαλΣχιενχεσo Γυανγ ζηουoxtss{s~u∆ επαρτµ εντ οφ Βιοχηεµ ιστρψo Συν

Ψατ2Σεν Υνιϖερσιτψ οφ Μεδ ιχαλΣχιενχεσo Γυανγ ζηουoxtss{sl

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε }× ² ¶·∏§¼ ·«̈ ©̈©̈ ¦·²© °µ²·̈¦·¬√¨ °µ²·̈¬±k°� °l ²± ¶∏¥¤¦∏·̈ ¤ª¬±ª °²§̈ ¯ °¬¦̈ ¬±§∏¦̈§ ¥¼ ⁄2

ª¤̄¤¦·²¶̈ q ΜΕΤΗΟ∆ }�∏±°¬±ª°¬¦̈ º µ̈̈ §¬√¬§̈ §¬±·²·«µ̈¨ªµ²∏³¶q × «̈ ≤ ²±·µ²̄ ªµ²∏³º¤¶¬±­̈¦·̈§º¬·«±²µ° ¤̄ ¶¤̄¬± ö ¤±§
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  保护蛋白k³µ²·̈¦·²µ³µ²·̈¬±o°� °l是 �¬° 等 t|{{年首

先从啤酒酵母k≥¤¦¦«¤µ²°¼¦̈¶¦̈µ̈√¬¶¬¤̈ l中提取的一种新型

的抗氧化蛋白∀°� ° 没有 ≥� ⁄o≤ � × o�≥� 2°¬等传统过氧化

物酶的活性o在 ⁄�� 与氨基酸序列上也没有任何同源

性≈tou ∀它能特异性防止由巯基化合物如二硫苏糖醇k⁄× × l!

Β2巯基乙醇等充当电子供体的混合功能氧化系统k°¬¬ §̈2

©∏±¦·¬²± ²¬¬§¤·¬²± ¶¼¶·̈° o� ƒ� l介导的多种氧化损伤o防止

多种酶的失活和质粒 ⁄�� o小牛胸腺 ⁄�� 的断裂≈vow o而对

不含巯基化合物的 � ƒ� 系统不表现相应活性∀由于 °� ° 抗

氧化活性对巯基的依赖性o因此又称之为巯基依赖性保护蛋

白k·«¬²̄ 2§̈ ³̈ ±§̈ ±·³µ²·̈¦·²µo× °°l或巯基特异性抗氧化蛋

白k·«¬²̄ 2¶³̈ ¦¬©¬¦¤±·¬²¬¬§¤±·³µ²·̈¬±o× ≥� l∀ 此后o在多种原

核生物和真核生物中发现大量类似具有依赖巯基的抗氧化

活性的蛋白质o它们的氨基酸!⁄�� 序列与 °� ° 有不同程

度的同源性o是一类进化保守的同源蛋白o目前将它们归为

一类新型的抗氧化蛋白家族o统称为过氧化氧还蛋白

k³̈ µ²¬¬µ̈§²¬¬±o°� ¬lo并根据它们氨基酸序列的相似程度分

为六个亚类k�∗ ∂ �l∀ 酵母与人红细胞的保护蛋白同属于

°µ¬��o主要分布于细胞胞浆o并有 ≤ 2末端与细胞膜相连∀

根据衰老的自由基学说o衰老是由于自由基主要是氧自

由基对细胞成分的有害进攻造成的∀ 国内外研究发现o°� °

在体外具有清除羟基自由基和 � u� u
≈x2y 的作用o本实验拟从

人红细胞中分离纯化 °� °o并在整体动物水平研究其对亚急

性衰老模型小鼠的保护作用及初步探讨其作用机制∀

1  实验材料

1q1 动物

昆明种雄性小鼠o体重kus? vlªo中山医科大学实验动

物中心提供∀
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1q2  试剂

人 的 压 积 红 细 胞 购 自 广 州 血 站~ 二 硫 苏 糖 醇

k§¬·«¬²̄·«µ̈¬·²̄ o⁄× × o≥¬ª°¤l~人重组保护蛋白由美国国立

卫生研究所k��� l惠赠~⁄2半乳糖k上海试剂二厂l~≥� ⁄ 及

� ⁄� 检测试剂盒k南京建成生物工程研究所l~其余试剂均

为国产分析纯∀

1q3  仪器

zuv型分光光度计~荧光分光光度计~内切式高速匀浆

机∀

2  实验方法

2q1  保护蛋白k°� °l的纯化与鉴定

压积红细胞经破膜!离心得取上清液k样品 �l∀上清液加

入饱和硫酸铵溶液盐析o离心o弃去上清液o沉淀用蒸馏水溶

解得样品 ��∀样品 ��上样 ≤ � 2≥ ³̈«¤§̈ ¬ ≤ xs柱o用枸橼酸缓

冲液洗脱o分段收集洗脱液o合并含有 °� ° 的洗脱液o洗脱

液浓缩得样品 ���∀ 样品 ���上样 ⁄∞� ∞2≥ ³̈«¤¦̈¯柱o用 s∗

yss°° ²̄Ù��≤ Ù̄× µ¬¶2� ≤ ¯缓冲液线性梯度洗脱o经 ≥⁄≥2

°� �∞ 鉴定o合并含有 °� ° 的洗脱液o超滤浓缩k样品 �∂ o即

高纯度 °� °lo冷冻干燥备用∀

2q2  亚急性衰老模型的复制与保护

小鼠随机分为三组}对照组!模型组与保护组o每组 ts

只∀模型组和保护组腹腔注射 ⁄2半乳糖 tus°ªÙk®ª# §lo保

护组同时腹腔注射活化 °� ° y°ªÙk®ª# §lk°� °t°ªÙ°¯加

⁄× × 至 us°° ²̄Ù�活化 t«l~对照组同法给予等量生理盐

水∀ 连续 ws§∀

2q3  指标的测定及形态学观察

2q3q1 血清总 ≥� ⁄活性测定 小鼠末次给药后 uw«o眼眶取

血o分离血清o按试剂盒说明书方法测定 ≥� ⁄活性∀

2q3q2  小鼠脑组织 � ⁄� 含量测定 小鼠颈椎脱臼处死o取

部分小鼠新鲜脑组织o按 tΒ |加入预冷生理盐水制成 tsh

脑匀浆液owsss≅ γ 离心 tx°¬±o取上清液o按试剂盒说明书

方法测定 � ⁄� 含量∀

2q3q3  小鼠脑组织脂褐素含量测定 取上述小鼠部分脑组

织o吸尽血液o精密称重 tss°ªo加入新鲜配制的氯仿甲醇混

合液k氯仿Β 甲醇 uΒ tlu° ō高速匀浆o过滤o滤渣用提取液

洗涤o合并滤液至 x° ō测定其荧光强度∀以 sqsx° ²̄Ù�硫酸

新鲜配制的 sqtΛªÙ°¯硫酸奎宁为标准o氯仿甲醇液为空白o

激发波长k∞÷ l为 vys±° o发射波长k∞� l为 wxs±° o测定样

品的荧光强度∀

2q3q4  形态学观察 取上述小鼠部分脑组织o锇酸固定o电

镜观察∀

3  实验结果

3q1  保护蛋白的纯化与鉴定

纯化各步样品的 ≥⁄≥2°� �∞ 见图 to凝胶经考马斯亮蓝

� 2uxs染色液染色o脱色后扫描o根据峰面积计算纯化得到

的 °� ° 的纯度为 |{qwh ∀

3q2 小鼠血清总 ≥� ⁄活性o脑组织 � ⁄� 含量!脂褐素含量

  结果见表 t∀由表 t可见o⁄2半乳糖诱导的亚急性衰老小

鼠血清总 ≥� ⁄活性降低o脑组织 � ⁄� o脂褐素含量升高o与

对照组相比差异显著kΠ� sqsxoΠ� sqstoΠ� sqstl~保护蛋

白能抑制小鼠血清总 ≥� ⁄ 活性降低o脑组织 � ⁄� !脂褐素

含量升高o保护组与对照组相比差异显著kΠ� sqsxl∀

图 1 纯化各步样品的 ≥⁄≥2°� �∞ 图

� }蛋白标准~t}样品 �~u}样品 ��~v}样品 ���~w}样品 �∂ ~x}重组

� � °� °

表 1  保护蛋白对 ⁄2半乳糖诱导的亚急性衰老小鼠的保护

作用

组别 ν
血清总 ≥� ⁄活性

k��Ù° l̄

脑组织 � ⁄� 含量

k±° ²̄Ùª≅ º·l

脑组织脂褐素含量

kΛªÙª≅ º·l

对照组 ts tzzq{|? tuqzs tsvqvy? |qzy xqz|? tqwy

模型组 ts txwqus? t|qtwtl tvxq{t? uxqwvul {qvy? sq{yul

保护组 ts tzvqsw? tuqtsvl tttq|w? tvqzvvl zqts? tqtsvl

注}与对照组比较 tlΠ� sqsx ulΠ� sqst ~与模型组比较 vlΠ� sq

sx

3q3 小鼠大脑皮层神经元超微结构观察

结果见图 uo对照组小鼠神经元核膜清晰o线粒体丰富o

嵴清晰o具多层扁平膜囊的高尔基体o粗面内质网及核糖体

丰富o胞浆可见次级溶酶体∀ 模型组小鼠次级溶酶体增多并

有脂褐素沉积o线粒体有轻度肿胀∀ °� ° 保护组次级溶酶体

增多但无脂褐素沉积o其线粒体!高尔基体!粗面内质网等细

胞器基本正常∀

4  讨论

衰老的发生机制是人类长期以来一直在探索的课题∀各

国学者在衰老研究中提出了如遗传学说!交联学说!自身免

疫学说!应激学说等多种学说∀衰老的自由基学说是 � ¤µ°¤±

于 t|xy年首先提出的∀该学说认为衰老是由自由基o主要是

氧自由基对细胞成分的有害进攻造成的o维持体内适当水平

的抗氧化剂和自由基清除剂可以延长寿命和推迟衰老∀

国内外学者根据现代的衰老学说设计了多种的衰老动

物模型以供研究∀⁄2半乳糖致亚急性衰老模型最初是根据代

谢紊乱学说而设计的≈z o但近年研究表明 ⁄2半乳糖代谢过

程中会产生活性氧自由基k如�
#
u 等lo�

#
u 本身和Ù或其与
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图 2 小鼠大脑皮层神经元胞体超微结构电镜图k≅ tsosssl

� }对照组~�}模型组~≤ }保护组

� u� u 进一步反应生成的过量羟基自由基k# � � l引起组织

细胞损伤及抗氧化酶活力下降o过氧化产物增多∀ 因此产生

过多的活性氧自由基可能是 ⁄2半乳糖诱导衰老的主要原

因≈{o| ∀

保护蛋白是一种新型的抗氧化蛋白o野生型及重组型多

通过 ≤ ¼¶2wz与 ≤ ¼¶2tzs形成二硫键而以二聚体形式存在∀

实验证明其抗氧化活性依赖巯基o°� ° 在体外经 ⁄× × 破坏

二硫键o暴露其还原性巯基而具有清除羟基自由基和 � u� u

的作用∀ 本实验结果显示 °� ° 可以防止 ≥� ⁄ 活性的下降o

脂质过氧化及脂褐素沉积~组织切片显示o°� ° 可以改善 ⁄2

半乳糖诱导小鼠亚急性衰老的脑组织的形态学变化o提示

°� ° 在体内可通过清除体内自由基o抑制自由基的积累o减

少自由基对组织细胞的损伤而延缓衰老过程∀
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