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文章亮点： 

1 实验在前期工作中发现，脑缺血再灌注后外周免疫器官脾脏也出现变化，实验针对外周免疫器官脾脏

的氧化应激及 N-乙酰-L-半胱氨酸对其的抗氧化作用进行研究。 

2 实验利用金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠，观察在脾脏没有金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ抗氧化作用条件下，金属硫蛋

白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞对过氧化氢氧化应激损伤的敏感性和 N-乙酰-L-半胱氨酸的抗氧化作用。 

3 结果证实，金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞对过氧化氢处理呈浓度依赖性，随着过氧化氢浓度的升

高，脾细胞活力逐渐下降。N-乙酰-L-半胱氨酸使乳酸脱氢酶释放和线粒体通透性转换孔的开放减少，

脾细胞活力增强，可显著减轻过氧化氢诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠脾细胞的氧化应激损伤。 
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摘要 

背景：脑缺血再灌注早期，由于脾脏中有大量炎症因子浸润引发氧化应激损伤，导致脑缺血再灌注后脾

细胞出现大量凋亡。  

目的：观察外源性过氧化氢对金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞活力的影响及 N-乙酰-L-半胱氨酸对过氧

化氢诱导的脾细胞氧化应激损伤的保护作用。 

方法：制备金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞悬液，分别用不同浓度(0.1，0.2，0.5，1，2 mmol/L)过氧

化氢处理 2 h后，MTT比色法检测细胞活力。根据 MTT结果选择不同浓度过氧化氢(0.5，1 mmol/L)诱

导脾细胞凋亡，实验分为 6 组：对照组、N-乙酰-L-半胱氨酸组、0.5 mmol/L 过氧化氢组、1 mmol/L

过氧化氢组、N-乙酰-L-半胱氨酸+0.5 mmol/L过氧化氢组、N-乙酰-L-半胱氨酸+1 mmol/L过氧化氢组，

2 h后 MTT比色法检测细胞活力，酶标仪法检测乳酸脱氢酶活力及紫外分光光度仪检测线粒体通透性转

换孔的开放情况。 

结果与结论：随过氧化氢浓度增加脾细胞活力呈明显下降趋势(P < 0.01)，且 0.2，0.5，1，2 mmol/L 过

氧化氢组脾细胞活力下降幅度最大。与对照组相比，N-乙酰-L-半胱氨酸组脾细胞活力明显提高(P < 

0.01)，且乳酸脱氢酶活力降低(P < 0.01)，线粒体通透性转换孔开放减少(P < 0.01)；分别于 0.5，1 mmol/L

过氧化氢组相比，N-乙酰-L-半胱氨酸+0.5 mmol/L过氧化氢组、N-乙酰-L-半胱氨酸+1 mmol/L过氧化

氢组脾细胞活力也明显提高(P < 0.01)，乳酸脱氢酶活力降低(P < 0.01)，线粒体通透性转换孔开放减少    

(P < 0.01)。结果表明，金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠随着过氧化氢浓度的升高，脾细胞活力逐渐下降，呈

浓度依赖性，尤其对 0.2，0.5，1，2 mmol/L过氧化氢刺激最为敏感。N-乙酰-L-半胱氨酸使乳酸脱氢

酶释放和线粒体通透性转换孔的开放减少，脾细胞活力增强，以此减轻过氧化氢诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ

敲除鼠脾细胞的氧化应激损伤。 
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Abstract 

BACKGROUND: In the early stage of cerebral ischemia-reperfusion, there is a tremendous amount of 

inflammatory factor expression in the spleen. These inflammatory factor cause oxidative stress damage which 

leads to cell apoptosis in the spleen after cerebral ischemia-reperfusion.  

OBJECTIVE: To investigate the effect of exogenous hydrogen peroxide on spleen cell viability and the effect of 

N-acetyl-L-cytokine on protection of induced oxidative stress in the spleen of metallothionein-Ⅰ/Ⅱ knockout mice.  

METHODS: Metallothionein-Ⅰ/Ⅱ knockout mice spleen cell suspension was prepared and treated with various 

concentrations of hydrogen peroxide (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 mmol/L) for 2 hours, and the cell viability was detected by 

MTT colorimetric method. Based on the cells and mitochondria level, hydrogen peroxide induced spleen cells 

were divided into six group: control group, N-acetyl-L-cytokine group, 0.5 mmol/L hydrogen peroxide group,     

1 mmol/L hydrogen peroxide group, N-acetyl-L-cytokine+0.5 mmol/L hydrogen peroxide group, 

N-acetyl-L-cytokine+1 mmol/L hydrogen peroxide group. Then, the cell viability was detected by MTT colorimetric 

method, lactate dehydrogenate activity were assayed by microplate reader; mitochondrial permeability transition 

pore was evaluated by ultraviolet spectrophotometer after 2 hours.  

RESULTS AND CONCLUSION: With the increase of the concentration of hydrogen peroxide, the spleen cell viability 

was significantly decreased (P < 0.01), and 0.2, 0.5, 1, 2 mmol/L hydrogen peroxide groups had the greatest reduction. 

Compared with the control group, N-acetyl-L-cytokine could significantly increase spleen cell viability (P < 0.01), 

decrease lactate dehydrogenate activity (P < 0.01) and decrease the opening state of mitochondrial permeability 

transition pore (P < 0.01). Compared with 0.5 mmol/L hydrogen peroxide group and 1 mmol/L hydrogen peroxide 

group, N-acetyl-L-cytokine+0.5 mmol/L hydrogen peroxide group and N-acetyl-L-cytokine+1 mmol/L hydrogen 

peroxide group could also increase spleen cell viability (P < 0.01), decrease lactate dehydrogenate activity (P < 0.01) 

and decrease the opening state of mitochondrial permeability transition pore (P < 0.01), respectively. These findings 

suggest that with the increase of the concentration of hydrogen peroxide, the spleen cell viability is significantly 

decreased in a dose-dependent manner, especially for 0.2, 0.5, 1, 2 mmol/L hydrogen peroxide; N-acetyl-L-cysteine 

can relieve the oxidative stress damage induced by hydrogen peroxide in metallothionein-Ⅰ/Ⅱ knockout mice spleen 

cells, through reducing the lactate dehydrogenase release and the opening state of mitochondrial permeability 

transition pore, and increasing spleen cell viability.  

Key Words: tissue construction; cytology experiments in tissue construction; metallothionein; metallothionein-Ⅰ/Ⅱ 

knockout mice; spleen; apoptosis; N-acetyl-L-cysteine; hydrogen peroxide; oxidative stress; mitochondrial 

permeability transition pore; cerebral ischemia/reperfusion; lactate dehydrogenase; the National Natural Science 

Foundation of China 
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0  引言 

 

金属硫蛋白是一种具有多种生物学效应的蛋白质，因能与锌、铜、镉等金属离子结合而

得名。其可分为金属硫蛋白Ⅰ、金属硫蛋白Ⅱ，金属硫蛋白Ⅲ，金属硫蛋白Ⅳ亚型，其中金

属硫蛋白Ⅰ，金属硫蛋白Ⅱ在多种组织中均有表达，金属硫蛋白Ⅲ的表达则局限于神经元及

男性生殖器官，而金属硫蛋白Ⅳ的表达则在鳞状上皮层
[1]
。目前已有较多研究表明，金属硫

蛋白Ⅰ/Ⅱ可参与多种疾病的发生、发展及预后如脑血管疾病、心脏病、急性肺损伤等，其具

体机制除金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ可调节机体内重要金属离子的动态稳定外，它还可对抗多种炎性递

质、清除氧自由基、抗细胞凋亡以及促细胞增殖等作用
[1-2]
。 

 

课题组前期研究发现，小鼠局灶性脑缺血再灌注2 h后，脑组织和脾脏中血管内皮生长因

子、Toll样受体4、骨髓分化因子88等炎症因子表达水平显著上调，说明脑缺血再灌注早期脑
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组织和脾脏中均发生了强烈的免疫炎症反应
[3-4]
。然而脑

缺血再灌注96 h后脾脏出现明显萎缩，苏木精-伊红染

色显示脾白髓区和红髓区组织严重破坏，可见凋亡细胞

且活细胞数目明显减少
[5]
。脑缺血再灌注后早期缺血脑

组织发出信号，诱导外周免疫器官脾脏产生大量的炎症

因子，使免疫细胞迁移入外周血液循环，产生大量的活

性氧，对脑神经功能的预后及脾脏本身均产生不利影 

响
[6]
。到脑缺血再灌注晚期大量炎性细胞的浸润使脾细

胞发生氧化应激损伤甚至凋亡，使免疫系统受到严重抑

制，易使脑缺血再灌注后患者出现感染或败血症，同样

严重影响脑缺血再灌注患者的预后。因此，实验推测减

轻脑缺血再灌注早期脾脏介导的免疫炎症反应引起的

氧化应激损伤，保护晚期脾细胞免受损伤和凋亡，扭转

免疫抑制状态，可能会有助于脑缺血再灌注后的神经功

能恢复。 

 

过氧化氢(H2O2)可引起氧化应激损伤，已被广泛用

作细胞损伤和凋亡的诱导剂
[7-10]

。N-乙酰-L-半胱氨酸

(N-Acetyl-L-Cysteine, NAC)是一种抗氧化剂，可直接清

除自由基，同时又是抗氧化酶谷胱甘肽的前体物质
[11]
，

对阻止细胞氧化损伤有重要的作用。实验以金属硫蛋白

Ⅰ/Ⅱ敲除鼠脾脏为研究对象，通过H2O2损伤小鼠脾细

胞和线粒体模拟脑缺血再灌注后脾脏的氧化应激损伤，

观察在没有金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ抗氧化保护情况下，在细胞

和线粒体水平上脾脏对H2O2刺激的敏感性以及NAC对

其氧化损伤的拮抗作用，为保护脑缺血再灌注后脾组织

损伤和神经功能预后寻求新的思路。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学实验。 

时间及地点：于2012年2月至2012年8月在天津医

科大学基础医学院病理生理学实验室完成。 

材料： 

实验动物：健康7周龄金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除小鼠，

毛色灰色，品种编号002211，品系名称129S7/SvEvBrd-

金属硫蛋白1tm1Bri 金属硫蛋白2tm1Bri/J，购于美国

Jackson实验室。SPF级饲养，维持室内温度(21±2) ℃，

相对湿度30%-70%，光照周期12 h /12 h，自由饮水进

食，平均日饲料消耗量5 g(8周龄)，平均日饮水消耗量

6.0-7.0 mL(8周龄)。饲养到8周龄，生理状态良好，体

质量达到21-23 g后，以雌雄2∶1配对繁殖，期间观察

阴道栓。妊娠期19-21 d，平均每窝产仔数为七八只，

出生时体质量1.0-2.0 g，哺乳期19-21 d。子代断乳后，

与父代分笼饲养，每次实验随机选取7-8周龄健康小鼠1

只用于实验，共选用20只健康鼠。 

小鼠脾细胞培养相关主要试剂及仪器： 

Main reagents and instrument for culture of mouse 

spleen cells: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞悬液的制备：无菌条件

下取成年金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除小鼠脾脏，用PBS冲洗2

次，用2 mL注射器抽取PBS，轻轻加压冲击脾脏，直到

脾脏变白为止。收集脾细胞悬液于离心管中，         

1 000 r/min离心10 min，去上清，加入10倍体积的

Tris-NH4Cl红细胞裂解液 (139.6 mmol/L NH4Cl，  

16.96 mmol/L Tris, pH 7.2)，混匀静止10 min。然后    

1 000 r/min离心10 min，细胞沉淀用PBS清洗2次后，

重悬于含体积分数10%胎牛血清的RPMI-1640培养液

中
[12]
。 

H2O2损伤金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞模型的建立：用

细胞计数板计数，调整脾细胞悬液浓度为5×10
8
 L

-1
，种

于96孔板(100 μL/孔)，同时加入H2O2(使始终浓度分别

为0.1，0.2，0.5，1，2 mmol/L)，以正常培养组作为对

照组，每组设7个复孔。细胞于37 ℃、体积分数5%CO2

孵育箱中培养2 h，每孔加入质量浓度5 g/L的MTT    

10 μL，继续培养4 h，加三联溶解液(SDS 10 g，异丁

醇 5 mL， 10 mol/L HCl 0.1 mL，双蒸水溶解至       

100 mL)100 μL/孔，放入培养箱内继续孵育4-6 h，镜

下观察，待结晶全部溶解后于酶标仪570 nm处测吸光度

值(A)
[7-8, 13]

。实验重复3次。 

 

 

 

NAC对H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞的

保护作用检测：根据MTT结果选择不同浓度H2O2(0.5，  

试剂及仪器 来源 

胎牛血清，RPMI-1640培养基 

噻唑蓝，D-甘露醇，EGTA 

N-乙酰-L-半胱氨酸(NAC) 

Hepes 

乳酸脱氢酶测定试剂盒(酶标仪法) 

H2O2 

酶标仪 

4 ℃高速离心机 

CO2孵育箱 

无菌超净台 

UV1102紫外分光光度计 

美国 Thermo scientific公司 

美国 Amresco公司 

北京 Solarbio公司 

Sanland chemical 公司 

南京建成生物工程研究所 

北京化工厂 

美国 Perkin Elmer公司 

美国 Sigma公司 

德国 Binder公司 

新加坡 ESCO公司 

上海天美科学仪器有限公司 

细胞相对存活率(%)=(各实验组 A值-空白对照组 

A 值)/(正常对照组 A 值-空白对照组)×100% 
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1 mmol/L)诱导脾细胞凋亡，加入NAC(使其终浓度为 

10 mmol/L)处理，实验具体分为对照组、NAC组、    

0.5 mmol/L H2O2组、 1 mmol/L H2O2组、 NAC+      

0.5 mmol/L H2O2组、NAC+1 mmol/L H2O2组共6组，每

组设7个复孔，37 ℃、体积分数5%CO2孵育箱中培养2 h

后MTT检测细胞活力；按照乳酸脱氢酶测定试剂盒说明

书测定每组乳酸脱氢酶的活性。 

线粒体分离提取与线粒体通透性转换孔(mitochondrial 

permeability transition pore, MPTP)开放情况测定：取成年

金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾脏置于冰上，用预冷的PBS

冲洗2次后，置于玻璃匀浆器中，加入10倍体积的线粒

体提取试剂 (50 mmol/L Hepes，1 mol/L甘露醇，    

350 mmol/L蔗糖，5 mmol/L EGTA, pH 7.5)，冰上匀浆。

匀浆液在4 ℃离心机中，以600×g离心5 min，取上清  

11 000×g离心10 min
[14]
，所得沉淀用线粒体通透性转换

孔测试递质(230 mmol/L甘露醇，70 mmol/L蔗糖，     

3 mmol/L Hepes, pH 7.4)悬浮11 000×g离心10 min，沉

淀即为提取的线粒体。线粒体用线粒体通透性转换孔测

试递质悬浮，并随机分为对照组、NAC组、0.5 mmol/L 

H2O2组、1 mmol/L H2O2组、NAC+0.5 mmol/L H2O2组、

NAC+1 mmol/L H2O2组共6组 (n=6，NAC终浓度为   

10 mmol/L)，置于37 ℃、体积分数5%CO2孵育箱中培

养2 h。每组用线粒体通透性转换孔试递质补足到3 mL

混匀。UV1102型紫外分光光度计540 nm波长处测吸光

度值
[15-16]

。 

主要观察指标：① MTT检测脾细胞活力。②酶标仪

检测培养液上清乳酸脱氢酶的活力。③线粒体水平上，

紫外分光光度计检测线粒体通透性转换孔开放情况。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，所有统计分析

均使用SPSS 16.0统计学软件进行数据分析。组间均数

差异的比较采用单因素方差分析法。方差齐时，多组间

数据比较使用LSD法；方差不齐时，采用Tamhane’s T2

法，检验水准α=0.01。 

   

2  结果 

 

2.1  金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细胞对H2O2处理呈

浓度依赖性   用不同浓度H2O2(0.1，0.2，0.5，1，     

2 mmol/L)处理金属硫蛋白Ⅰ /Ⅱ  敲除鼠脾细胞2 h

后，MTT测定结果发现，与对照组相比，0.1，0.2，

0.5， 1， 2 mmol/L H2O2组使细胞活力显著下降      

(P < 0.01)，不同浓度H2O2组间脾细胞活力差异有显

著性意义(P < 0.01)。见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  NAC能够改善H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除

鼠脾细胞活力  MTT检测表明，与对照组相比，NAC组

能显著提高脾细胞活力(P < 0.01)，与0.5 mmol/L H2O2

相比，NAC+0.5 mmol/L H2O2组能显著改善0.5 mmol/L 

H2O2诱导的脾细胞活力下降(P < 0.01)，与1 mmol/L 

H2O2 相比， NAC+1 mmol/L H2O2 组能显著改善       

1 mmol/L H2O2诱导的脾细胞活力下降(P < 0.01)，但

NAC+0.5 mmol/L H2O2组和NAC+1 mmol/L H2O2组与

对照组相比，脾细胞活力仍降低，见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  NAC能减轻H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠

脾细胞乳酸脱氢酶活性  乳酸脱氢酶是糖酵解过程中

表 1  不同浓度 H2O2对金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾细胞活力

的影响 

Table 1  Effect of different concentrations of hydrogen peroxide 

on spleen cell relative viability in metallothionein-Ⅰ/Ⅱ 

knockout mice                          (x
_

±s, n=7)               

 

 

注：单因素方差分析结果显示，不同浓度 H2O2 组间脾细胞活力差异有

显著性意义(P < 0.01)。证实 H2O2是浓度依赖性抑制金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲

除小鼠的脾细胞活力。 

 

      组别 吸光度值 相对细胞活力(%) 

 

对照组 

 

0.131±0.005 

 

100.00±0.00 

过氧化氢 0.1 mmol/L 0.103±0.002  78.46±1.32 

过氧化氢 0.2 mmol/L 0.041±0.002  32.68±1.11 

过氧化氢 0.5 mmol/L 0.023±0.001  18.38±0.68 

过氧化氢 1 mmol/L 0.018±0.001  14.10±0.73 

过氧化氢 2 mmol/L 0.016±0.000  12.14±0.62 

 

表 2  N-乙酰-L-半胱氨酸对 H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲

除小鼠脾细胞活力的影响 

Table 2  Effect of N-acetyl-L-cysteine on hydrogen peroxide- 

induced spleen cell relative viability in metallothionein-

Ⅰ/Ⅱ knockout mice                     (x
_

±s, n=7)                                  

 

 

与对照组比，
a
P < 0.01；与 0.5 mmol/L 过氧化氢组比，

b
P < 0.01； 与     

1 mmol/L过氧化氢组比，
c
P < 0.01，单因素方差分析。 

注：N-乙酰-L-半胱氨酸能改善 H2O2 诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾

细胞活力。 

 

组别 吸光度值 相对细胞活力 (%) 

 

对照组 

 

0.042±0.006 

 

100.00±0.00 

N-乙酰-L-半胱氨酸 10 mmol/L 0.056±0.004  137.43±4.71
a
 

H2O2 0.5 mmol/L 0.028±0.001  74.10±2.71
a
 

H2O2 1 mmol/L 0.025±0.002  63.66±2.55
a
 

N-乙酰-L-半胱氨酸+ 

0.5 mmol/L H2O2 

0.035±0.001   77.04±1.50
ab

 

N-乙酰-L-半胱氨酸+ 

1 mmol/L H2O2 

0.034±0.002   76.44±0.19
ac
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一种重要的酶，任何原因引起的细胞损伤均可导致乳酸

脱氢酶漏出，使培养液中乳酸脱氢酶活性增加。 

 

处理2 h后乳酸脱氢酶测定结果显示，与对照组相

比，NAC组乳酸脱氢酶活力显著降低(P < 0.01)，0.5，

1 mmol/L H2O2组培养液上清乳酸脱氢酶活力升高(P < 

0.01)，但增加10 mmol/L NAC处理后，与0.5 mmol/L 

H2O2相比，NAC+0.5 mmol/L H2O2组培养液上清乳酸脱

氢酶活力明显降低(P < 0.01)，与1 mmol/L H2O2相比，

NAC+1 mmol/L H2O2组培养液上清乳酸脱氢酶活力也

明显降低(P < 0.01)，但是NAC+0.5 mmol/L H2O2组和

NAC+1 mmol/L H2O2组与对照组相比，乳酸脱氢酶活力

仍升高，见表3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  NAC能减轻H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠

脾细胞线粒体通透性转换孔开放和线粒体肿胀  线粒

体通透性转换孔开放可对甘露醇和蔗糖高通透造成线

粒体膨胀，线粒体吸光度值减少。因而，通过检测线粒

体吸光度值的变化可反映线粒体通透性转换孔的开放

情况
[15]
。 

 

处理2 h后测定结果显示，与对照组相比，NAC组

线粒体吸光度值升高(P < 0.01)，0.5、1 mmol/L H2O2 组

线粒体吸光度值降低(P < 0.01)，但增加10 mmol/L NAC 

处理后，与0.5 mmol/L H2O2相比，NAC+0.5 mmol/L 

H2O2组线粒体吸光度值显著增加 (P < 0.01)，与       

1 mmol/L H2O2相比，NAC+1 mmol/L H2O2组线粒体吸

光度值也显著增加(P < 0.01)，NAC+0.5 mmol/L H2O2

组和NAC+1 mmol/L H2O2组与对照组相比，线粒体吸光

度值也是增高的，说明NAC能明显改善H2O2(0.5，     

1 mmol/L)诱导的线粒体通透性转换孔开放和线粒体肿

胀。见表4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

保护脾细胞免受脑缺血再灌注介导的炎症因子浸

润引起的氧化应激损伤和凋亡，维持机体正常免疫功

能，对脑缺血再灌注预后有重要意义。脑缺血再灌注数

小时内即可激活全身免疫系统，免疫系统处于激活状

态，脾组织中有大量炎症因子浸润，这些炎症因子能产

生大量的活性氧，加重脑缺血再灌注患者的损伤
[17]
。有

研究表明脑缺血再灌注后外周血中活性氧会显著增加，

并且一些抗氧化酶类如超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和

非酶类如谷胱甘肽、维生素C等活性出现降低。脾切除

能减轻脑缺血再灌注早期全身的炎症反应，并能增加外

周血中抗氧化剂含量，对损伤脑组织具有一定的保护作

用
[18]
。但是脾脏切除后会引发和脑缺血再灌注晚期脾细

胞凋亡一样的后果，使免疫系统处于抑制状态，增加脑

缺血再灌注患者发生感染的机会，不利于脑缺血再灌注

后患者的预后。因此，脾脏应成为治疗脑缺血再灌注损

伤的重要靶点，脑缺血再灌注早期免疫系统的增强和脑

缺血再灌注晚期免疫系统的抑制，都会对脑缺血再灌注

预后产生不利影响。减轻脑缺血再灌注早期因免疫系统

增强而引起的氧化应激损伤和保护脑缺血再灌注晚期

脾细胞凋亡，应该成为治疗脑缺血再灌注损伤的关键。

表 3  N-乙酰-L-半胱氨酸对 H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲

除小鼠脾细胞乳酸脱氢酶活力的影响 

Table 3  Effect of N-acetyl-L-cysteine on lactate dehydrogenase 

activity in hydrogen peroxide-induced spleen cells in 

metallothionein-Ⅰ/Ⅱ knockout mice       (x
_

±s, n=3)                                   

 

 

与对照组比，a
P < 0.01；与 0.5 mmol/L 过氧化氢组比，b

P < 0.01；与      

1 mmol/L 过氧化氢组比，c
P < 0.01，单因素方差分析。 

注：N-乙酰-L-半胱氨酸能改善 H2O2 诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾

细胞乳酸脱氢酶活力。 

 

组别 乳酸脱氢酶活力(μkat/L) 

 

对照组 

 

 58.41±0.69 

N-乙酰-L-半胱氨酸 10mmol/L  57.08±0.23
a
 

过氧化氢 0.5mmol/L  88.02±0.40
a
 

过氧化氢 1 mmol/L  89.75±0.46
a
 

N-乙酰-L-半胱氨酸+0.5 mmol/L H2O2   64.28±0.61
ab

 

N-乙酰-L-半胱氨酸+1 mmol/L H2O2   78.95±0.23
ac

 

 

表 4  N-乙酰-L-半胱氨酸对 H2O2诱导的脾细胞线粒体通透

性转换孔的影响 

Table 4  Effect of N-acetyl-L-cysteine on the opening state of 

mitochondrial permeability transition pore in H2O2- 

induced spleen cells in metallothionein-Ⅰ/Ⅱ knockout 

mice                                   (x
_

±s, n=6)                                   

 

 

与对照组比，a
P < 0.01；与 0.5 mmol/L 过氧化氢组比，b

P < 0.01；与      

1 mmol/L过氧化氢组比，c
P < 0.01，单因素方差分析。 

注：N-乙酰-L-半胱氨酸能减轻 H2O2 诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除小鼠脾

细胞线粒体通透性转换孔开放和线粒体肿胀。 

 

组别 线粒体吸光度值 

 

对照组 

 

0.039±0.001 

N-乙酰-L-半胱氨酸 10 mmol/L  0.055±0.001
a
 

过氧化氢 0.5 mmol/L  0.038±0.001
a
 

过氧化氢 1 mmol/L  0.035±0.001
a
 

N-乙酰-L-半胱氨酸+0.5 mmol/L H2O2  0.048±0.001
ab

 

N-乙酰-L-半胱氨酸+1 mmol/L H2O2  0.047±0.002
ac
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实验在细胞和线粒体水平，应用过氧化氢作为脾脏氧化

应激损伤的诱导剂，并加入抗氧化剂NAC作干预处理，

为脑缺血再灌注损伤的治疗寻找新的方法。 

 

已有研究表明金属硫蛋白具有强大的抗氧化能力。

它们最大的特性就是能与铜、锌、镉等金属离子结合，

维持金属离子稳态，且能保护机体免受镉、汞等金属离

子中毒引起的氧化应激损伤
[1]
。给啮齿动物肝脏注射如

四氯化碳、甲萘醌和百枯草等导致自由基形成的化合物

后，金属硫蛋白在基因和蛋白水平表达均有所升高；许

多诱导氧化应激损伤的因素如氯仿、松节油、马来酸二

乙酯，同样可以在体内外诱导金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ的表   

达
[2]
。Yu等

[19]
在中枢神经系统研究中发现，金属硫蛋白

Ⅰ/Ⅱ通过减少或直接清除氧自由基，稳定线粒体膜电

位，从而保护天门冬氨酸诱导的氧化应激损伤。金属硫

蛋白Ⅰ/Ⅱ除了能拮抗氧自由基引起的氧化应激以外，还

能降低Caspase-3的活力并增加兴奋性神经递质谷氨酸

的含量，从而保护脑组织免受氧化应激损伤
[20]
。实验以

金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾脏为研究对象，观察在没有

金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ抗氧化保护下，脾细胞对过氧化氢刺激

的敏感性及NAC抗氧化作用。 

 

H2O2诱导金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细胞损伤呈

浓度依赖性。实验发现0.1，0.2，0.5，1，2 mmol/L H2O2

处理2 h后，提示金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细胞活力随

H2O2浓度的增加逐渐下降，且对0.2，0.5，1，2 mmol/L 

H2O2刺激更为敏感。H2O2可直接氧化细胞膜上的蛋白

质及脂质，极易穿透细胞膜进入细胞内，并在铁、铜、

镉、镍等金属离子存在下生成氧化活性更强的羟自由基

[(Fe, Cu, Cd, Ni)
2+

+H2O2 (Fe, Cu, Cd, Ni) 
3+

+      

OH
–
 +•OH]，在没有金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ对金属离子缓冲的

情况下，0.1 mmol/L H2O2处理脾细胞2 h后，脾细胞活

力即出现了下降，同样处理2 h后0. mmol/L H2O2则使脾

细胞活力出现了明显下降，0.5 mmol/L H2O2则使脾细

胞活力出现了显著下降，1，2 mmol/L H2O2则使脾细胞

活力下降更加显著。产生的羟自由基能干扰细胞内正常

代谢环境，活化Caspase-3等促凋亡因子造成线粒体损

伤、DNA双链断裂，细胞最终发生坏死和凋亡
[21-22]

。 

 

选用10 mmol/L NAC干预过氧化氢诱导的金属硫

蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠脾细胞和线粒体。NAC作为抗氧化剂，

已被广泛用于拮抗各种氧化应激损伤。有研究表明，感

染寄生虫的人单核细胞给予超氧化物歧化酶抑制剂处

理后，过量的超氧化物能诱导寄生虫死亡，当给予    

10 mmol/L NAC后可翻转这一现象
[23]
。Xie等

[24]
研究发

现过氧化氢酶缺失的腺苷酸活化蛋白激酶突变C.线幼

虫与腺苷酸活化蛋白激酶突变C.线幼虫相比，体内过氧

化氢含量显著增高，给予10 mmol/L NAC后能显著降低

其体内过量的过氧化氢。NAC也能保护淡水真涡虫镉中

毒引起的氧化应激损伤，并能明显降低其体内聚集的

镉，指出NAC不仅具有强大的抗氧化能力，也是金属离

子的螯合剂
[25]
。这些研究均将NAC应用在寄生虫上，实

验将其应用在了金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠脾细胞和线粒

体上，观察10 mmol/L NAC能否拮抗过氧化氢引起的氧

化应激损伤。 

 

NAC处理H2O2诱导的金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾

细胞，发现10 mmol/L NAC能有效拮抗H2O2引起的金属

硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细胞氧化应激损伤，但       

10 mmol/L NAC并不能完全反转脾细胞的氧化应激损

伤。根据MTT结果发现1，2 mmol/L H2O2对脾细胞损伤

程度差别不大，故只选用了0.5, 1 mmol/L H2O2两个浓

度观察NAC的抗氧化损伤能力。各组同样处理金属硫蛋

白Ⅰ/Ⅱ敲除鼠脾细胞2 h后MTT检测细胞活力，与对照

组相比，NAC组使细胞活力从100%增加到了137.43%，

分别与0.5 mmol/L H2O2组、1 mmol/L H2O2组相比，

NAC+0.5 mmol/L H2O2组和NAC+1 mmol/L H2O2组使

细胞活力分别由74.10%，63.66%提高到77.04%，

76.44%，说明NAC能有效提高过氧化氢诱导的脾细胞

活力的下降，但脾细胞活力还是低于对照组。 

 

乳酸脱氢酶的释放是细胞损伤的重要标志，任何原

因引起的细胞损伤均会导致乳酸脱氢酶的释放。通过酶

标仪法测定培养液上清乳酸脱氢酶的活性，进一步验证

NAC能否有效拮抗H2O2对细胞的损伤，发现与对照组相

比，NAC组使乳酸脱氢酶活力从下降了2.28%，分别与

0.5 mmol/L H2O2组、1 mmol/L H2O2组相比，NAC+  

0.5 mmol/L H2O2和NAC+1 mmol/L H2O2组使培养液上

清中乳酸脱氢酶活力分别下降26.97%和12.04%，但乳

酸脱氢酶的活力还是高于对照组。这些结果均揭示在没

有金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ抗氧化作用下，NAC能减轻金属硫

蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细胞氧化应激损伤但不能有效反转

这一损伤。 

 

实验结果发现，10 mmol/L NAC能减少H2O2诱导的

脾细胞细胞线粒体通透性转换孔的开放和线粒体肿胀，
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但10 mmol/L NAC也不能完全反转脾线粒体的氧化应

激损伤。实验从线粒体水平，测定脾细胞线粒体通透性

转换孔开放和线粒体肿胀，来衡量过氧化氢和NAC对线

粒体氧化应激的影响。 

 

在前期研究中发现H2O2可引起强烈的氧化应激反

应，线粒体是氧化应激的主要场所，H2O2可直接攻击线

粒体膜脂质，引发脂质过氧化反应，破坏线粒体膜完整

性及通透性，使线粒体跨膜电位发生改变
[26-27]

。线粒体

跨膜电位的改变是细胞凋亡的早期标志，线粒体通透性

转换孔是位于线粒体内外膜间的非选择性电压道，对于

维持线粒体跨膜电位具有重要作用。用不同浓度

H2O2(0.5, 1 mmol/L)处理金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 敲除鼠脾细

胞线粒体2 h后发现，与对照组相比，NAC组使线粒体

吸光度增加了41.03%，分别与0.5 mmol/L H2O2组、    

1 mmol/L H2O2组相比，NAC+0.5 mmol/L H2O2和

NAC+1 mmol/L H2O2组可使线粒体吸光度分别增加

26.32%和34.29%，说明NAC可减轻过氧化氢诱导的线

粒体通透性转换孔的开放。 

 

生理情况下，线粒体通透性转换孔一般处于关闭状

态。钙超载、氧化应激等损伤可使线粒体通透性转换孔

出现不可逆开放，水和溶质的进入使线粒体基质肿胀，

线粒体去极化，并导致线粒体外膜破裂，内膜蛋白包括

乳酸脱氢酶、细胞色素C、Caspase在内的各种活性蛋

白进入到细胞质中，最终DNA断裂导致细胞坏死和凋 

亡
[28]
。最近有研究发现心肌缺血再灌注损伤及神经退化

性疾病如阿尔兹海默病、多样硬化引起的氧化应激损伤

都与线粒体通透性转换孔的开放有关，线粒体通透性转

换孔已经成为治疗心脑血管病的研究热点
[29-30]

。 

 

实验通过外源性过氧化氢诱导金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ 小

鼠脾细胞损伤，模拟脑缺血再灌注后脾脏细胞的氧化应

激损伤和凋亡，为治疗脑缺血再灌注损伤寻求新的思

路。发现在没有金属硫蛋白Ⅰ/Ⅱ抗氧化保护下，金属硫

蛋白Ⅰ/Ⅱ小鼠脾细胞活力随H2O2浓度的增加逐渐下

降，且脾细胞对0.2，0.5，1，2 mmol/L H2O2刺激最为

敏感，并将抗氧化剂NAC作为治疗剂，发现在细胞和线

粒体水平，10 mmol/L NAC能改善氧化应激损伤引起的

脾细胞活力下降、乳酸脱氢酶释放和线粒体通透性转换

孔开放。 
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