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铜对肉鸡肝细胞线粒体膜通透性及呼吸的影响
曹华斌 ,苏荣胜 ,李和平 ,郭剑英 ,李成梅 ,唐兆新

(华南农业大学 兽医学院 临床兽医系 ,广东 广州　510642 )

　　摘要 : 为进一步了解铜对生物体的生物学效应 ,选用硫酸铜作为铜源 ,向即时分离的肉鸡肝细胞线粒体

培养液内加入终浓度分别为 5、10、20μmol/ L 的铜 (以铜计) ,孵育 10 min后 ,观察肝细胞线粒体膜通透性及

呼吸的变化。结果显示 ,铜对线粒体膜通透性转换孔有较显著的影响 ,造成线粒体不同程度的肿胀 ,表现为

线粒体悬液在 540 nm处的吸光值下降 ,且铜浓度越高 ,吸光值下降越明显 ,在孵育 6 min后 3种浓度的吸光

值下降百分比差异显著 ( P < 0. 05) 。随着铜浓度的升高 ,线粒体呼吸逐渐减弱 ,RCR、P/ O、O PR均显著降低

( P < 0. 05) ,这些变化可能是微量元素铜对生物机体产生毒害作用的本质原因之一。
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Effects of copper on membrane permeability and respiration of
mitochondria from broiler hepatocyte
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　　Abstract : To f urt her understand the biologic f unctions of copper in animals , using copper ( Ⅱ) sulfate

anhydrous as the source of copper ,mitochondrial permeability and respiration were observed af ter incuba2
ting t he mitochondria which was f reshly isolated f rom broiler hepatocyte wit h 5 ,10 and 20μmol/ L of final

concent ration copper for 10 min , respectively. The effect of copper on t he mitochondrial permeability t ran2
sition pore was significant , resulting in swelling of mitochondria to some degree which was manifested by

decrease of absorbance at 540 nm and t he absorbance decreased dramatically wit h increase of copper concen2
t ration. After incubating for 6 min , the percentage of absorbance decrease among t he above 3 concent ra2
tions was significant ( P < 0. 05) . Similarly , t he respiration of mitochondria worn off with increase of copper

concent ration , and t he values of RCR , P/ O and O PR decreased significantly correspondingly ( P < 0. 05) .

The result s showed t hat t hese changes may rep resent one of t he essential reasons of copper poison in

organisms.
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　　19 世纪时人们已开始认识到了铜对生物体的

重要性 ,到 20世纪初 ,铜被确认为动物体的必需微

量元素之一 ,并通过大量的研究证实 ,铜在生物体的

正常生长发育中发挥着广泛的生物学效应[1 ]。但

是 ,其作用机理大部分还是基于较宏观的推断与概

括 ,真正从生物细胞、亚细胞或分子水平评估铜的生

物学功能在国内尚未见报道 ,但在国外则有较多研

究。线粒体是细胞内主要的能量形成所在 ,也是对

各种损伤最为敏感的细胞器之一 ,所以无论在生理

上或病理上都具有十分重要的意义。研究表明 ,体

细胞的生死开关———线粒体膜通透性转变孔 ( mito2
chondrial permeability t ransition pore ,MP TP)的开

放导致细胞色素 c、凋亡因子 (A IF) 、Ca2 +释放到细

胞质中 ,激活凋亡蛋白家族的主要成员胱冬肽酶 ,或

独立破坏核内染色质 ,或作用于其他 Ca2 +依赖性蛋

白 ,从而使整个细胞的结构遭到破坏和功能紊乱。
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铜可造成生物体细胞产生活性氧的能力加强 ,促使

体细胞 DNA的裂解 ,从而过早地凋亡[2 ] ,并可增加

线粒体膜通透性转换孔对其他化学物质的敏感性 ,

造成线粒体基质的钙超载 ,膜通透性增加 ,继而促使

线粒体肿胀、死亡[3 ]。Krumschnabel 等[4 ] , Nawaz

等[5 ]在缺铜饮食造成心肌肥厚的动物模型中发现 ,

铜在心肌细胞线粒体 A TP合成过程中有重要的作

用 ,可使 A TP合成受阻或减少 ,最终影响线粒体正

常的呼吸链反应 ,造成心肌供氧不足 ,影响正常的生

命活动[6 ]。笔者基于国外的研究现状 ,使用不同剂

量的铜 ,在体外对肉鸡肝细胞线粒体进行孵育 ,观察

其对线粒体膜通透性转换孔和呼吸的影响 ,为进一

步分析铜对生物体亚细胞结构的作用提供科学依

据 ,以为深层次地探讨铜的生物学特性奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

　　体重 1. 5～2. 0 kg的 4周龄雄性科宝肉鸡 6只

购自深圳某种鸡场。

1. 2　主要试剂和仪器

　　琥珀酸钠购自 Sigma公司 ;考马斯亮蓝为 Am2
resco公司产品 ;羟乙基哌嗪乙磺酸 ( H EPES) 、32N2
吗啉丙烷磺酸 (Mop s) 、乙二醇四乙酸酯 ( EGTA)等

试剂均为国产分析纯。5804R型高速大容量冷冻离

心机为德国 Eppendorf 公司生产 ; K5424 型组织匀

浆器为美国 Glas2col 公司生产 ; UV2V IS 8500 型分

光光度计为上海天美科学仪器有限公司生产 ;

5300A型溶氧仪为 Oroboros Oxygrap h公司生产。

1. 3　主要试剂的配制

　　分离缓冲液 Ⅰ: 220 mmol/ L D2甘露醇 + 70

mmol/ L 蔗糖 + 2 mmol/ L H EPES + 1 mmol/ L

EGTA + 0. 5 mg/ mL BSA ,p H7. 4 ( KO H) ;分离缓

冲液Ⅱ:220 mmol/ L D2甘露醇 + 70 mmol/ L 蔗糖

+ 2 mmol/ L H EPES + 0. 5 g/ L BSA , p H7. 0

( KO H) ;分离孵育液 : 220 mmol/ L D2甘露醇 + 70

mmol/ L 蔗糖 + 2 mmol/ L H EPES ,p H7. 0 ( KO H) ;

考马斯亮蓝 G2250 染色液 : 100 mg 考马斯亮蓝 G2
250溶解于 50 mL 950 mL/ L 的乙醇中 ,加入 85

mL/ L 的磷酸 100 mL ,加水稀释至 1 L ; P TP测定介

质 :213 mmol/ L 的 D2甘露醇 + 70 mmol/ L 蔗糖 + 3

mmol/ L H EPES ,p H7. 4 ( KO H) ; P TP混合液 :0. 1

mol/ L 琥珀酸钠 + 1. 5 mmol/ L 鱼藤酮 , p H7. 4

( KO H) ,溶剂为 P TP测定介质 ;线粒体呼吸反应介

质 :80 mmol/ L KCl + 50 mmol/ L Mop s + 5 mmol/ L

KH2 PO4 + 1 mmol/ L EGTA + 1 g/ L BSA ,p H7. 0

( KO H) 。

1. 4　肝细胞线粒体的分离

　　参照 Takeyama等[7 ]介绍的方法进行。肝细胞

线粒体蛋白浓度的测定采用考马斯亮蓝法 ,孵育液

稀释成 3 g/ L。值得注意的是 :线粒体在室温时易

失活 ,因此 ,以上操作过程均要求在冰浴中进行。

1. 5　肝细胞线粒体膜通透性的测定

　　参照 Krumschnabel 等[4 ]、He等[8 ]介绍的方法

进行。选 540 nm 波长扫描程序 ,设置扫描时间为

2 400 s ,吸光值为 0～1. 5。紫外分光光度计预热 30

min后 ,用 3 mL 测定介质调零 ,将 300μL 线粒体加

入 2 670μL 测定介质中 ,再加入 P TP 混合液 30

μL ,25 ℃孵育 3 min ,以 3 mL 测定介质作为对照 ,测

定孵育后的含 300μL 线粒体的测定介质的吸光值 ;

测定 Ca2 +和 Cu2 + 对线粒体膜通透性的影响时 ,步

骤同上 ,只是在 25 ℃孵育 3 min 后加入相应量的

Ca2 +和 Cu2 + ,但要保证测定液总量的一致 (3 mL ) 。

数据的采集方法 :设开始吸光度为 A 0 ,即时吸光度

为 A min , A % = ( A 0 2A min ) / A 0 ,计算在第 1、6、16、20

min时间点上的吸光度下降百分比。

1. 6　线粒体呼吸功能的测定

　　采用 Clark氧电极法。电极反应器中加入反应

介质和鱼藤酮 (终浓度为 5μmol/ L ) ,总体积为 3

mL ,反应体系 35 ℃预保温 10 min ,加入线粒体 200

μL ,以琥珀酸钠 (终浓度为 10 mmol/ L)启动Ⅳ态呼

吸 ,等呼吸曲线斜率稳定后 (约 2 min) ,加入 10

mmol/ L 的二磷酸腺苷 ( ADP) 50μL 启动 Ⅲ态呼

吸 ,ADP耗完转入Ⅳ态呼吸。Ⅲ态与Ⅳ态呼吸耗氧

速度之比即为呼吸控制率 ( respiration cont rol rate ,

RCR) ,RCR = ST3/ ST4 ;磷氧比 ( P/ O) = ADP 浓

度/ Ⅲ态呼吸耗氧量 ;氧化磷酸化效率 (oxidative

p hosp horylation rate ,OPR) = Ⅲ态呼吸×磷氧比。

1. 7　数据处理

　　应用 J MP和 SPSS统计分析软件计算各组不

同时间的平均值和标准误差 ,通过 Ducans 新复极

差检验法 (DMR T法)比较各组间和组内的差异。

2　结果

2. 1　铜对肝细胞线粒体膜通透性的影响

　　在线粒体膜通透性反应液中分别加入 Cu2 + (10

μmol/ L)和 Ca2 + (10μmol/ L ) ,都会促使线粒体膜

通透性增加 ,表现为线粒体悬液在 540 nm处吸光值

随着培养时间的延长逐渐下降 (见图 1) ,其中 Cu2 +

(10μmol/ L)的影响更为明显 ,在 6 min 之后 Cu2 +

和 Ca2 +的吸光度下降百分比差异显著 ( P < 0. 05) ;
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不同浓度的铜 (5、10、20μmol/ L)孵育肝细胞线粒体

10 min后 ,线粒体膜通透性的变化为随着铜浓度的

升高 ,线粒体膜通透性逐渐增加 ,吸光值下降明显 ,

在 6 min之后三者的吸光度下降百分比差异显著 ( P

< 0. 05) ,见表 1。

2. 2　铜对线粒体呼吸功能的影响

　　用终浓度为 5、10、20μmol/ L 的铜离子孵育线

图 1　Cu2 +和 Ca2 +对肝细胞线粒体膜通透性影响的比较

Fig. 1　Comparison of between influences of Cu2 + and Ca2 + on

MPTP

1、2、3 :分别为对照、加 Ca2 + 、Cu2 +的线粒体

1 ,2 ,3 : The mitochondria of cont rol ,wit h Ca2 + or Cu2 + ,respectively

粒体 10 min后 ,都会促使线粒体呼吸的衰竭 ,单位

时间的耗氧量下降 ,其 P/ O、RCR、OPR 与对照组

(0μmol/ L Cu2 + )相比 ,均显著降低 ( P < 0. 05) ,见

表 2。且铜的浓度越高 ,影响越大。表明线粒体内

膜电子传递的速度下降 ,ADP对电子传递链电子传

递的控制程度降低 ,反映了氧化磷酸化过程在一定

程度上脱偶联 ,线粒体呼吸功能及能量代谢障碍 ,

A TP生成减少。

表 1　不同浓度铜孵育线粒体后各时间点的膜吸光值下降

百分比 ( n = 6)

Table 1　The percentage of absorbance decreasing after adding

Cu2 + of different concentrations %　

时间
/ min
Time

0μmol/ L
Cu2 +

5μmol/ L
Cu2 +

10μmol/ L
Cu2 +

20μmol/ L
Cu2 +

1 0. 37±0. 08a 0. 90±0. 10a 1. 67±0. 09b 2. 12±0. 03b

6 1. 37±0. 12a 9. 95±0. 18b 13. 19±0. 45c 20. 98±0. 06c

16 3. 34±0. 14b 28. 85±0. 23c 32. 27±0. 37d 41. 02±0. 09d

20 5. 06±0. 02b 35. 47±0. 39c 37. 91±0. 24d 43. 79±0. 09d

表中同一列及同一行标有不同字母的数据间差异显著 ( P < 0. 05) ,

下表同

The difference between data wit h t he different small letter wit hin a

column and a line is significant ( P < 0. 05) . The same as follows

表 2　不同浓度铜孵育线粒体的各项呼吸指数 ( n = 6)

Table 2　The respiratory indexes( RI) after adding Cu2 + of different concentrations

呼吸指数 RI 0μmol/ L Cu2 + 5μmol/ L Cu2 + 10μmol/ L Cu2 + 20μmol/ L Cu2 +

P/ O 0. 0328±0. 001a 0. 0307±0. 011b 0. 0235±0. 010c 0. 0182±0. 002d

RCR 3. 7836±0. 132a 3. 3846±0. 232b 2. 1857±0. 143c 1. 9301±0. 242d

OPR 453. 2674±15. 13a 411. 9674±12. 13b 374. 9055±10. 13c 345. 3173±9. 13d

3　讨论与结论

　　在生命科学高速发展的今天 ,人们开始从生物

膜的角度重新认识疾病的发生与发展 ,探索各种生

物膜与疾病的相互关系已成为当今生命科学发展的

一个崭新领域 ,也是对传统的膜病理学的重要补充

和发展[9 ]。线粒体膜内外的各种物质进出线粒体的

通道被称之为 MP TP ,是线粒体内外信息交流的中

心枢纽 ,其开放状态指示着线粒体正常功能的发挥

与否。国内外大量的研究表明 ,细胞核的变化是细

胞凋亡的表现形式 ,细胞质中线粒体的变化也是细

胞凋亡病理改变的重要部分 ,且更能反映细胞凋亡

的严重程度。线粒体膜通透性的改变是许多凋亡通

路的关键[10 ] ,可导致线粒体电子传递链与氧化磷酸

化解偶联、A TP 合成下降、线粒体内膜电位丧失、

Ca2 +外流、细胞内活性氧分子 ( ROS)增多、凋亡诱

导因子和细胞色素 C(Cyt C)释放 ,从而发生细胞凋

亡[6 ,11 ]。细胞发生凋亡时 ,线粒体发生一系列密切

相关的变化 ,其中以线粒体膜通透性的改变最为表

观和直接。线粒体损伤时 ,可造成线粒体膜通透性

增加 ,表现为用光学技术检测的吸光值下降。

　　具有氧化还原活性的金属离子铜 ( Cu2 + )通过

Feton反应能产生大量的 H2 O2和 O H ·,而 H2 O2

和 O H·能进一步诱发线粒体膜蛋白去极化 ,引起

内膜电位的下降 ,导致线粒体膜的通透性发生改

变[2 ,12 ]。事实上 ,通道开放是一种极端的抗氧化机

制 ,它不但能导致与呼吸作用有关的能量产生受到

完全的破坏 ,而且废除了呼吸作用的其他功能 ,如代

谢物质的转换 ,因此它有可能是在活性氧大量产生 ,

特别是在短时间内大量产生的极端条件下的保护措

施。显然在一些更为极端的条件下 ,即使利用通道

开放的防御体系也无法阻止细胞内过氧化产物的积
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累 ,这时细胞只有通过细胞凋亡途径来排除线粒体

内的活性氧 ( ROS) [13 ]。本研究结果表明 ,由于线粒

体内抗氧化剂和各种清除自由基的酶的存在 ,在反

应刚开始的一段时间内 ,线粒体膜的通透性变化不

是很大 ,随着反应的不断进行 ,线粒体内自由基清除

剂的活性和含量都不断减少 ,导致自由基的含量增

加 ,大大提高了线粒体内的自由基水平 ,引起线粒体

膜通透性转换孔迅速开放 ,吸光度下降 ,且随着铜离

子浓度的升高 ,影响增大 ,吸光度下降越明显。

　　线粒体基质中有 Pi 和 ADP存在时 ,呼吸链电

子才能以最大速率在完整的线粒体中进行传递 ,如

果缺乏 ADP ,则不出现磷酸化 ,称之为Ⅳ态呼吸 ;如

向系统中加入 ADP ,耗氧量便急剧增至最大 ,ADP

磷酸化为 A TP ,称之为 Ⅲ态呼吸。这种由 ADP浓

度控制电子传递速率的现象称为呼吸控制 ,RCR是

指Ⅲ态呼吸与Ⅳ态呼吸之比。O PR和 RCR是线粒

体活性和功能状态的主要指标。其中 OPR反映线

粒体的完整性及其功能状态。完整的线粒体的呼吸

控制率较高 ,而损伤或功能发生障碍的线粒体较低。

本研究结果表明 ,用铜离子终浓度为 5、10、20

μmol/ L 的硫酸铜孵育线粒体 , P/ O , RCR ,O PR 与

对照组相比 ,均显著降低 ( P < 0. 05) ,且铜的浓度越

高 ,影响越大。表明线粒体内膜电子传递速度下降 ,

ADP对电子传递链电子传递的控制程度降低 ,反映

氧化磷酸化过程在一定程度上的脱偶联 ,线粒体呼

吸功能及能量代谢障碍 ,A TP生成减少。

　　铜对线粒体膜通透性转换孔和线粒体呼吸均有

较显著的影响 ,造成线粒体不同程度的肿胀 ,呼吸功

能减弱 ,且随着铜浓度的升高 ,MP TP 和呼吸的变

化均很明显。这些变化可能是微量元素铜对生物机

体产生毒害作用的内在原因之一。
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