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摘 要：用具有三致作用且广泛存在于环境中的联苯胺对鱼肝脏线粒体进行了体外染毒，并进行了线粒体蛋白质的

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。结果表明，在一定范围内（０～５０μｇ·ｍＬ－１），随着联苯胺剂量的增加，线粒体蛋白质表达条带数逐渐
减少，且随染毒剂量的逐渐增大同时，分子量较小的差异表达条带数呈现逐渐消失的趋势。这一结果对进一步研究化学

致癌物对线粒体的损伤机理有重要意义。

关键词：联苯胺；线粒体损伤；线粒体蛋白质；表达差异

中图分类号：Ｘ５０３．２２５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７２－２０４３牗２００４牘０６－１０５８－０３

线粒体是动物细胞中除细胞核外唯一含有遗传

物质的细胞器，有一套相对独立而完整的基因表达、

复制、转录、翻译及加工装置，与细胞核有着千丝万

缕的联系；同时又是生命体的能量工厂，几乎提供了

生命体９８％的能量犤１犦。因此线粒体结构和功能的完整

对生命体的存在具有重大意义。同时，大量研究也表

明线粒体膜蛋白中的２％是由线粒体 ＤＮＡ翻译转录
而成，而线粒体膜控制着线粒体内外的物质传输、信

息传递及能量的交换，线粒体蛋白质的变化对线粒体

影响巨大。因此，线粒体膜蛋白在环境污染物作用下

的表达差异也在一定程度上反映了环境污染物对线

粒体遗传机制的损伤情况。
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联苯胺是一种白色或淡红色的粉状或片状晶体，

广泛应用于染料及染料中间体、香料、糖精行业和有

机化学合成的中间体等行业。随着此类化合物越来越

广泛的应用于各个工业部门，尤其是染料、制药和农

业杀虫剂等行业，其进入环境的途径也日益增多，带

来了极大的环境危害。现有的毒理研究表明联苯胺具

有急性中毒性、诱变性与致癌性，能引起一系列诸如

高铁血红蛋白症、膀胱癌、老年性痴呆等病症，特别是

由于能够深入线粒体，并作用于整个遗传体系进而产

生病理作用，而成为目前已公认的１９种职业致癌物
之一。为此１９９６年美国职业安全与卫生局将其定为
潜在致癌剂。目前对线粒体的研究主要集中于不同物

种的亲缘、特异条带或者集中于毒物对细胞核损伤情

况的研究 犤２、３犦，而对于环境污染物作用下的线粒体蛋

白质表达差异的研究却鲜见报道。

１ 材料与方法

１．１材料
武昌鱼（学名团头鲂，取于市场鲜购）；联苯胺（中

国医药公司北京供应站，９０％）。
１．２方法犤４、５犦

１．２．１线粒体的分离
取新鲜的鱼肝组织１５～２０ｇ，剪碎，加５～８倍体

积的ＢｕｆｆｅｒＡ（０．２５ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖＋３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ／
ＨＣｌ＋１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡｐＨ８．０），冰浴匀浆。匀浆液
过滤分离，取液相５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，取上清
液 １５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３０ｍｉｎ，沉淀即为粗质线粒
体。沉淀以每克肝组织加０．４０ｍＬＢｕｆｆｅｒＢ（３０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ＋１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ＋１．５％ＮａＡｃｐＨ７．５）
混合，再加入ＤＮａｓｅⅠ至浓度大于０．１０ｇ·Ｌ－１，２５℃
反应３０ｍｉｎ，冰浴冷却。加入２倍体积的ＤＮａｓｅⅠ反应
终止液，在１５０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心３０ｍｉｎ，沉淀即为
纯净的线粒体。

１．２．２线粒体的染毒处理
采用梯度染毒法对线粒体进行染毒处理，染毒时间

为２ｈ，温度为３５℃。
１．２．３线粒体蛋白质的提取

以每 ５ｇ肝组织获得的纯线粒体加入１ｍＬ的含
１０％ＴＣＡ和０．７％β－巯基乙醇的冷（－２０℃）丙酮溶液
为基准加入。搅拌后置于－２０℃过夜。次日在１５０００
ｒ·ｍｉｎ－１、４℃下离心１０ｍｉｎ牞弃上清液。沉淀再用含
０．７％β－巯基乙醇的冷（－２０℃）丙酮溶液清洗１～２
次，再次离心沉淀。干燥成粉备用。

１．２．４线粒体蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
电泳时按每 １ｍｇ加样加 ２０μＬ缓冲液 （５０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２％ＳＤＳ、０．１％溴酚蓝、１０％甘
油、１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１β－巯基乙醇），经１００℃变性处理
５ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ，上清液即可用
于ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。蛋白质经过电泳分离后，用考马
斯亮蓝Ｒ２５０染色，摄影。

２ 结果与分析

在本实验中我们采用不同浓度的联苯胺对鱼线

粒体进行体外染毒，如图１所示。依次采用的浓度梯
度为０、１０、２０、３０、５０μｇ·ｍＬ－１。

由图１可以看出，武昌鱼肝脏线粒体在联苯胺的
作用下，线粒体蛋白质的表达条带数随着联苯胺剂量

的增加呈现先增加后减少的趋势。在未受到污染的情

况下（图中Ａ），蛋白质的表达条带数为１２条带，当剂
量为１０μｇ·ｍＬ－１时，蛋白质的表达条带数为１４条，
增加的条带是较低分子量的蛋白质（如图中条带３和
８）。随着联苯胺作用浓度的进一步加大，蛋白质的差
异表达条带数逐渐减少，且减少的蛋白质条带呈现由

低分子量条带到高分子量条带逐渐减少的趋势。图中

我们可以清楚的看到，从 １０μｇ·ｍＬ－１到 ２０μｇ·
ｍＬ－１蛋白质的表达条带数减少了４条，且减少的条
带为２，３，８，１０号条带，而这些条带都属于低分子量
的条带，特别是２、３号条带，同样的从２０μｇ·ｍＬ－１

到３０μｇ·ｍＬ－１蛋白质条带数减少了３条，而从３０
μｇ·ｍＬ－１到５０μｇ·ｍＬ－１，则只减少了１条。

图１鱼肝脏线粒体蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｆｉｓｈｌｉｖｅｒａｆｔｅｒｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｗｉｔｈＳＤＳ－ＰＡＧＥ
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综上所述，鱼肝脏线粒体蛋白质的表达条带数随

着联苯胺剂量的增加呈现先增加后减少的过程，这可

能是在低剂量污染物毒性作用下，线粒体活性增强，

导致在这一剂量下的蛋白质表达条带数增多，相反的

随着联苯胺剂量的增加，线粒体的活性受到了抑制，

蛋白质表达条带数相应减少。同时，由于联苯胺的作

用，线粒体蛋白质的表达条带数变化表现为低分子量

的条带数变动明显，而高分子量条带数减少缓慢，这

是由于高分子量的蛋白质所对应的基因结构相对稳

定，外源污染物对线粒体遗传基因组的破坏作用也相

对较弱，而低分子量的蛋白质所对应的基因结构的稳

定性不如高分子量的蛋白质所对应的基因结构的稳

定性，因此容易与外源污染物发生作用，从而造成线

粒体蛋白质在表达差异上的不同。

３ 讨论

线粒体是细胞内死亡途径的重要感受者和放大

者，外源污染物通过对线粒体ＤＮＡ的作用，引发线粒
体ＤＮＡ序列的缺失与突变，进而改变线粒体ＤＮＡ的
遗传体系，促使线粒体ＤＮＡ在翻译转录线粒体蛋白
质时，造成线粒体蛋白质结构的缺失和变异，从而造

成线粒体结构与功能的紊乱，最终导致整个细胞体系

的程序性凋亡犤６犦。

在本实验中，我们采用具有三致作用且广泛存在

于环境中的联苯胺对线粒体进行体外染毒，并进行线

粒体蛋白质的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。结果表明，在一定范

围内（０～５０μｇ·ｍＬ－１）牞随着联苯胺剂量的增加，线
粒体蛋白质的表达条带数逐渐减少，且呈现染毒剂量

逐渐增大时，表达条带数随着差异条带分子量的逐渐

增大而逐渐消失的结论。由于致变过程中的线粒体蛋

白质主要来源于ｍｔＤＮＡ翻译转录，因此我们可以认
为线粒体蛋白质的表达差异在一定程度上反映了

ｍｔＤＮＡ在外源污染物作用下所引发的遗传变异。这
可能是由于联苯胺的分子量小，又有着与碱基对Ａ、
Ｔ、Ｇ、Ｃ相类似的结构，因此可以进入线粒体膜内，并
同时进入线粒体遗传系统，进而对线粒体ＤＮＡ结构产
生一定程度破坏，致使线粒体蛋白质产生表达差异。

参考文献：

犤１犦赵云罡，徐建兴．线粒体、活性氧和细胞凋亡犤Ｊ犦．生物化学与生

物物理进展牞２００１，２８（２）牶１６８－１７１．
犤２犦ＢａｒｄａｋｅｉＦ牞ＳｋｉｂｉｎｓｋｉＤＯ． ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＲＡＰＤｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎ

ｔａｉｌｓｐｉｎｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓａｎｄｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ犤Ｊ犦．ｌｉｅｒｅｄｉｔｙ牞１９９４牞

７３牗２牘牶１１７－１２３．
犤３犦ＫｉｍｂｅｒｌｉｎｇＤＮ牞ＦｅｒｒｅｉｒａＡＲ牞ＳｈｕｓｔｅｒＳＭ牞ｅｔａｌ．ＲＡＰＤｍａｒｋｅｒｅｓ

ｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｔｔｒａｃｔｉｏｎａｍｏｎｇｉｓｏｌａｔｅｄｎｏｒｔｈｅｒｎｌｅｏｐａｒｄｆｒｏｇｐｏｐｕ

ｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎＵＳＡ犤Ｊ犦．ＭｏｌＥｃｏｌ牞１９９６牞５牗４牘牶５２１－５２９．
犤４犦傅俊江牞李麓芸牞等．一种提高 ＲＡＰＤ技术扩增效率的有效方法

犤Ｊ犦．遗传牞２０００牞２２（４）：２５１－２５２．
犤５犦张 辉牞吴清江 ．一种改进的鱼类线粒体 ＤＮＡ的快速制备方法

犤Ｊ犦．水生生物学报牞１９９７牞２１牗３牘牶３１－３４．
犤６犦苏 循牞陈国强牞等．线粒体跨膜电位与细胞凋亡犤Ｊ犦．生物化学

与生物物理进展牞２００１，２８（１）牶３－５．


