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　　摘要:目的　探讨外源性谷胱甘肽 (glutathione, GSH)对饮水砷暴露小鼠体内不同组织器官砷形态分布的影响。

方法　将实验小鼠随机分为对照组 、 单纯染砷组及低 、 中和高剂量 GSH干预组。小鼠经饮水染砷 4周 , 并于最后一

周 , 在染砷同时腹腔注射不同剂量 GSH。 末次注射后 24 h处死小鼠 , 取血 、 肝和脑组织。 分别检测无机砷 (iAs)、

一甲基胂 (MMA)和二甲基胂 (DMA)的含量。结果　GSH干预组小鼠的肝和血中iAs和 MMA含量及血和脑中总砷

含量 (TAs)与单纯染砷组比较显著下降。 GSH干预组小鼠的肝和血一甲基化率 (PMR)和二甲基化率 (SMR)明显

升高。其中 , 高剂量 GSH干预组小鼠的肝 PMR和 SMR及血 SMR与单纯染砷组比较差异显著。结论　外源性 GSH可

以促进肝中 iAs的甲基化 , 加速砷化物从机体的排泄 , 从而可减少血中砷化物的含量 , 进而降低脑中砷化物的蓄积。
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Abstract:ObjectiveToexploretheeffectofexogenousglutathione(GSH)onthedistributionandthemorphousofarsenic

invariousorgansortissuesofmiceexposedtoarsenitethroughdrinkingwater.Methods　Micewererandomlydividedintofive

groups, whichwerecontrolgroup, arsenicexposuregroup, lowdoseGSHgroup, mediumdoseGSHgroup, andhighdose

GSHgroup, eightmiceineachgroup.Miceintheexperimentalgroupswereexposedtosodiumarsenitethroughdrinkingwater

contaminatedwith50 mg/Larsenicforfourconsecutiveweeks.Atthefourthweek, simultaneouslywiththearsenicexposure,

200 mg/kg, 400 mg/kgand800 mg/kgGSHwereintraperitoneallyinjectedtothemiceingroup3, 4, 5respectively.Twenty-

fourhoursafterthecessationofGSHadministration, micewereanaesthetizedandrapidlykilled, takingthesamplesofblood,

liverandimmediatelyforthedetectionofinorganicarsenic(iAs), monomethylarsine(MMA)anddimethylarsine(DMA)

withHG-AASmethod.Results　ItwasshowedthatthecontentsofiAsandMMAinliverandblood, aswellasthetotalcon-

tentsofarsenic(TAs)inbloodandbrainofGSHtreatedmicewereallsignificantlylowerthanthoseofAsexposedmice.Addi-

tionally, theprimarymethylationratio(PMR)andthesecondarymethylationratio(SMR)bothinliverandbloodwerehigher

thanthoseofAsexposedmice;thedifferencesofPMRandSMRinliver, andSMRinbloodbetweenhighdoseGSHtreated

miceandAs-exposedmicewerequitesignificant.Conclusions　TheresultssuggestedthattheexogenousGSHmightpromote

themethylationofinorganicarsenicinliver, increasetheexcretionofarsenidefromlivingbody, therebydecreasethecontentof

arsenideinbloodanditsdepositioninbrain.
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　　无机砷 (inorganicarsenic, iAs)是常见的自然环

境与职业环境的污染物之一 , 长期职业砷接触与环境

砷暴露可以对人类健康造成严重损伤。职业性砷中毒

是我国常见的职业病 , 而饮水型砷中毒又是我国主要

的地方病之一
[ 1]
。iAs进入人体后 , 主要被甲基化代谢

而形成不同形态砷甲基化物。最新的体内砷代谢模式

认为 , iAs的甲基化代谢是在砷 -三谷胱甘肽复合物

(arsenictriglutathione, ATG)的基础上进行的 , ATG

在砷甲基转移酶 (Cyt19)的催化下由 S-腺苷蛋氨酸提

供甲基 , 分别生成一甲基胂-二谷胱甘肽复合物 (mon-

omethylarsonicdiglutathione, MADG)和二甲基胂-谷胱

甘肽复合物 (dimethylarsonicglutathione, DMAG)。由

于 ATG和 MADG均不稳定 , 易受细胞内还原型谷胱甘

肽 (glutathione, GSH)水平的影响。因此 , 当细胞内

GSH水平过低时 , ATG和 MADG可以脱 GSH分别形
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成 iAs和 MMA, 导致砷甲基化代谢的中断
[ 2]
。这提示

提升细胞内 GSH的水平 , 既可促进 ATG的生成 , 又可

保持 MADG的稳定 , 从而有利于 iAs的甲基化过程。

故本实验拟通过给予外源性 GSH, 探讨其对砷暴露小

鼠体内不同组织器官砷形态分布的影响 , 为指导砷中

毒的防治工作提供实验依据 。

1　材料与方法

1.1　实验动物与分组

选用健康昆明种小鼠 40只 , 体重 (25.0±2.0)

g, 由中国医科大学实验动物中心提供。适应性喂养

1周后 , 将实验小鼠随机分为 5组 , 分别是对照组 、

单纯染砷组 (As)及低剂量 (As+GSH1)、 中剂量

(As+GSH2)和高剂量 (As+GSH3)GSH干预组 ,

每组各 8只小鼠 。

1.2　染毒与干预

将亚砷酸钠 (NaAsO2 , 分析纯 , 上海分析试剂

厂产品)用蒸馏水配制成含砷 50 mg/L的水溶液 ,

且每 24 h新鲜配制 。实验组小鼠以自由饮水方式饮

含砷水 , 对照组小鼠饮蒸馏水 , 共染砷 4周。在染砷

的第 4周 , 各 GSH干预组小鼠分别被腹腔注射 200、

400、 800 mg/kg的 GSH溶液 (用生理盐水配制),

对照和 As组小鼠被腹腔注射生理盐水 , 共注射 7 d。

末次注射 24 h后处死小鼠 , 快速取血 、 肝和脑组织 ,

并保存于 -40℃冰箱中待测。

1.3　砷形态与含量测定

取 50 mg肝或脑组织 , 加入 1.0 ml三蒸水 , 制

成组织匀浆 , 并与 2.0 ml1.5 mol/L的 H2SO4混合;

取 0.1 ml全血与 2.0 ml1.0 mol/L的 H2SO4混合。

超声消化 10 min后 , 采用氢化物发生-超低温捕集-原

子吸收分光光度法 (HG-AAS)测定消化液中 iAs、

MMA和 DMA含量 , 并计算各组织中总砷含量

(TAs)及砷一甲基化率 (primarymethylationratio,

PMR)和二甲基化率 (secondarymethylationratio,

SMR)。

TAs=iAs+MMA+DMA;PMR(%) = (MMA+

DMA) /TAs;SMR(%) =DMA/ (MMA+DMA)。

1.4　统计学分析

用 SPSS13.0进行实验数据的统计分析与处理。

多组间比较采用单因素方差分析 (ANOVA), 组间两

两比较采用 q检验 (SNK)。以 P<0.05作为有统计

学意义的判定标准。

2　结果

2.1　各组小鼠肝组织中砷形态的分布

表 1可见 , 各染砷组小鼠的肝中 iAs、 MMA、

DMA和 TAs含量均明显高于对照组。与单纯染砷组

比较 , 各 GSH干预组小鼠的肝中 iAs含量显著下降 ,

高剂量 GSH干预组小鼠的肝中 MMA含量也显著下

降;此外 , 中 、 高剂量 GSH干预组小鼠的肝中 iAs

含量及高剂量 GSH干预组小鼠的肝中 MMA含量也显

著低于低剂量 GSH干预组。各染砷组小鼠的肝中

DMA和 TAs含量均无显著差异。对照组小鼠的肝中

MMA和 DMA含量均未检出。
表 1　各组小鼠肝组织中不同形态砷含量的比较 (x±s) ng/g

组　别 n iAs MMA DMA TAs

对照 8 32.69±20.68a <0.01a <0.01a 32.69±20.68a

As 8 253.62±42.33b 126.97±34.99b 159.94±39.87b 540.53±77.00b

As+GSH1 8 206.40±50.66c 123.23±22.24b 198.89±87.64b 528.52±143.33b

As+GSH2 8 147.56±59.30d 　98.78±28.74bc 206.02±96.70b 452.36±144.25b

As+GSH3 8 115.65±19.25d 　87.81±14.34c 256.58±108.85b 460.04±127.08b

　　注:采用 ANOVA与组间 SNK检验 , 字母不同的组间比较差异有统计学意义 , P<0.05。下表同。

2.2　各组小鼠全血中不同形态砷分布的比较

表 2可见 , 各染砷组小鼠的血中 iAs、 MMA、

DMA及 TAs含量均明显高于对照组。与单纯染砷组

比较 , 各 GSH干预组小鼠的血中 iAs和 TAs含量显

著下降 , 中 、高剂量 GSH干预组小鼠的血中 MMA含

量也显著降低。此外 , 高剂量 GSH干预组小鼠的血

中 MMA含量也显著低于低剂量 GSH干预组。对照组

小鼠的血中 MMA和 DMA含量均未检出。
表 2　各组小鼠全血中不同形态砷含量的比较 (x±s) ng/ml

组　别 n iAs MMA DMA TAs

对照 8 1.44±0.69a <0.01a <0.01a 1.44±0.69a

As 8 13.48±4.28b 18.66±4.84b 32.17±5.49b 64.32±10.40b

As+GSH1 8 7.78±1.44c 15.99±4.59b 27.75±6.52b 51.52±9.93c　

As+GSH2 8 7.41±2.84c 13.39±6.04bc 25.09±7.69b 45.89±12.53c

As+GSH3 8 6.24±2.99c 9.57±3.64c 27.55±5.14b 43.36±8.36c
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2.3　各组小鼠的肝和血中砷甲基化率的比较

表 3可见 , 各 GSH干预组小鼠的肝和血 PMR和

SMR与单纯染砷组比较均明显升高 。其中 , 各 GSH

干预组小鼠的肝 PMR与单纯染砷组比较差异显著 ,

且高剂量 GSH干预组与低 、中剂量 GSH干预组比较

也差异显著;中 、高剂量 GSH干预组小鼠的肝 SMR

与单纯染砷组比较差异显著 , 且高剂量 GSH干预组

与低剂量 GSH干预组比较也差异显著;高剂量 GSH

干预组小鼠的血 SMR与单纯染砷组比较差异显著 。

表 3　各砷暴露组小鼠的肝和血中砷甲基化率的比较 (x±s) %

组　别 n
肝 血

PMR SMR PMR SMR

As 8 52.85±6.23a 55.75±7.89a 79.28±4.35a 63.48±6.96a

As+GSH1 8 60.53±5.73b 60.23±7.35ab 84.54±3.57a 63.48±5.97a

As+GSH2 8 66.87±9.39b 66.32±6.62bc 83.45±6.89a 65.94±8.15a

As+GSH3 8 73.96±5.45c 72.85±7.09c 85.78±4.95a 74.67±7.88b

2.4　各组小鼠脑组织中不同形态砷分布的比较

表 4可见 , 各染砷组小鼠的脑中 iAs、 DMA及

TAs含量均明显高于对照组 。中 、 高剂量 GSH干预

组小鼠的脑中 DMA和 TAs含量与单纯染砷组及低剂

量 GSH干预组比较显著下降。各染砷组小鼠的脑中

iAs含量未见显著差异 , 各组小鼠的脑中 MMA含量

及对照组小鼠的脑中 DMA含量均未检出 。
表 4　各组小鼠脑组织中不同砷形态含量的比较 (x±s)ng/g

组　别 n iAs MMA DMA TAs

对照 8 13.75±4.75a <0.01a <0.01a 13.75±4.75a

As 8 25.13±4.24b <0.01a 153.36±45.07b 178.49±47.51b

As+GSH1 8 25.49±8.33b <0.01a 124.12±48.52bc 149.62±49.15bc

As+GSH2 8 22.45±4.28b <0.01a 105.66±16.75c 128.12±19.55c

As+GSH3 8 22.45±5.56b <0.01a 98.94±14.27c 121.39±14.50c

3　讨论

肝脏是 iAs进入机体后甲基化代谢的主要器官 ,

部分 iAs在肝中被甲基化代谢形成 MMA和 DMA。因

此 , 检测肝中各形态砷含量的变化 , 可以为评价肝组

织的砷甲基化代谢能力提供参考 。本研究结果显示 ,

GSH干预可明显降低肝中 iAs和 MMA含量 , 并使肝

中 DMA含量升高 , 这表明给予外源性 GSH可增强肝

脏的砷甲基化代谢能力 , 从而促进了甲基化代谢终产

物 DMA的形成。另一方面 , GSH干预可使肝 PMR

和 SMR明显升高 , 这显示外源性 GSH对肝中砷的一

次与二次甲基化代谢均有明显的促进作用 。

本研究中 , GSH干预组小鼠的血和脑中 TAs含

量均明显降低。这提示外源性 GSH可能通过促进肝

脏的砷甲基化代谢 , 加速了体内砷化物的排泄 , 进而

降低了血液中各形态砷的含量 , 从而减少了脑组织暴

露的砷化物水平 , 降低了脑及其他组织中的砷负荷。

另一方面 , 各染砷组小鼠血中 PMR和 SMR的变化显

示 , 各形态砷化物在随血液循环过程中可能被肝外组

织再次甲基化代谢
[ 3]
, 而大剂量 GSH对肝外组织的

二次砷甲基化过程有促进作用 。 Rodriguez等人的研

究发现
[ 4]
, 将脑片在含有 0.1 μmol/L亚砷酸钠的细

胞介质中培养一段时间后 , 在脑片的培养液中可以检

测到 MMA和 DMA, 证实脑组织可以对 iAs进行甲基

化代谢 。

我们前期的研究发现
[ 5]
, 不同砷化物对大鼠原

代培养星形胶质细胞的毒性作用有很大差异 , 微摩尔

浓度的 MMA
Ⅴ
和 DMA

Ⅴ
对星形胶质细胞几乎没有毒

性作用 , 但是微摩尔浓度的无机砷却对其有明显的毒

性作用 。目前认为 , 不同形态砷的毒性大小顺序为:

MMA
Ⅲ
、 DMA

Ⅲ
>iAs

Ⅲ
>iAs

Ⅴ
>MMA

Ⅴ
、 DMA

Ⅴ [ 6]
。

本实验结果进一步提示 , 由于外源性 GSH能够促进

砷在机体内的甲基化代谢 , 从而可改变不同组织器官

内砷形态的分布和蓄积 , 进而可对各组织器官的砷毒

性作用产生影响 。

参考文献:
[ 1] SunGF.ArseniccontaminationandarsenicosisinChina[J] .Toxi-

colApplPharmacol, 2004, 198: 268-271.

[ 2] HayakawaT, KobayashiY, CuiX, etal.Anewmetabolicpathway

ofarsenite:arsenic-glutathionecomplexesaresubstratesforhumanar-

senicmethyltransferaseCyt19 [ J] . Arch Toxicol, 2005, 79:

183-191.

[ 3] 于霄云 , 钟媛 , 曲春清 , 等.谷胱甘肽与亚硒酸钠对饮水砷暴露

小鼠体内砷代谢影响的研究 [ J] .中华预防医学杂志 , 2008,

42: 636-639.

[ 4] RodríguezVM, DelRazoLM.Glutathionereductaseinhibitionand

methylatedarsenicdistributioninCd1micebrainandliver[J] .Toxi-

colSci, 2005, 84: 157-166.

[ 5] JinYP, SunGF, LiX, etal.Studyonthetoxiceffectsinducedby

differentarsenicalsinprimaryculturedratastroglia[ J].ToxicolAppl

Pharmacol, 2004, 196:396-403.

[ 6] DoppaE, HartmannbM, FloreaaAM, etal.Uptakeofinorganic

andorganicderivativesofarsenicassociatedwithinducedcytotoxicand

genotoxiceffectsinChinesehamsterovary(CHO)cells[ J] .Toxi-

cologyApplPharmacol, 2004, 201:156-165.

·421·　　中国工业医学杂志　2009年 12月第 22卷第 6期　　ChineseJIndMed　Dec2009, Vol.22 No.6


