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贻贝棘尾虫年轻与衰老无性系
抗氧化能力的比较

‘

邱子健 单志新 史新柏 付桂荣
(哈尔滨师范大学生物系 哈 尔滨 15 0 0 8 0)

提要 贻 贝棘尾虫采 自黑龙江省帽儿山南山水库附近水塘
,

于 1 995 年 9 月在本系实验室通

过接合生殖得到的接合后体
,

克隆培养作为年轻无性系 ; 采用 1 9 88 年 9 月以来实验室保存培

养的去小核无性系为衰老 无性系
。

测定了在相同条件下培养的贻贝棘尾虫年轻 (约 200 代分

裂 )和衰老 (约 2 0 00 代分裂 )无性系消除 0 沂 和
·

o H 的能力
、

脂质过氧化程度及脂褐素含量
。

结果表明
,

贻贝棘尾虫年轻无性系消除 O歹和
·

O H 的能力 (p < 0. 0 1) 显著高于衰老无性系
,

脂质过氧化程度 幼 < 0 刀01 )和脂褐素含量 (p < 0. 0 0 1) 显著低于衰老 无性系
,

即年轻无性系

抗氧化能力显著高于衰老无性系
。

关键词 贻 贝棘尾虫 衰老 自由基 抗氧化能力

学科分类号 0 25

自 H a

rm an (195 6) 提出关于衰老的 自由基学说后
,

有关 自由基的研究进展迅速
。

研究

表明
,

在衰老的家蝇
、

鼠
、

人体红细胞等细胞 内
,

自由基含量增高
,

消除 自由基 的能力降低

(高福鸿等
,

19 9 2 ; 吴可等
,

19 9 4 ; 陈晓光等
,

19 9 1 ; 姜招峰等
,

19 9 0 ; 董伟等
,

19 8 6 ; 翁其亮等
,

198 7 )
。

纤毛原生动物既是一个单细胞
,

也是一个能完成全部生命活动的独立个体
,

有 关

其细胞衰老的研究已有报道 (史新柏等
,

19 9 4)
,

但涉及 自由基方面的研究
,

只有关于衰老

四膜虫消除
·

O H 自由基能力的报道 (李荫葵等
,

19 9 6)
,

而关于其它纤毛原生动物 自由基

方面的研究工作 目前未见报道
。

本文对贻 贝棘尾虫年轻和衰老无性系消除 O 丁和
·

O H

的能力
、

脂质过氧化程度及脂褐素含量进行研究
,

以期验证这些衰老的生化指标在原生动

物中的普遍适用性
,

并从抗氧化能力方面解释贻贝棘尾虫衰老的原因
。

1 材料与方法
1

.

1 材料

实验用贻贝棘尾虫 (称,lo ny’cll ia 。
拟ilu 、)年轻无性系于 1 9 95 年 9 月使用两个与衰老无

性系为同一繁殖群 (S yn g e n) 的互补接合型接合后无性繁殖而来
; 衰老无性系起始于 198 8

年 9 月有性生殖后的一个接合后体
,

无性繁殖不久摘除小核
,

将摘除后成活的一个无小核

中

国家自然科学基金资助项 目
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虫体
,

繁殖成的去小核无性系
,

至 19 96 年 12 月已无性分裂 2 000 次以上
。

因此年轻与衰老

无性系的遗传基础一致
,

具有可 比性
。

本文的实验做了分裂约 2 00 次的年轻无性 系和分

裂约 2 00 0次的衰老无性系之间的对比
。

贻 贝棘尾虫的培养 以 Pri ng
she ,耐 S

液为培养液
,

以麦汤繁殖的唇鞭虫 (Ch il 口m on 乒, sp
.

)为食物
。

L Z 方法

L 2. 1 贻贝棘尾虫消除 。于自由基能力的测定 消除 O丁自由基的能力 以一定量虫体中

的超氧化物歧化酶 (SO D )的活力表示
。

S O D 在机体内的功能是消除 0 丁自由基
,

S O D 活

力越高
,

消除 自由基能力越强
,

O 万自由基水平就越低
; 反之

,

S O D 活力越低
,

消除 自由基

能力越低
,

O歹自由基水平就越高
。

L Z. L I 贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液的制取 制取时
,

年轻与衰老的虫体处于细胞间期
,

虫

体大小一致
,

基本处于饥饿状态
。

将虫体以 SO0r / m in 离心约 lm in
,

用微量取液器吸取摇

匀的虫体
,

用卢格 氏液固定
,

在解剖镜下计数
。

再以 1 000
: / m in 离心沉淀虫体

,

取出虫体

上清液
,

加人虫体体积一半的 o
.

05 m of / L 磷酸缓冲液 (p H 二 7
.

8)
,

在冰浴 中破胞
,

加乙 醇-

氯仿 (5 : 3
,

V / 的抽提 液 (用 以 消除 S O D 以外 的杂蛋 白)
,

充分 摇匀
。

3 0 0 0r / m in 离 心

IOm in
,

吸取上清液
,

此即为贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液
,

于低温冰箱 中保存备用
。

L Z. L Z 测定方法 测定方 法及酶单位 定义参照邹 国林 等 (19 8 6)
,

并有所改进
。

取

0
.

lm l贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液 (来 自 1 50 0个虫体 )
,

加 l
.

sm l 5 0 m m o l / L 的磷酸钾缓冲液

(P H = 8
.

3)
、

1
.

3ml 蒸馏水
,

混匀后在 25 ℃水浴保温 20 m in
,

取出后立即加人经 25 ℃预热的

0
.

lm 1 3
~

ol / L 邻苯三酚溶液 (以 10 m m ol / L H CI配制)
,

迅速摇匀后倒人 Ic m 光径的

比色杯
,

用岛津 U V 一2 65 型紫外分光光度计在波长为 3 19
.

stun (张伯科等
,

19 9 0) 下测其吸

光值
。

另设 一对照组
,

以 0
.

lm l 0. 05 m m of / L 的磷酸二氢钾缓冲液 (pH = 7
.

8) 代替 S O D

粗酶液
,

其它成分不变
。

酶活力单位定义为
:

在 lm l反应液中
,

每分钟抑制邻苯三酚 自氧化速率达 50 % 时的酶

量定为一个活力单位
。

单位活力 (U / 样液体积 ) 一 (A
。 一 A

,

) / A 。 x 0
.

5
一 ’ x 3 x 加样量 (m l)

一 ’ x 样液稀释

倍数

单位活力 (U 门 03 个虫体 ) = 单位活力 (U / 样液体积 )* 样液 中虫体数 x 1 0 00

式 中
,

A 。

为 自氧化速率
,

A
S

为加样后 自氧化速率
。

1
.

2. 2 贻贝棘尾虫消除
·

O H 自由基能力的测定

L 2. 2. 1 贻贝棘尾虫消除
·

O H 自由基粗酶液的制取 与贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液的制

取步骤相似
,

但所用磷酸缓冲液 的 pH = 7
.

4
,

不用氯仿一乙醇抽提液 (因其可使消除
·

O H

自由基的酶失活)
。

L 2. 2. 2 测定方法 参照李荫葵等 (19 9 6)
。

反应体系为 2司
,

其中含抗坏血酸 10 0卜m ol / L

Cu sq 10 0协m o l / L
、

水杨酸 Z

tnm
o l / L

、

细胞 色素 C 10 0卜m o l / L
、

磷 酸二 氢钾 缓冲 液

(p H = 7
.

4 )0
.

1 5 m o l / L
、

粗酶液样品 o
.

3m l(来 自 2 0 0 0个虫体 )
。

经 2 5 ℃温育 g om in 后加人

Inil ls ~
ol / L 硫脉

,

混匀
,

在 5 50 nln 波长下测定其光密度值
。

对照组以磷酸二氢钾缓冲液

取代样品
,

其它成分和浓度不变
。

粗酶液样品消除
·

O H 自由基能力的大小以样品的光密度

值与对照组的光密度值之差 . 劝表示
。



5 期 邱子健等
:

贻 贝棘尾虫年轻与衰老无性系抗氧化能力的比较

L 2. 3 贻 贝棘尾虫脂质过氧化程度的测定 丙二醛 (m al on di al d e
hy de

,

M D A )是脂质过

氧化的最终分解产物
,

其含量的大小可以反映出机体发生脂质过氧化的程度
。

1
.

2. 3. 1 贻贝棘尾虫丙二醛样液的制取 与贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液制取步骤相似
,

但

目的不是为提取酶
,

而是获取含足够量丙二醛 的测试样本
。

以蒸馏水代替缓冲液
,

最后一

次离心前再加 1 / 10 体积的蒸馏水
。

1
.

2. 3. 2 测定 方 法 参 照董 伟等 (1 9 8 6)
。

取 0. 5 m l贻 贝棘 尾 虫 丙 二醛 样 液
,

加 人

1
.

2 m lZoo;o 的醋 液
、

l
.

3 m l l% 硫代 巴 比妥酸 (而
o b a由itu五e a c id

,

T B A )作 为显 色 剂
,

经

10 0 ℃煮沸 4 om in
,

冷却后加 3 m l正丁醇
,

振荡 3一 5而
n ,

3 o0 0 r / mi
n
离心 lom in

,

在 5 3 2 n m

波长下测定 M l〕A 一T B A 复合物的光密度 (A)
。

丙二醛含量大小以样 品的光密度值 (刃 表

不
。

L 2. 4 贻 贝棘尾虫脂褐素含量的测定 脂褐素 (Li p o fu sio n ,

LI P) 是 自由基诱导的不饱

和脂肪酸和蛋白质
、

核酸等大分子氧化的终产物
,

其含量被认为是发生在组织及细胞 中过

氧化伤害的衡量尺度
,

与衰老程度相对应 (Raj in d ar e r a l
,

19 7 9 )
。

1
.

2. 4. 1 贻贝棘尾虫脂褐素样液的制取 开始步骤与贻贝棘尾虫 S O D 粗酶液制取步骤

基本相 同
,

但不加磷酸缓冲液
,

加相 当于一半虫体体积的氯仿
一甲醇 (2: 1

,

V / 的
,

去除杂蛋

白
,

制匀浆
。

L 2. 4. 2 测定 方 法 参照 Fl ete he r
等 (19 73 )

。

取脂 褐 素 样 液 在 4 0℃ 温 育 sm in
,

经

3 0 0 Or / m in 离心 10 m in
,

取上清液于岛津 R F-- 54 0荧光分光光度计测定脂褐素的含量
。

测

定参数为
:

发射波长 36 5lim
、

激发波长 4 35 nm
、

狭缝 10 nln
,

灵敏度为 1
,

测 0
.

1林g / m l硫酸奎

宁校准荧光强度为 50
。

2 结果与讨论

2. 1 实验结果

贻贝棘尾虫年轻与衰老无性系消除 O歹自由基和
·

O H 自由基的能力
、

脂质过氧化程

度及脂褐素含量结果见表 1
。

表1 贻贝棘尾虫年轻与衰老无性系抗氧化能力的比较 ”

T a b
.

1 C o m Pa ri so n o f the an ti o x ida ti v e eap ac ity in the y o un g 反 哪
zilu s an d th e ag e d

5 0 以u 八 0 0 0 e ells)
·

O H( 乙通/ 3 0 0 0 e e lls) 丙二醛 扭 / 5 o o oc e lls) 脂 褐素印g 门 o o o e ells)

年轻无性系

衰老无性系

3 1
.

2 3 0士 1
.

6 5 0 0
.

5 0 3士 0
.

0 2 5 0
.

0 12 士0刀0 1 0
.

0 0 7 8 土 0
,

00 0 4

2 3
.

7 6 0士 2
‘

7 4 0 0
.

12 5士 0
.

0 0 9 0
,

0 3 8 士0
.

0 0 1 0刀 13 1士 0乃0 0 5

< 0
.

0 1 < 0刃 l < 0 乃0 1 < 0
.

0 0 1

1) 表中数值为平均值士标准差
,
n
=4

由表 1 可知
,

贻贝棘尾虫衰老无性系消除 0 丁自由基及
·

O H 自由基能力显著低于年

轻无性系 (p < 0. 01 )
。

丙二醛浓度的高低反映出机体发生脂质过氧化的程度
,

表 1 中的

结果表明衰老无性系细胞脂质过氧化程度显著高于年轻无性系 (p < 0
.

00 1)
,

这是细胞抑

制脂质过氧化反应能力降低的结果
。

衰老无性系细胞的脂褐素含量显著高于年轻无性系

(p < 0. 00 1)
,

这是衰老无性系细胞代谢过程 中积累增加的结果
,

与前 3 项指标的测定结果

具有一致性
。

以上结果表明
,

衰老无性系与年轻无性系相比
,

细胞抗 氧化能力降低
。
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2. 2 讨论

H a
rm

an (19 5 6
,

1 9 6 2
,

19 6 8
,

1 9 8 1 )提 出衰老的 自由基理论
,

认为衰老是细胞代谢过程中

产生的 自由基起毒害作用的结果
。

自由基对生物体具有多种损害作用
,

直接或间接地引

起生物衰老
。

O于自由基的损伤主要是使核酸链断裂 (玫
s
ko et al

,

19 8 0)
。 ·

o H 自由基

是化学性质最活泼 的活性氧
,

它几乎与细胞内的每一类有机物 (如糖
、

氨基酸
、

磷脂
、

核昔

酸和有机酸等 )反应
,

当其与细胞膜反应时
,

可引起膜脂质过氧化
,

进而导致细胞 内的蛋白

质
、

酶
、

D N A 等生物分子的结构和功能的改变
,

造成细胞酶活性变化
、

代谢紊乱
、

D N A 损伤

和细胞死亡 (C ac e iu tt o lo e t a l
,

19 9 3 ; Pri se e t a l
,

1 9 9 2 )
。

脂质过氧化是不饱和脂肪酸氧化

降解的链式反应过程
,

在其延伸阶段产生多种 自由基如 R 十
、

RO
+

、

RO 犷
,

最后产生如丙二

醛等多种小分子产物
。

脂质过氧化可以引起 D N A 损伤 (H ru s
zk

e w ycz
,

19 88; Fra g氏 19 8 8)
,

它 的中间产 物 自由基 和最终分解 产物丙二醛 能与 D N A 交联
,

导致 突变 (M llkai 。t al
,

19 7 6 )
,

还能损伤使细胞表面的激素受体 (M u a
球as sa ll-众lly 。t a z

,

19 5 2 )
。

细胞 内的多种 自由基以及脂质过氧化对机体的毒害作用都加速了细胞 的衰老
,

但细

胞也 具备 相应 的抗 氧化 防御 系统来 减 弱其危 害
。

该 防御 系 统包括 超 氧化物 歧化 酶

(SO D )
、

谷肤甘肤过氧化物酶 (GS ll‘PO D )
、

过氧化氢酶 (C A T) 等酶促 系统
,

维生素 E
、

尿

酸
、

维生素 C
、

p
一胡萝 卜素

、

谷胧甘肤等非酶促反应系统 (Me hi h o m
,

19 8 8)
,

以及 D N A 修复

机制 (Ha rt 。t al
,

19 7 9)
。

在正常机体中
,

自由基氧化作用与抗氧化 防御作用处于动态平

衡状态
,

但 当平衡失调时
,

机体消除 自由基的能力降低
,

从而消除不了多余的 自由基
。

当

过剩的 自由基对细胞的氧化损伤超过修复能力时
,

细胞
、

组织及器官的机能就逐步发生紊

乱及障碍
,

表现出机体逐步趋于衰老
。

本文采用贻贝棘尾虫年轻和衰老无性系所做的抗氧化能力测定结果表明
,

随无性系

代龄的增加
,

细胞抗氧化能力显著降低
。

该结果与前人的工作结论一致 (高福鸿等
,

1 9 9 2 ;

吴 可等
,

19 9 4 ;
陈晓光等

,

19 9 1 ;
姜招峰等

,

19 9 0 ; 董伟等
,

19 8 6 ; 翁其亮等
,

19 8 7 )
,

支 持了

Ha rm an 的衰老的 自由基理论
,

证 明该理论既适用于多细胞的高等动物
,

也适用于单细胞

的原生动物
; 也表明随无性系代龄的增加

,

防御系统抗氧化能力的降低是导致贻贝棘尾虫

衰老的重要原因之一
。

哈尔滨师范大学生物系实验室以前的工作在其它衰老指标上证明了棘尾虫三个无小

核系的衰老
,

如分裂速度减慢
,

接之 以无性系细胞的死亡
,

大核核膜褶皱化
,

D N A 含量减

少
,

复制速度减 慢
,

染色质体密度降低
,

与核膜的接触脱离
,

核仁膨 大及其 内部结构变模

糊
,

细胞质 内脂褐素增加
,

胞质的疏松 区变大
,

食物泡内酸性磷 酸酶 (A CP) 酶量减少等
。

这

些衰老变化与本文证明的衰老个体 自由基消除能力减低之间关系如何
,

尚有待更深人的

实验证明
。

但可肯定许多衰老变化与 自由基的损害作用有关
。

Ha rm an (19 6 8) 用能消除 自由基的 2
,

6一二丁基经基 甲苯和琉基乙胺喂小鼠
,

可将小 鼠

的寿命延长 30 %一40 %
,

作者认为
,

凡能消除 自由基的其它药物
,

只要对细胞无其它毒害
,

都会有抗衰老作用
,

作者 曾用灵芝所做的抗 衰老实验 已证明了这一点
。

今后在筛选其它

抗衰老药物 时
,

只要检测其对自由基的消除效果
,

就可快速作 出其有无抗 衰老作用的结

论
。

这能为测定原生动物细胞的衰老程度
,

以及衡量药物抗细胞衰老效果
,

增添一系列重

要的测定指标及测定方法
。
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