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大鼠肝过氧化物酶体中脂肪酸的分析
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摘要：用双#（!#乙基己基）酚酞酸酯（+,-.）诱导大鼠肝过氧化物酶体增殖，再用蔗糖密度梯度离心法分离大鼠肝细

胞过氧化物酶体，并用十七烷酸作内标，以毛细管气相色谱法在非极性 /.0#$ 石英毛细管柱上对其中的 $$ 种脂肪

酸进行分离测定。正常组和诱导组的大鼠肝过氧化物酶体中的不饱和脂肪酸和长链脂肪酸所占总脂肪酸的比例

及总脂肪酸的统计结果是：诱导组的不饱和脂肪酸的含量高于正常组的（! 1 " 2 "’），而两个组的脂肪酸总量及长链

脂肪酸的含量无明显差别。结果提示：诱导组的大鼠肝过氧化物酶体的脂肪酸成分发生了变化，其膜结构与正常

组的不相同。
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! 前言

过氧化物酶体是细胞中的一个与极长链脂肪

酸、胆汁酸、缩醛磷脂等代谢有关的重要亚细胞器。

它除了参与过氧化氢的清除作用外，还将极长链脂

肪酸分解成短链的脂肪酸，是极长链脂肪酸代谢的

惟一场所。多不饱和脂肪酸为生物体内自由基反应

的主要作用对象，主要分布在细胞膜及亚细胞器膜

的类脂中。当自由基与细胞膜上的不饱和脂肪酸发

生脂质过氧化反应时即产生脂质过氧化物，使膜的

结构破坏，功能减退，最终导致细胞衰亡［$］。这一

过程是机体衰老和许多疑难疾病的病因之一。近年

来已发现 $" 多种与过氧化物酶体有关的疾病，其发

病率高达 $ 6 ! 2 ’ 万。因此，研究过氧化物酶体的脂

肪酸代谢变化，将对进一步研究此类疾病有十分重

要的意义。本文用毛细管气相色谱法对一组健康大

鼠和一组用双#（!#乙基己基）酚酞酸酯（+,-.）诱导

增殖的大鼠肝过氧化物酶体中的脂肪酸进行了测

定，并对获得的数据进行了统计分析。

" 实验部分

" # ! 材料

健康、自发分娩（/+）的大鼠 $) 只（由河北实验

动物中心提供，鼠龄 ! 7 ( 个月，雄雌各半）。将它们

平均分为两组，一组喂普通饲料，作为对照组；一组

喂含 !8（质量分数）+,-. 的饲料，作为诱导组。

所有实验用试剂均为国产分析纯。脂肪酸标准

品购自 599:;<= 公司和 />?@A 公司。

))(#’" 气相色谱仪（带有数据处理系统）、BC#

((" 紫外#可见分光光度计和 4".#% 超速离心机均为

日立公司产品。

" # " 过氧化物酶体的分离

将大鼠断头处死后，立即取出肝脏，用冷生理盐

水洗净。参照 3DE@> 等人［!］的方法，用蔗糖密度梯

度离心法分离大鼠肝过氧化物酶体，用透射电镜观

察，结果发现其形态完整，纯度高。

" # $ 过氧化氢酶的活性测定

按 5;F>［(］的方法用分光光度法测定，以每分钟

催化 $!@G9 -!3! 底物分解的酶量为 $ 酶活性单位

（E）。

" # % 脂肪酸的提取与酯化

参照文献［*］的方法，取 " 2 ’ @H 过氧化物酶体

悬浮液，加入 " 2 ’ @H 生理盐水、! @H 无水甲醇及 (
@H 氯仿，用力振摇，然后再加入 ( @H 氯仿，振摇，

再加入 $ @H 水，再振摇（每次振摇约 $ 2 ’ @>I）。于

! """ J 6 @>I 下离心 $" @>I，弃去上层水相，加入 $ ?
无水硫酸钠脱水，过滤到螺口试管中，滤液用氮气吹

至 " 2 ’ @H。

参照文献［’］的方法，在上述提取液中加入 !
@H 无水甲醇、$ @H *%8的三氟化硼乙醚液和 " 2 ’
@H 苯，再加入 !""!H（$ ? 6 H）十七烷酸（K$%："）内标

溶液，将试管帽拧紧，缓缓加温至沸，(" @>I 后取

出，放至室温。再加入 ! @H 二次蒸馏水，用二氯甲

烷萃取两次，在 *" L下用氮气吹至 $""!H，进样 $

!H。

" # & 色谱条件

参照文献［)］的方法，色谱条件设为：载气为氦

气，流速为 %" @H 6 @>I，检测器为火焰离子化检测器
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（!"#）。$%&’( 石英毛细管柱 ) * +, -- ./ 0 / 1 +)
-，) * ,2!-（相似于 $3’+) 和 45’()(，购自北京康

林公司），柱 温：,)) 6（+ -.7） !
+ 6 8 -.7

,2) 6（9

-.7） !
: 6 8 -.7

,;) 6（() -.7），分流比为 ( < ())，检

测器和进样器温度分别为 ,;) 6和 ,+) 6。

! 结果与讨论

! " # 定性分析

由 于 标 准 品 所 限，我 们 利 用“碳 数 规 律”对

=() <)，=(, <)，=(9 <)作了鉴定。以组分的保留时间的对

数 ! 对相应的碳数 " 作线性回归，线性方程为 !
> ) * +, ? ) * )2"，# > ) * @@+。在上述色谱条件下，

=() <)，=(, <)，=(9 <) 的保留时间分别为 : * : -.7，@ * +

-.7 和 (( * ): -.7。

图 # 大鼠肝过氧化物酶体中脂肪酸甲酯的色谱图

$%&" # ’()*+,-*&),+ *. +/-(01 /2-/)2 *.
.,--0 ,3%42 %5 ),- 1%6/) 7/)*8%2*+/2

! " 9 定量分析

过氧化氢酶是过氧化物酶体的标志酶，它的活

性大小与过氧化物酶体中脂肪酸的含量呈线性关

系，因此我们用过氧化氢酶为标准，计算单位酶活性

所对应的脂肪酸的含量，由此推算过氧化物酶体中

脂肪酸的含量。即：第一步用分光光度法计算出单

位体积过氧化物酶体所对应的过氧化氢酶的活性

（A 8 -B）；第二步用内标法计算出单位体积过氧化物

酶体对应的脂肪酸质量（-C 8 B）；第三步用前两步的

结果 计 算 出 单 位 酶 活 性 所 对 应 的 脂 肪 酸 的 含 量

（!C 8 A）。结果以均数 D 标准差（"" D $#）表示，借助

E.FGH’3IFJK @L 软件进行 $ 检验。

大鼠过氧化物酶体的脂肪酸色谱分离图如图 (
所示。在所选择的条件下，所测 (( 种脂肪酸（=() <)，

=(, <)，=(9 <)，=(: <(，=(: <)，=(; <,，=(; <(，=(; <)，=,) <2，

=,) <)，=,, <:）在 +) -.7 内得到了完全分离。正常组

和诱导组大鼠肝过氧化物酶体中脂肪酸的统计结果

为：不饱和脂肪酸（=(: <(，=(; <,，=(; <(，=,) <2，=,, <:）的

含量之和占所测 (( 种脂肪酸总含量的比例是诱导

组高于正常组（% M ) * )2）；而两个组的脂肪酸总含

量和 ; 种长链脂肪酸（=(: <(，=(: <)，=(; <,，=(; <(，=(; <)，

=,) <2，=,) <)，=,, <:）的含量之和与 (( 种脂肪酸总含量

的比例均无明显差异（见表 (）。

表 # 正常组和诱导组的大鼠肝过氧化物

酶体中脂肪酸含量的比较#

:,;1/ # :(/ 3*+7,)%2*5 *. .,--0 ,3%42 %5 ),- 1%6/)
7/)*8%2*+/2 ;/-<//5 3*5-)*1 ,54 %54=3/4 &)*=72#

$N-OKJ
PH/

=H7QGHK "70AFJ0
E（!C 8 A） R 8 E B 8 E E（!C 8 A） R 8 E B 8 E

( ) * )@2, ) * ,);) ) * @;:+ ) * )@:( ) * +(,, ) * @L9)
, ) * );:L ) * (2+9 ) * @L:@ ) * (++L ) * +),@ ) * @+,L
+ ) * )9:( ) * (@)@ ) * @;9; ) * )2@@ ) * +:): ) * @2::
9 ) * ):;; ) * +9;; ) * @L@L ) * ((:@ ) * ,9(, ) * @+2)
2 ) * ):() ) * (@2( ) * @:L, ) * )@,2 ) * ,;(( ) * @:((
: ) * (+9: ) * ++;; ) * @LL) ) * )@,9 ) * ,;+2 ) * @L:,
L ) * (()L ) * (9)) ) * @:;9 ) * )@2( ) * +;;) ) * @;@2
; ) * (@@: ) * ,922 ) * @2(@ ) * ):9: ) * +9;+ ) * @L:;

"" D $# ) *())+ D ) *,,L: D ) *@L9) D ) *)@+@ D ) *+(9L D ) *@:,L D
) *)9@) ) *)L;L ) *)((, ) *),9+ ) *)9;,## ) *),)2

#E：QSJ FH7QJ7Q HT QHQNK TNQQU NF.0V；B 8 E：QSJ FH7QJ7Q GNQ.H
HT KH7C FSN.7 TNQQU NF.0V QH QHQNK TNQQU NF.0V；R 8 E：QSJ FH7QJ7Q GNQ.H
HT A7VNQAGNQJ0 TNQQU NF.0V QH QHQNK TNQQU NF.0V/

## % M ) * )2 /

本文结果表明，用 #3W% 诱导大鼠肝过氧化物

酶体增殖，会引起其脂肪酸成分改变，影响过氧化物

酶体膜的结构。

过氧化物酶体是一种单层膜包裹的圆形结构，

提取时应用力振动，以便提取完全。过氧化物酶体

极易氧化，不易放置时间过长。提取分离时切忌温

度过高，一般控制在 9 6以下为宜。
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