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纳米晒对肉鸡肝细胞中细胞谷肮甘肤

过氧化物酶活性的影晌

胡彩虹* 夏枚生

(ì忻江大学动物科学学院:浙江大学动物分子营养学教育部主点实验言，杭州 310029)

摘要 以亚晒酸的和蛋氨酸码为对照，研究了纳米单质硝(纳米踊)对肉鸡肝细胞中细胞谷

脱甘肤过氧化物峰(cGPx)活性的影响。每种晒源分别以 0.01 、 0.05 、 0.10 、 0.30 、 0.50 、1.0μmoν

L6 个晒添加浓度培养肉鸡肝细胞，测定培养后 0 、 24 、 48 、 72 、 96 h 肉鸡肝细胞 cGPx 活性。

结果显示:亚硝酸苦内添加浓度(以确计)在 0.01 -0.10μmo11L、蛋氨酸础和纳米础添加浓度(以晒计)

在 0.01-0.30μmol/L ， cGPx 活性随着晒添加浓度的增加而增加;亚硝酸纳添加浓度在 0.10- 1. 0

μmol/L、蛋氨酸码添加浓度在 0.30-1.0μmo1/L cGPx 活性随着硝添加浓度的增加而下降，而纳

米础添加浓度在 0.30-1.0μmol/L cGPx 活性始终保持在高峰平台。结果表明， 3 种踊源的剂量­

效应关系曲线中的最适剂量范围宽度依次为:纳米硝〉蛋氨酸晒〉亚硝酸纳。
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晒足二J]物机体必需的微量元素，对动物的生长

发育、免疫机能和抗氧化发挥着重要的作用。但

是，晒在最仕浓度和致毒浓度之间的安全限度非常

狭窄[ll ，开发低毒、高效的晒源_.直是晒营养研究

的重点。长期以来，对晒源的研究主要围绕着晒的

化学形式(如、川西酸纳、蛋氨酸晒)进行，而忽略了

对晒的物理形式的深入研究。一般认为，常规方法

制备的单质耐兀生物活性和生物毒性[21 。纳米晒是

纳米级的单质俐，纳米晒在提高小鼠免疫功能、抗

氧化和延缓衰若等方面作用显著 [3 ， 4J 0 

晒的生物学功能主要是通过各种晒蛋白(晒酶)

表现出来。细胞谷脱甘肤过氧化物酶(cellular glu­

tathione peroidase , cGPx , EC 1. 1 1.1. 9)是动物体内

重要的抗氧化酶，特异地催化谷脱甘肤还原机体内

有毒的过氧化物反应，清除过氧化物，保护生物膜

和生物大分 f免受氧化损伤[坷。 cGPx 既是一种抗氧

化酶，又是体内俐的代谢库。 cGPx 的重要作用是

晒的很多生物学功能的基础[5J。本试验研究了 3 种

晒源(亚晒酸饷、蛋氨酸刷、纳米晒)对肉鸡肝细胞

cGPx 活性的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

纳米晒由中国科技大学高学云博士惠赠。经日

本岛津SPM-9500日型原子力显微镜观察和粒径分析

软件分析，纳米晒粒径在 30-70 nm 之间，平均粒

径为 45 nmo X 光电子能谱的 Se 3 d 为 55.3 eV , 

表明为零价晒(SeO) 。

亚晒酸铀(Na2Se03)和蛋氨酸晒 (Se-Met)为Sigma

公司产品。主要试剂: RPMI 1640 培养液、胎牛

血清、膜蛋白酶、 EDTA、淋巴细胞分离液、青

霉素、链霉素均为 Hyclone 公司产品:细胞裂解液

(protein extraction reagent)为 Pierce 公司产品。

1.2 鸡肝细胞的分离培养

30 日龄艾维菌肉鸡肝细胞。鸡肝细胞的分离培

养参考江青艳等[6J的方法，采用 2.5 g/L 膜蛋白酶加

0.1 glL EDTA 37 oc 消化lO min、用淋巴细胞分离液

分离获取肝细胞。苔盼蓝染色排斥法计算肝细胞的

在活率。按 1 X 105 个 Im1 接种于 24 孔培养板，接

种培养 24 h 后于倒置显微镜下观察生长情况及肝细

胞的纯度。结果表明，肝细胞存活率为(93.6 ::!:: 3均%，
纯度>95% 。

1.3 试验分组和肝细胞培养

3 种晒源分别为亚晒酸铀、蛋氨酸晒和纳米
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晒。每种晒源设 0.01 、 0.05 、 0.10 、 0.30 、 0.50 、

1.0μmol/L 6 个浓度梯度(以晒计)，每个浓度梯度

设 3 个重复，并设 J个不加晒的空白对照。细胞培

养液为含 5% 胎牛血洁的 RPMI1640，其中含双抗

(100 u/ml 青霉素、 100μg/ml 链霉素)，用 7.5%

NaHC03 调歪 pH 7.2 ，过波:灭菌。使用 24 孔培养

板，将制备的肉鸡肝细胞分别接种到含有不同晒

源/浓度梯度的细胞培养液中，使细胞终浓度为 5X

105 个/时，句子L内细胞培养液的总体积为 1 ml。置

f 37 oc 、 5%C02 培养箱中培养。

1.4 细胞提取液制备和 cGPx 活性分析

将培养 24 、 48 、 72 、 96 h 后的不同处理的

细胞连同培养液，转移至 1.5 ml Eppendorf 管中，

2500 g 离心 10 min ，移去七清液， 0.01 mol/L 磷

酸盐缓冲液重复洗涤 2 次， 2500 g I离心 10 min , 

禹心，弃去 L请液，力rl入细胞裂解液。轻轻摇动

10 min , 27 000 g 、 4 oc 离心 15 min ，吸取上洁'液

转移至 Eppendorf 管中，得到细胞提取液， 4 oc 保

存待测。

采用干二硫代二:硝基苯甲酸法(DTNB 法)测定

cGPx 活性，试剂盒购臼南京建成生物工程研究所。

规定在 180μl 酶促反应体系中，扣除非酶促反应作

用， 1 mg 蛋白质使反应体系中谷肮甘肤(GSH)浓度

降低 1 nmol -L I.min I 为一个酶活力单位(u) 。

1.5 统计学分析

·研究论文

数据处理与分析采用 SAS (6.12)，应用 LSD 处

理组间平均数差异显著性检验。

2 结果

2.1 亚晒酸纳对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影晌

亚晒酸纳对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影响见表

1 。不加晒的空白组和添加 0.01μmol/L 晒的亚晒

酸饷组 cGPx 活性随培养时间的增加而降低。添加

0.05μmol/L 晒的亚晒酸铀不同时川的 cGPx 活性与

起始酶活差异不显著(P>O.O日，说明 0.05μmol/L 晒

的亚硝酸饷己能满足肉鸡肝细胞cGPx发挥稳定活性

的需要。添加 0.10μmol/L 晒的亚硝酸f内， cGPx 活

性较起始酶活显著提高(P<O.O日， 24 、 48 、 72 和

96 h 的酶活差异不显著(P>0.05) 0 fl西添加浓度在

0.01 -0.10μmol/L 范围内， cGPx 沾itt随着晒部}JrJ浓

度的增加而增加:晒添加浓度在 0. 1O~1.0μmol/L范围

内，随着晒添加浓度的增加， cGPx 活性显著 F

降; 0.50μmol/L 刷添加组培养 72h 币的酶活显著

低于起始酶活(P<0.05); 1.0 μmol几晒添加l细随着培

养时间的增加，肝细胞 cGPx 活性运渐降低，且均

与起始酶~ð差异显著(P<0.05) 。

2.2 蛋氨酸晒对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影晌

蛋氨酸晒对肉鸡JH 细胞 cGPx 活性的影响见衣

2。添加 0.01μmol/L 晒的蛋氨酸俐组 cGPx 活性随

培养时间的增加而降低， 48 h 后与起始酶活差异显

表 1 亚晒酸嗣对肉鸡肝细胞 cGPx;舌'1尘的影响(nmol.min-1.mg-l )

Se(μmol/L) 培养时间 (h)

。 24 48 72 96 

。 65.7 士 7.2" 53.2 土 6 .4hD 47.3 :1:: 5.3 h,C 42.6 土 5.8'C 40.2 土 5.1 ，8

0.01 65.7 士 7.2' 57.2 :1:: 6.5,bcO 54.0 士 4.8 bC 50.3 士 5.9 bC 47.6 土 5 .4 b8

0.05 65.7 :1:: 7.2' 67.2 土 7.2 ，8C 68.5 士 7.6 ，B 7 1. 2 土 6.8'8 72.0 :1:: 6.4 "A 

0.10 65.7 士 7.2 b 83 .4土 10.I ，A 83.2 土 9 .4 'A 83.8 士 8.7'A 8 1. 1 土 9 -,,,A 

0.30 65.7 土 7.2' 74.3 :1:: 6.8'AB 73.9 :1:: 7.6'AB 74.7 土 8.1 "AB 73.1 土 7 .4 'A

0.50 65.7 土 7.2' 62 .4 :1:: 6.7,bCO 56.2 :1:: 6.1 ,hC 52.3 士 5.7'C 48.6 土 5. JhB 

lo 65.7 土 7.2' 29.2 :1:: 4.1" 23 .4:1:: 3.7b'0 18.6 :1:: 2.6'0 15.9 土 2.2 cC

结果以孟士 s N.小 ; n=3o 1口Q '1j中启标小写子母不|叫者差异 E王若(P<0.05). 1司 J列 't'M 标大写字母斗、 I， ;J 在差异 M J哥 (P<0.05) 。

Se(μmol/L) 

。

。

表 2 蛋氨酸晒对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影响(nmol.min-I.mg- I)

I古养时 fIiJ(h)

24 48 72 

65.7 士 7.2" 53.2 :1:: 6 .4 bC 47.3 土 5.3 b'0 42.6 土 5.8'('

96 
40.2 土 5.1 ,C 

0.01 65.7 :1:: 7.2' 58.4 士 6.1 ,b8C 52.1 土 5.7bO 50.6 土 4.8" 49.7 士 5.5 hC

0.05 65.7 土 7.2' 65.4 士 6.8 ，B 66.7 士 7.]'C 67.8 :1:: 7.3 ,B 65 .4士 6.5'B

0.10 65.7 :1:: 7 ,2b 82.2 :1:: 8 .4 'A 80.7 :1:: 8.1'B 85.2 土 9.0 ，A 84.3 土 7.8'A

0.30 65.7 士 7.2 b 90.3 :1:: 9.2'A 93.6 :1:: 10. I'A 92.7 士 9.8'A 9 1. 0 士 8.7'A

0.50 65.7 士 7.2 h 82.3 土 8.5'A 84.3 士 7.5'A8 83.2 土 8.9'A 82.1 土 7.8'A

lo 65.7 土 7.2' 61.3 土 6.8'b8C 53.1 土 6.7 bO 50.7 士 6.2" 45.3 士 5.6bC

结果以 k 士 s 农小 n=3" 16j- -1J 中肩标小~F~字 l手不扣j者差异显著:(P<0.05) ， 同 列中肩标大写字母不同者差异 k王若 (P<0.05) 。
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著(P<0.05); 添加 0.05μmollL晒的蛋氨酸晒， cGPx 

活性 Ij Æ9 Ý白酶活差异不思苦(P>0.05) • 悦明 0.05

μmol/L 刷的蛋虱酸耐己能满足肉鸡肝细胞 cGPx 发

挥稳定洁性的司去。、添加 0.10-0.50μmol/L 晒的蛋

氧酸晒. cGPx 洁性较起始酶活显著捉i高(P<0.05).

24 、 48 、 72 和 J 96 h 的酶沾差异不显著(P>0.05) 。

晒际加浓度在 0.01 -0.30μmol几范围内， cGPx 活性

随着蛋氧酸州际加浓度的增加而增加:晒i击加浓度

if 0.30- 1.0μmol/L 范国内， cGPx 活性随着蛋氨酸

晒添加浓度的增加而下降。

2.3 纳米晒对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影晌

纳米晒对肉鸡肝细胞 cGPx 活性的影响见表 3 。

添加 0.10- 1.0μmol/L 晒的纳米刷. 24 h cGPx 活性

较起始酶沾显著捉高(P<0.05). 24 、 48 、 72 和 96

h 的酶沾差异不显著(P>0.05)。晒添加浓度在 0.01

-0.30μmol/L 范围内. cGPx 沾4性随着纳米晒添加

浓度的咄咄n Tlíl'增加(P<0.05); 晒添加浓度在 0.30-1.0

μmol/L 1应用内，随着纳米晒添加浓度的增加， cGPx 

1~性兀显著变化(P>0.05) 。

2 .4 3 种晒源对肉鸡肝细胞 cGPx 活性影晌的比较

罔 1 表 jJ斗了 3 种刷出!对肉鸡肝细胞 cGPxi击性影

响的比较。 [i1 I冬I 1 可见，基础培养液中原加 0.01 、

0.05 、 0.10μmol/L 俐的 3 个浓度时， 3 科I晒源的肉

鸡肝细胞 cGPx 彼此之间没有差异，但>0.05) .肝细

胞 cGPx 活性随fi创利un浓度的增加而逐渐升高。添

加 0.30μmol/L 晒浓度|时，纳米耐和蛋氨酸刷海力n

组在各时间点(24 、 48 、 72 、 96 h)的 cGPx 无显著

差异，但>0.0日，但是均显著高于亚晒酸铀添加组(P

<0.05) 。添加J 0.50 手11 1. 0μmol/L 酬浓度时，纳米

晒、蛋氨酸晒、亚晒酸辛内添加组在各时间点 (24 、

48 、 72 、 96 h) 的 cGPx 彼此之间的差异均达到显

著水平(P<O.O日，并且纳米晒〉蛋氨酸晒〉亚晒酸锅内。

3 讨论
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图 1 3 种晒源对肉鸡肝细胞 cGPx活性影晌的比较

A: 0.01μmol/L 而斗; B: 0.05μmol/L li西; C: 0.10μmol/L 而曲; D: 0.30 
μmol/L 硝; E: 0.50μmol/L 俐咱 F: 1.0μmollL 俐。+: llJi. jî内酸饷:

口:蛋氧酸硝 Â: 纳米酬。

→般认为，苓价元素刷(单质刷):JG生物活性和

生物毒性[2J。我们在本次实验中，在培养液中原加

0.01- 1.0μmol/L 晒粉，发现细胞 cGPx 活性与不加

晒的宅臼组无显著差异。 NuttaIl 2 1猜测，胶体状态

单质晒具有生物活性。纳米晒(纳米级的单质晒)具

有常规单质耐所不具备的生物学效向与其纳米特性

有关。纳米微粒表面)豆子所占的体积H分数大，表

面的键态平1] 电子态与颗粒内部不同，表面原子配位

不全等， {吏颗粒表面的活性位置大大增加，呈现出

许多既不同于宏现物体，也不同于单个孤立原子的

奇异现象，具有量子尺寸效应、表面效应、小尺

寸效应和宏观量子隧道效应，纳米粒子的特殊物理

表3 纳米晒对肉鸡肝细胞 cGPx i舌性的影晌(nmol'min-1'mg-1)

Se(μmollL) 培养时间(h)

。 24 48 72 96 
。 65.7 土 7.2" 53.2 :i:: 6.4 bO 47.3 士 5.3 b'" 42.6 士 5.8'0 40.2 士 5.1 ,0 

0.01 65.7 土 7.2' 57.5 土 6.8 ，"0 54.3 士 6.2bO 5 1.5士 6. 1'0 48.8 :i:: 5.7 bO 

0.05 65.7 土 7.2" 69.3 士 7.5'C 7 1.3士 7 .4 'C 73.2 土 7 .4 'C 70.6 :i:: 7.6'c 

。 10 65.7 土 7.2 b 83.5 土 9.1 ,S 86 .4 :i:: 8.9's 89.1 士 9.2's 88.7 :i:: 9.4 's 

0.30 65.7 士 72b 98.2 土 10.5 ，A 99.3 土 10.8"^ 99.8 士 9.7'^ 99.2 士 10.7'^

0.50 65.7 士 7.2 b 99.6 土 10.6，A 98.4土 10.3"^ 1 02.1 土 11.6"^ 100.5 土 10.7 aA

X 

F与 60
u 

50 

40 
o 24 48 72 96 

11、HllJ(h)

(C) 
100 

6:: 90 
亏 80

70 

24 48 72 96 
11.Ji'11J(h) 

(E) 

100 ~ 

:.< 90 
。 80
ü 

1o 65.7 土 7.2 b 95.3 :i:: 9.7'^ 95.5 :i:: 10. l'A 93 .4士 9.8"^ 92.7 :i:: 8.7'A 
纣宋以 x 士 s 去不 n=3。同 行中肩斩、小写字母不同者差异显苦(P<0.05) ， I司俨列中府和J; 大写宁{吐不 ['iJ {千万斤一 !Ill 苦 (P<0.05) 。
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手IJ化学性质是其具有广泛的生物学效应的基础[7l o 

表现分子量高达 60万的纳米碳管可以在小鼠的不同

器官之间自 ItJ 穿梭，通过尿液排泄，显与二出小分子

的生理行为:而 60 万分子量的常规物质是不可能

出现如此奇特的现象的[8J 。

动物(细胞)对晒的营养需要存在」个剂量范

围，在这个范围内，晒对动物具有营养作用，而

在这个范围之外会引起俐缺乏症或慢、急性中毒，

这种关系就是晒的剂量-效应关系曲线[IJ。本试验结

果表明， 3 种俐源都能提高细胞 cGPx 活性，但是

纳米晒的剂量-效应关系曲线中的最适剂量范围宽于

亚晒酸饷和蛋氨酸、晒， I高剂量添加时比亚晒酸讷和

蛋氨酸晒具有更强的营养生物学作用。研究报道，

纳米金属毒性低，且:传感特性和弹性模量可接近正

常的天然生物组织，可使细胞在其表面生长，并具

有修复病变组织的功能[9) 。按照、徐辉碧等[IOJ提出的

晒毒性的自由幕机制，谷脱甘肤与在西(化合物)的不

·研究论文·

断反应产生大量活性氧自由基是晒产生毒性的原因

之丁 Gao 等川报道，纳米晒与谷眈甘肤的反应速

率仅仅是 Na2Se03 与谷脱甘肤的反应速率的 1112.3 。

这能部分解释纳米晒 Weinberg 剂量-玫应的最适剂

量范围较宽的原因，但其作用机制还有待于进→步

探讨。
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Effect of Nano-selenium on Cellular Glutathione Peroxidase 

Activity in Chick Hepatocytes 

Cai-Hong Hu* , Mei-Sheng Xia 
(College of Animal Science; The Key Laboratory of Molecular Animal Nutrition, Ministry of Education, 

ZheJiang University, Hangzhou 310029, China) 

Abstract A new selenium source, nano elemental selenium (Nano-Se) was used to study the effect on 

cellular glutathione peroxidase (cGPx) in chick hepatocytes, and sodium selenite (Na2Se03) and seleno-l-methionine 

侣。Met) were used as controls. Se was added to the chick hepatocytes at 0.01 , 0.05 , 0.1 , 0.3 , 0.5 and 1.0μmol/L 

Se, respectively. The results showed that the cGPx activity was increased with elevation of Se concentrations in the 

range ofO.Ol-O.10μmollL for N~Se03 and 0.01-0.30 J.tII1011L for Se-Met or Nano-Se, respectively. The cGPx activity 

was decreased with elevation of Se concentrations in the range of 0.10-1.0μmollL for Na2Se03and 0.30-1.0μmol/L 

for Se-Met, respectively. However, the cGPx activity still remained steady at a range of 0.30一1.0μmollL for Nano­

Se. The results implicated that the ranking of width range of the most suitable Se concentration for nutrition curve 

of the three Se forms was: Nano-Se>Se-Met>Na2Se03. 

Key words selenium; nano; cellular glutathione peroxidase; hepatocyte; chick 
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