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上．苹果酸对大鼠转运蛋白及抗氧化酶
基因表达的影响
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广东省菌种保藏与应用重点实验室，广东省微生物应用新技术公共实验室，广东广州 510070)

摘要：对12月龄SD大鼠给予￡．苹果酸30d后，采用含有SYBR Green I的Real Time RT-PCR法，对肝脏和心脏线粒

体苹果酸天冬氨酸穿梭中的两种转运蛋白(天冬氨酸谷氨酸转运蛋白(AGC)与吐．酮戊二酸苹果酸转运蛋白(0MC))以

及两种抗氧化酶(过氧化氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH．Px))的基因表达进行检测，以研究￡．苹果酸增强线

粒体抗氧化作用的分子生物学机制。结果表明：苹果酸组中大鼠心肌细胞AGC、OMC、CAT、GSH．Px的mRNA

表达量分别是空白对照组的1．25、1．39、1．】2、1．01倍。苹果酸组中大鼠肝脏细胞AGC、OMC、CAT、GSH．Px的

mRNA表达量分别是空白对照组的1．33、1．02、1．25、0．94倍。由此推测，L一苹果酸可能通过促进苹果酸天冬氨酸穿

梭蛋白以及抗氧化酶的基因表达，实现提高线粒体的抗氧化作用。
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Abstract：To investigate the antioxidant mechanism of L．malate on mitochondria．real time RT—PCR was used to analyze

the gene expressions of two carrier proteins(AGC and OMC)in the inner membrane and two antioxidant enzymes(CAT

and GSH—Px)related to the malate．aspartate shuttle in rat liver and heart mitochondria．The mRNA expressions of these

proteins were examined by real time RT—PCR in hearts and livers of SD rats treated with L—malate．The results indicated that

the mRNA expressions ofAGC，OMC，CAT and GSH—Px in the heart ofrats treated with L-malate were 1．25，1_39，1．12，1．01

times as much as those in the control group．The mRNA expression of AGC．OMC．CAT and GSH—Px in the liver of rats

treated with L—malate was 1．33，1．02，1．25，0．94 times as much as those in the control group．These resultS imply that L-malate

might increase the antioxidant capacity of mitochondria by enhancing the mRNA expression of the proteins involved in the

malate—aspartate shuttle and the antioxidant enzymes．
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￡．苹果酸是生物糖代谢过程中产生的重要有机酸，

在1967年被美国食品和药品管理局登记确认为一种安

全、无毒、无害、可食用的有机酸。线粒体是维持细

胞以至整个机体生理活动的能源基础，存在于几乎所有

组织细胞内。已有研究报道了三．苹果酸能减少线粒体的

氧化损伤和提高机体的抗氧化能力‘”。动物实验m21证明

了老年大鼠经灌胃三．苹果酸溶液后的肝脏和心肌细胞内

活性氧(ROS)含量及丙二醛(MDA)水平均明显低于老年
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对照组，苹果酸组中老年大鼠肝组织的总超氧化物歧化

酶(TSOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH．Px)、谷胱甘肽

(GSH)及线粒体呼吸链NADH脱氢酶、NADH．细胞色

素C氧化还原酶、细胞色素C氧化酶的酶活力均明显高

于老年对照组。由于￡．苹果酸是苹果酸天冬氨酸(MAS)

的组成部分，MAS主要存在于肝和心脏中【3]，对于转移

细胞质中的还原当量(NADH)进入线粒体和ATP的可持续

产生以及糖异生起到重要的作用【4】，如图l所示【3】，胞质

中的NADH在脱氢酶的作用下，使草酰乙酸还原成苹果

酸，后者通过线粒体内膜上的n．酮戊二酸苹果酸转运蛋

I刍(OMC)进入基质，在基质脱氢酶的作用下重新生成草

酰乙酸和NADH，NADH进入电子呼吸链生成ATP，而

基质内生成的草酰乙酸经谷草转氨酶的作用生成天冬氨

酸，后者经天冬氨酸谷氨酸转运蛋白(AGC)转运出基质

再转变成草酰乙酸，继续进行穿梭。所以本研究拟采用

含SYBR Green I的Real Time RT-PCR法，在外源给予大鼠

一定剂量的￡．苹果酸溶液后，对大鼠肝脏和心脏MAS中

两种位于线粒体内膜的转运蛋白：AGC和OMC以及两种

抗氧化酶过氧化氢酶(CAT)和GSH．Px的基因表达进行检

测，旨在为探索￡．苹果酸增强线粒体抗氧化作用的分子

生物学机制提供依据。
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图1 苹果酸天冬氨酸穿梭示意图

Fig．1 Schematic of malate aspartate shuttle

1 材料与方法

1．1 材料、试剂与仪器

SPF级SD种雌性大鼠，12H龄(体质量300～4009)，

由广东省疾病预防控制中心提供。动物实验室：SPF

级，合格书粤检证2001C059，室温(22±0．5)℃；湿度

60％～80％。

颗粒饲料由广东省疾病预防控制中心提供。

三．苹果酸(经HPLC检验纯度在99．9％以上) 广东

环凯微生物科技有限公司：动物组织总RNA提取试剂盒

(DP431) 北京天根生化科技有限公司；Prime Script⋯RT

reagent Kit(Perfect Real Time)(RR037A)、SYBR*Premix Ex

TaqTM(Tli RNaseH Plus)(DRR420A) 日本TaKaRa公司；所

用引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。

MASstercycle Eppendorf Realplex Real．time PCR仪

德[]Eppendorf公司。

1．2 方法

1．2．1 分组与给样

实验大鼠在实验室条件下观察1周后，根据体质量和

血清MDA值分组方法将24只SD大鼠分为空白对照组和受

试物组(0．6309 L-苹果酸／(kg·d)，以体质量计)，每组各12

只动物，组间的体质量和血清MDA值差异不显著。空白

对照组每天给予生理盐水，受试物组按照剂量每天上午给

予上．苹果酸溶液一次。￡．苹果酸用纯净水溶解，NaOH调

pH7．2后配成剂量所需浓度，连续灌胃30d后进行实验。

1．2．2 总RNA提取

大鼠于末次给予￡一苹果酸溶液30min后，脱椎处死，

迅速取肝脏和心脏，每份肝脏或心脏样品加入裂解液，

用微量匀浆器PR0200研磨均匀，按照北京天根生化科技

有限公司提供的动物组织总RNA提取试剂盒(DP431)操作

说明，提取大鼠肝脏和心脏总RNA，RNA溶于无核酸酶

水中，取样用紫外分光光度计测一：咖。饼：。嘶值，剩下的存

放于一80℃冰箱备用。

1．2．3 反转录cDNA第一链

cDNA第一链的合成采用反转录试剂盒PrimeScript⋯

RT Reagent Kit(Perfect Real Time)(RR037A)进行反转录。

反转录程序为，37℃、15min(反转录反应)；85℃、5s(反

转录酶的失活反应)。

1．2．4 含SYBR Green I的real．time PCR

表1 SYBR real-time PCR反应所用到的引物序列

Table 1 Sequences of the primers in SYBR real-time PCR

基因 引物序列 扩增片段，bp参考文献

PCR反应采)羽SYBR@Premix Ex TaqTM(Tli RNaseH

Plus)(DRR420A)试剂盒。通过PCR反应生成双链DNA，

SYBR Green I与双链DNA结合发出荧光，通过检澳UPCR

反应液中的荧光信号强度，可以对目的基因进行准确定
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量。PCR程序为：95℃变性5s，55℃退火，延伸20s，共40

个循环。AGC、OMC、CA兀GSH-Px和管家基因GADPH

的引物序列见表1。相对基因表达的每份样品做两次重

复。PCR反应每份样品做两次重复。相对基因表达的

2“岫法，参照Livak掣51的方法。
1．2．5 数据统计方法

各组数据均采用2+s表示，数据间的差异性比较采

用t检验，显著性差异以P<O．05和P<O．01为标准。以上

数据分析均采用SPSS 1 0．0软件完成。

2 结果与分析

2．1 大鼠心肌细胞和肝脏细胞的G爿DP日、爿GC、

OMC、C爿瘌G跚段的溶解曲线及扩增曲线分析
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图2 大鼠心肌细胞GADPH、AGC、OMC、CAT'和GSH-Px的溶解曲线

Fig．2 Melting curves of different target genes in rat cardiacmy叫es
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图3 大鼠肝脏细胞GADPH、AGC，OMC、CAT和GSH-Px的溶解曲线

Fig．3 Melting curves of different target genes in rat livers
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图2～3分别是大鼠心肌细胞和肝脏细胞G爿DJPH、

AGC、OMC、C■卿G洱鲰的溶解曲线，显示大鼠心肌
细胞和肝脏细胞的GADPH、AGC、OMC、CZZ和G础二^
基因在82～90℃均有一个单一的峰，表明实验特异性

扩增了大鼠心肌细胞和肝脏细胞中的G彳DPⅣ、AGC、

OMC、CAT和GSH-Pxt引。
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图4 人鼠心肌细胞G4DPH、AGC、OMC、C．4T和GSH-Px的扩增曲线

Fig．4 Reaction curves for GADPH．AGC,OMC,CATand GSH-Px
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图5 大鼠肝脏细胞GADPH、AGC、OMC、CAT和GSH-Px的扩增曲线

Figs Meltingera'yesdGADPH,AGC,OMC,CATandGSH-Pxinratlivers

图4～5分别是大鼠心肌细胞和肝脏细胞的GADPH、

彳GC、D』HC、C彳卿G瓣A的扩增曲线，显示出相似的
扩增曲线形状，说明了目的基因和内参基因的扩增效率

比较一致，可采用相对定量分析中的2“托‘法进行数据的

统计分析【9．10】。

2．2 ￡．苹果酸对老年大鼠心肌细胞和肝脏细胞中AGC、

0咐C、CAT、6铆善A的mRNA表达规律的影响

．I(j(1 0’／C1 (14T GSH，)、

圈6 ￡-苹果酸埘大鼠心肌细胞中AGC、OMC、CAT、GSH-Px mIijNA

表达的作用

Fig．6 mRNA expression levels ofAGC,oMc．CATand GSH-Px in

hearts of rats treated wi恤and without工-malate
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图7 ￡．肇聚酸对火鼠肝毗绁I胞【}I。lGC、0wf、C4聃l

GSH-Pv mRNA表达的作用

Fig．7 mRNA expression levels ofAGC,OMC,CAT and GSH-Px in

livers of rats treated with and without工·malate

由图6、7可知，通过比较￡一苹果酸组与空白对照组

大鼠心脏和肝组织中AGC、OMC、CA凡GSH-Px的mRNA

的相对表达量来判断三．苹果酸是否增强或抑$)JAGC、

OMC、CAT、GSH-Px的基因转录。图6显示，￡．苹果酸

均能上调大鼠心肌细胞中AGC、0—们、酬丁、G阳一A
的mRNA的表达，苹果酸组中爿GC、O咐C、CAL G．婿二既

的mRNA表达量分别是空白对照组的1．25、1．39、1．12、

1．0l倍。图7显示，三．苹果酸能上调大鼠肝脏细胞中

AGC、OMC、CAT的mRNA的表达，其中在苹果酸组中

AGC、OMC、CA确mRNA表达量是空白对照组的1．33、
1．02、1．25倍，而GSH-Px在苹果酸组中的mRNA表达为空

白对照组的O．94倍。

3 讨论

随着对线粒体分子生物学的深入研究，发现其结构、

功能上有许多增龄性变化(衰变)”。幢】，可能引起机体自由

基平衡的破坏，逐步导致全身性生理功能的下降”引。研究

者据此提出线粒体衰老学说，为阐明衰老的分子机理提

供了新的理论【l21。机体衰老的一个重要标志是最大有氧

工作能力的下降，表现在最大摄氧量随年龄的降低。其

中，线粒体年龄依赖性的氧利用能力的降低、功能下降

可能是重要的限制因素之一。人体及动物实验都表明，

线粒体功能随年龄增加而下降”4。51。

大量实验已证实体外补充抗氧化剂，可使线粒体

产生适应变化，包括线粒体体积和数目增加，酶合成增

加，活性提高，从而提高氧化磷酸化功能”“。补充苹果

酸可提高机体的有氧代谢水平，增进有氧工作能力【1。18】。

且线粒体呼吸作用的加强均可由儿茶酚胺、胰高血糖素

和运动引起，在这几种情况下线粒体内苹果酸的浓度同

时都升高∽五们。Agbanyo等Ⅲ1通过观察发现苹果酸是使线

粒体产生ATP的驱动力，从而推测呼吸作用的加强由苹

果酸介导。Bobyleva．Guarriero等口01给大鼠注射了少量苹

果酸盐，发现肝脏线粒体中苹果酸盐浓度上升，柠檬酸

盐、6c．酮戊二酸和琥珀酸盐的氧化率上升，小剂量补充

外源性苹果酸，可提高线粒体苹果酸浓度，既节省基质
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中的苹果酸，又促进线粒体内的穿梭机理，从底物的供

给和能量的转移两个方面推动了线粒体的活动。当ATP

的需求增加时，就同时存在对苹果酸需求的增加[221。而

高能物质ATP由定位于线粒体内膜的呼吸链一系列酶促

反应生成。Wu Junlin等⋯则证明了￡．苹果酸降低老年大鼠

ROS水平是通过增加线粒体电子传递链的效率及提高基础

能量代谢效率实现的。众多的实验均表明了三．苹果酸提高

线粒体功能与三．苹果酸增强线粒体抗氧化能有关。

MAS在转移还原当量中起到关键的作用，很多研究

观察了体内MAS受阻或抑制时对能量代谢途径的影响。

Eto等【玎1的研究证实了NADH穿梭的重要性。该研究发现

在缺乏NADH穿梭的情况下，胰岛素刺激糖分解和ATP生

成的作用不能实现。Barron等【241的研究发现，抑$1]MAS

将造成胞浆NADH／NAD+比值升高，表明苹果酸天冬氨酸

穿梭对于维持细胞正常还原状态、决定有氧代谢和乳酸

生成途径以及线粒体呼吸作用均起到重要作用。Mitchell

等口副证明，由MAS调控的线粒体和胞质之间的代谢平衡

对于小鼠的胚泡进化和怀孕的活性很重要。MAS对于早

期胚胎细胞的碳水化合物的控制，以确保乳酸的代谢能

作为维持生长的一种能量来源是很关键的。

AGC和OMC是MAS的两种重要的转运蛋白。AGC

作为一个电势驱动(electrogenically driven)蛋白，是苹

果酸天冬氨酸穿梭代谢的限速步骤障“”】，其活性由线

粒体内膜势能决定。MAS的调控已经被证明是在线粒

体内膜蛋白OMC和AGC的水平上【4，2引。朱瑞娟等【41通过

real time PCR证明了高原鼢鼠通过上调AGC的表达，

提高了苹果酸．天冬氨酸在细胞质和线粒体之间的穿梭

效率。Scholz掣29】证明了苹果酸天冬氨酸穿梭能力的下
降是由OMC基因表达的下降所调控的。吴军林等【¨通

过半定量RT-PCR实验证明上．苹果酸能促进TCA循环及

苹果酸天冬氨酸穿梭，并且上．苹果酸能明显提高大鼠

肝脏细胞中AGC的mRNA表达量。本实验通过含SYBR

Green I的Real Time RT-PCR技术发现，虽然所得结果差

异性不显著，但不论是在大鼠心脏还是在肝脏中，苹

果酸组中AGC的mRNA表达均有高于空白对照组的趋

势，在大鼠心肌细胞中，OMC在苹果酸组中的表达量

也有高于空白对照组的趋势。而0MC在大鼠肝脏中的

表达量与空白对照组比较并没有多大变化则与吴军林

等【_7】一致。本实验苹果酸组AGC的mRNA的表达量与空

白对照组之间没有显著性差异，推测是由于采用了与

前人不同的实验方法而产生。即便如此，本实验为探

索三．苹果酸增强线粒体抗氧化作用的分子生物学机制采

用了real time PCR的方法亦是可行的。此外，本研究对

CAT和GSH．Px两种抗氧化酶的基因表达进行了检测，

发现苹果酸组中CAT的mRNA表达均上调，而GSH-Px

的mRNA表达与空白对照组并无太大变化。由此说明

三．苹果酸可能通过上调AGC、渊基因及抗氧化酶CAT
基因的表达，提高线粒体的抗氧化作用。

本研究没有测定工．苹果酸对大鼠心脏和肝脏中苹果

酸．天冬氨酸的穿梭能力以及对线粒体膜电位的影响，

如果能进一步探讨三．苹果酸在AGC、OMC的mRNA表达

水平与苹果酸．天冬氨酸的穿梭能力及线粒体膜电位的关

系，则将进一步阐明三．苹果酸对线粒体抗氧化的作用机

制，有关这方面的研究则需要开展更深入的工作。
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