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用同位素示踪技术研究大鼠体内铬的赋存状态
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　　以富集稳定同位素50C r3+ 作示踪剂, 用 Sephadex G225 凝胶色谱法和中子活化法研究了

C r (Ë )在正常和患糖尿病大鼠肝胞液、血清及尿液中的赋存状态。研究发现: (1) C r (Ë )在大鼠血

清中可迅速与血清蛋白结合,以某种特定蛋白质为载体将C r (Ë )运送到身体各部; 在大鼠肝胞液

中,铬主要与高分子量蛋白质结合,并可能以高分子量铬结合蛋白的形式储存在肝脏中。 (2) 在两

组大鼠的血清、肝胞液及尿液中均发现有一低分子量 (< 5 000 D )的铬结合物质存在。 (3) 糖尿病

大鼠尿中低分子量铬配合物的排泄总量远高于正常组大鼠,这可能是造成糖尿病大鼠体内缺铬的

原因之一。
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C r (Ë )被确认为动物及人体必需微量元素以来, C r (Ë )的生物效应逐渐为人们所认识。

Schw arz 等[ 1 ]把能改善动物和人体内葡萄糖耐量的含铬化合物命名为“葡萄糖耐量因子”

(GT F)。A nderson 等[ 2 ]系统研究了饮食中铬对大鼠组织中铬浓度和铬吸收的影响,发现饮食

中的铬形式显著影响组织铬浓度。而 Schw arz等的研究发现,与简单的无机盐相比, GT F 具有

高的小肠吸收率及对萄萄糖代谢的刺激效应,这是无机铬所没有的。上述结果说明铬的生物特

性与其化学形式密切相关。

目前,对动物及人体内铬的赋存状态的研究还很少,对生物体内源性铬配合物的代谢及生

物功能的研究尚处于起步阶段,有许多问题值得深入研究。对从动物体内提取出的低分子量的

含铬配合物 (LMW C r)的初步研究表明[ 3～ 7 ], LMW C r 有可能作为体内六价铬的解毒剂,还可

作为营养剂发挥一些生物功能。但由于动物及人体内的铬含量极低 (ngömL 级) ,繁琐的生化

分离提取工作及大量容器、试剂的使用所引起的铬元素的沾污影响不容忽视,有关结果还需要

进一步的仔细考证。此外,有关糖尿病动物及人体内铬的赋存状态及生物作用机理还未涉及。

本文用可活化的富集稳定性50C r同位素示踪技术,结合凝胶色谱法研究C r (Ë )在正常及

患糖尿病大鼠肝细胞胞液中的赋存状态、在血液中的结合状态及在尿中的代谢产物,以期在有
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关铬的代谢及生物功能方面得出一些结果。

1　实验方法

111　玻璃仪器及试剂

所有玻璃仪器均用体积比为 1∶1 HNO 3 浸泡一星期后,用去离子水洗净,在 100级超净

室中晾干备用。

011 m o löL CH 3COON H 4 缓冲液 (pH = 6. 60) : 称取乙酸铵 (A R , 北京化工二厂) 381540

克,溶于 5000 mL 去离子水中,用N H 4OH (A R ,北京化工二厂)调 pH = 6. 60。

112　实验动物

北京医科大学实验动物中心提供的W istar雄性大鼠 12只,体重 (170±20) g,随机分为 2

组。一组按每公斤体重注射 90 m g 四氧嘧啶溶液,造糖尿病大鼠模型,另一组作为对照组。

113　富集稳定性示踪剂50Cr3+ 的制备

称取少量C r2O 3 (中国原子能科学研究院生产, 50C r丰度为 9412% ) ,加少量HC lO 4 加热溶

解后,加入几滴浓HC l和 30% H 2O 2 使C r保持在+ 3价,溶液呈浅绿色,加水稀释备用。

114　生物材料的获取

给糖尿病大鼠和正常大鼠按每 100 g 体重尾静脉注射 50 Λg 上述50C r3+ 示踪剂溶液,每

24 h注射 1次,连续注射 3 d,第 4天取颈静脉血后杀死大鼠。取肝脏,用去离子水冲洗干净后

用钛刀切成小块。将组织和 10 mm o löL H EPES及 0. 25 m o löL 蔗糖组成的缓冲溶液 (pH = 7.

4)按 1∶4 (V öV )放入玻璃匀浆器中匀浆。在 35000 röm in (100, 000 g,Beckm an 7L 型超高速离

心机)下离心 2 h 后的上清液,即为大鼠的肝细胞胞液。

大鼠血液凝固后按 2500 röm in 离心 5 m in,收集血清, - 70℃冷藏备用。

将实验期间收集的大鼠尿液在 10, 000 röm in 离心 30 m in,上清液在- 20℃下冷藏备用。

115　凝胶色谱柱的操作

取上述经离心获得的大鼠肝胞液、血清及尿液约 10 mL ,分别上 Sephadex G225 凝胶柱

(216 cm (<)×60 cm )。用 0. 1 m o löL CH 3COON H 4 缓冲液 (pH = 6. 60)洗脱,流速为 19 mL öh,

每份收集 4 mL。

116　中子活化法的测定

上述经凝胶柱分离的组分,分别在红外灯下烤至碳化,用聚四氟乙烯簿膜和铝箔包装,在

中国原子能科学研究院反应堆中照射 24 h,中子注量率为 2×1013ö(cm 2·s)。冷却 10 d 后,在

高纯锗探测器及多道分析仪上测定。

2　实验结果

211　大鼠肝胞液凝胶色谱的分离

正常和患糖尿病大鼠肝胞液凝胶色谱分离结果示于图 1。从图 1可以看出,大鼠肝胞液的

Sephadex G225色谱图显示有 4个较明显的蛋白吸收峰。第 1个峰最高,说明肝胞液中以高分

子量蛋白为主。根据 Sephadex G225凝胶柱对球形蛋白的分级范围 (1000～ 5000 D ) ,推测这一

部分蛋白质分子量≥5000 D。在 100～ 200 mL 洗脱体积之间,有 2个矮且宽的峰,这两部分蛋

白质分子量约在 1000～ 5000 D 范围内。第 4个峰主要由无机盐、氨基酸、小肽等小分子量物质

组成,其分子量≤1000 D。对上述 4个组分的紫外色谱分析显示,它们分别在波长为 280 (É )、
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260 (Ê、Ë )和 290 nm (Ì )处有最大紫外特征吸收峰,说明上述 4 个组分的化学组成各不相

同。

图 1　正常及糖尿病大鼠肝胞液通过 Sephadex G225分离后的洗脱曲线

F ig. 1　Sephadex G225 ch rom atography of the liver cyto so l of the no rm al and diabet ic rat

(a)——正常大鼠 (no rm al rat) , (b)——糖尿病大鼠 (diabetic rat)

正常组和糖尿病组大鼠肝胞液经 Sephadex G225分离后C r的洗脱曲线基本一致。正常组

大鼠肝胞液中占总洗脱量 5918%的C r集中在第É个蛋白峰中,第Ê个峰的C r量占总洗脱量

的 2619%。而糖尿病大鼠肝胞液中第É个铬峰占总洗脱量的 5812% ,第Ê个峰占 3618%。

212　大鼠血清凝胶色谱的分离

血清的凝胶色谱分离结果示于图 2。血清铬的 Sephadex G225的洗脱曲线与肝胞液的非

常相似,只不过在 100～ 130 mL 洗脱体积之间有较肝胞液明显的紫外吸收峰 (Κ= 280 nm )。对

血清铬的 4个紫外吸收峰的色谱分析表明,它们分别在 Κ为 280 (MW≥5000 D )、260 (MW 约

1000～ 5000 D )、270 (MW 约 1000～ 5000 D )和 290 nm (MW≤1000 D )有最大紫外特征吸收

峰。正常组大鼠血清中,占总洗脱量 9013%的C r与第 1个蛋白峰重合,第 2个铬峰占总量的

812%。糖尿病组大鼠血清铬的洗脱曲线与正常组类似,第 1个铬峰占总量的 8911% ,第 2个

峰占 1012%。

图 2　正常及糖尿病大鼠血清通过 Sephadex G225分离后的洗脱曲线

F ig. 2　Sephadex G225 ch rom atography of serum of the no rm al and diabet ic rat

(a)——正常大鼠 (no rm al rat) , (b)——糖尿病大鼠 (diabetic rat)

213　大鼠尿液凝胶色谱的分离
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尿主要是从肾脏排出的各种代谢终产物,如尿素、尿酸、肌酸酐、无机盐、水等小分子物质。

尿也是体内金属元素的主要排泄途径之一。大鼠尿的 Sephadex G225洗脱曲线示于图 3。从图

3看出,大鼠尿的洗脱曲线与肝胞液和血清的明显不同。280 nm 处紫外吸收峰主要集中在低

分子量物质上。洗脱图谱显示有 4个紫外吸收峰,以 100～ 150 mL 洗脱体积之间的峰值最高、

最宽,说明是分子量接近的配合物的混合物。这 4个组分的紫外色谱特征与血清中的类似,即

分别在 Κ= 280 (MW ≥5000 D )、260 (MW 约 1000～ 5000 D )、270 (MW 约 1000～ 5000 D )和

290 nm (MW≤1000 D )有最大紫外特征吸收峰。几乎所有的C r都集中在 100～ 150 mL 洗脱

体积的紫外吸收峰上。

图 3　正常及糖尿病大鼠尿液通过 Sephadex G225分离后的洗脱曲线

F ig. 3　Sephadex G225 ch rom atography of u rine of the no rm al and diabet ic rat

(a)——正常大鼠 (no rm al rat) , (b)——糖尿病大鼠 (diabetic rat)

3　讨　论

311　大鼠体内Cr (Ë )赋存状态及代谢特点

根据文献[ 8 ],已知大鼠对以灌胃方式进入体内的铬的吸收率只有 011%左右,此次以静

脉注射的方式进入大鼠体内的铬也只有约 1%。

对两组大鼠肝胞液、血清以及尿液的凝胶色谱分离结果显示,在同一洗脱位置处,血清、肝

和尿中都发现有一相似低分子量的含铬配合物存在。从相对百分含量上看,以血清中为最少

(～ 10% ) ,尿中最多 (～ 100% ) ,但从所含的低分子量铬配合物的绝对量上看,又以肝胞液中为

最少。这一结果说明低分子量铬配合物很可能作为进入体内铬的代谢产物,或是作为某种生物

活性形式而在动物体内发挥一定的生理功能。从啤酒酵母等物质中提取出的 GT F 性质表

明[ 9, 10 ] ,它在 260 nm 处有最大紫外吸收,烟酸是GT F 的特定成分之一。Yam am o to 等[ 4～ 7 ]在对

从动物组织中提取出的LMW C r的研究中发现, LMW C r也在 260 nm 处有最大紫外吸收,但

它不含烟酸。有关LMW C r或 GT F 的化学组成及结构功能方面的问题还有待于大量的研究

证实。

大鼠血清凝胶色谱提示,进入大鼠体内的C r (Ë )主要与血清中的大分子蛋白质结合 (约

占总量的 90% ) ,少部分以低分子量铬配合物形式存在 (约占总量的 10% )。目前, C r (Ë )与血

浆蛋白的结合还存在着争论。北京医科大学邢锋和李荣昌的研究[ 11 ]表明, C r (Ë )与人血清白

蛋白有结合作用。近年许多的研究则认为, C r (Ë )离子主要与运铁蛋白结合[ 12, 13 ]。Yam am o to

等[ 6 ]的体外实验结果表明, C r (Ë )与低分子量铬配合物 (LMW C r)及血清蛋白的亲和力以
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LMW C r、运铁蛋白、血清白蛋白的顺序下降。

本次实验所发现的铬在大鼠肝脏中的赋存状态与以往报道的有不同。本文发现, C r (Ë )

在大鼠肝脏中主要与高分子量的蛋白质结合,并可能以铬结合蛋白的形式蓄积在肝脏中。而

Yam am o to 等[ 6, 7 ]认为LMW C r是肝中主要的结合铬的物质。他在给小鼠注射K2C r2O 7 后 2 h,

大于 72%的铬以LMW C r形式在肝中富集,血浆中的LMW C r占 22%～ 25%。而本实验是在

给W istar大鼠注射50C r3+ 后 24小时的分析结果,在肝胞液和血清中高分子量的铬都占了绝大

部分。同时, Yam am o to 等人[ 6 ]的研究还认为肝胞液中脱辅基的LMW C r无法诱导,即肝中自

然存在的LMW C r的量是一定的。本实验对糖尿病大鼠肝胞液、血清铬的测定结果表明,与总

洗脱量相比,低分子量含铬配合物所占的百分比均高于正常组大鼠。这一结果似乎预示着糖尿

病大鼠有自发地调节体内某种与铬有关的生物功能的能力,而这种调节又是与体内胰岛素水

平相关的。铬以低分子量铬配合物形式大量损失在尿中是造成糖尿病大鼠体内缺铬的重要原

因。这与M ertz[ 14 ]曾描述过的糖尿病患者体内缺铬的恶性循环相类似。

312　低分子量铬配合物的生物学意义

虽然铬作为必需营养元素的重要性已显而易见,但是对铬在生物体内的赋存方式仍所知

甚少。LMW C r是目前已知唯一的从哺乳动物体内提取出的内源性的含铬配合物。人们之所以

对低分子量的铬配合物感兴趣,主要是因为在活的有机体内合成的除酶和核酸以外的大多数

的生物活性物质都是低分子量的化合物, 如激素、维生素和一些体内起调节作用的物质。

LMW C r生化功能的研究还刚刚开始,还有许多问题需要深入研究。

长期以来一直有种观点认为大部分的微量元素当被吸收时很容易转化为生物活性形式。

但是从我们以前的代谢实验可以看到,铬,即使是三价形式,在哺乳动物体内仍不能很快地转

化为生物活性形式。对缺铬人群来说,迫切需要找寻一种具有高吸收、高生物利用度的补铬剂

来改善他们体内的铬的营养状况。如果能在生物体内找到某种生物活性形式的铬化合物,那么

作为将来可能的铬的营养补剂,将无疑具有广阔的应用前景。

目前,对人体内铬的营养状况还缺乏相应的检测手段。人发、血清、汗液和尿液中铬的含量

都不能作为诊断依据。如能从血清或尿液中分离某一类似LMW C r的组分,它能真实地反映

体内铬的状况,将会具有极大的诊断价值。我们正在积极进行有关生物体内铬配合物的分离纯

化工作。
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Feng W eiyue　Q ian Q infang　D ing W en jun　Chai Zh ifang

( Institu te of H ig h E nergy P hy sics,L abora tory of N uclear A na ly sis T echn iques,

the Ch inese A cad em y of S ciences, P. O. B ox 2732,B eij ing 100080)

ABSTRA CT

T he ch rom ium specia t ion in the liver cyto so l fract ion, serum and u rine of bo th no rm al
and diabet ic ra ts are stud ied by the en riched stab le iso tope tracer techn ique com b ined w ith
the gel ch rom atography and the neu tron act iva t ion analysis (NAA ). T he resu lts a re as fo l2
low s:

( 1) W hen C r (Ë ) en ters the an im al body, it is m o st likely to be com b ined w ith serum
p ro tein s. T he ch rom ium 2p ro tein com pound acts as a carrier to tran spo rt C r to the w ho le
body. In the liver cyto so l froct ion, C r (Ë ) is a lso m ain ly com b ined w ith the h igh m o lecu lar
w eigh t p ro tein and reta in s as ch rom ium 2p ro tein sub stance in the liver.

(2) A low m o lecu lar w eigh t ch rom ium 2con ta in ing com pound is found in a ll the liver cell
cyto so l fract ion, serum and u rine of the tw o group ra ts.

(3) T he diabet ic ra ts lo se m o re am oun t of low m o lecu lar w eigh t of ch rom ium com pound
in u rine than the no rm al ra ts do. T h is m igh t be a m ain reason to exp la in w hy the d iabet ic ra ts
reta in low er C r in their bodies than the no rm al group.

Key words　　En riched stab le iso tope tracer techn ique　C r (Ë )　R at　Specia t ion
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