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醋酸铅对 PC12细胞凋亡和 caspase-3活性的影响
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　　摘要:目的　探讨醋酸铅对 PC12细胞凋亡和 caspase-3 活性的影响。方法　采用四唑盐 (MTT)法检测 IC50值 , 用

流式细胞仪 、 Hoechst 33258/PI 荧光染色分析细胞凋亡 , 比色法测定 caspase-3活性。结果　用不同浓度的醋酸铅处理细

胞 48 h , 其 IC50值为 (0.445±0.080)mmol/ L;用 0.25、 0.5mmol/ L醋酸铅处理细胞 48 h , 可见凋亡峰和典型的凋亡形

态学改变 , 两铅处理组经流式细胞仪和荧光染色检测出的细胞凋亡率均明显高于对照组 (P<0.05或 P<0.01), cas-

pase-3活性也明显高于对照组 (P<0.01)。结论　醋酸铅可诱导 PC12细胞凋亡 , 其机制可能与 caspase-3的活化有关 。
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Effects of lead acetate on apoptosis and caspase-3 activity in PC12 cells
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Abstract:Objective To investigate the effects of lead acetate on apoptosis and activity of caspase-3 in PC12 cells.Method　IC50

value was measured by MTT assay.Apoptosis was analyzed by flow cytometry and Hoechst 33258/PI fluorescence staining.Activity of

caspase-3 was determined by colorimetric assay.Result　The PC12 cells were exposed to lead acetate at varied concentrations for 48h.

Its IC50 value averaged (0.445±0.080)mmol/ L.Apoptotic peak and typical morphological changes in apoptosis could be observed in

cells exposed to 0.25 mmol/ L and 0.5 mmol/L of lead acetate for 48 h.Apoptotic rate by both flow cytometry and fluorescence staining

in cells exposed to 0.25 mmol/ L and 0.5 mmol/ L of lead acetate was significantly higher than that in control groups (P <0.05 or P <

0.01).Activity of caspase-3 in cells exposed to 0.25 mmol/ L and 0.5 mmol/ L of lead acetate was much higher than that in control

group (P<0.01).Conclusion　Lead acetate could induce apoptosis in PC12 cells , with a possible mechanism which may be related

to the activation of caspase-3.
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　　近年的研究发现 , 铅的神经毒性可能与细胞凋亡

有关[ 1 ,2] 。PC12细胞是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞 ,

已被广泛应用于神经细胞死亡方式及毒性损害的研

究[ 3] , 迄今国内外还未见铅对 PC12细胞凋亡影响的

报道 。Caspase (半胱天冬酶)家族是与细胞凋亡密切

相关的蛋白酶 , 其中 caspase-3 最为关键 , 目前 cas-

pase-3与铅神经毒性的关系尚不清楚。因此 , 本文通

过检测 PC12细胞经铅处理后细胞凋亡的发生情况和

caspase-3活性的改变 , 探讨铅的神经毒性与细胞凋亡

及 caspase-3的关系 。

1　材料与方法

1.1 　细胞与细胞培养

PC12细胞由军事医学科学院三所马子敏博士惠

赠 , 在 37 ℃、 5% CO2 条件下 , 用含 10%马血清和

5%胎牛血清的 DMEM高糖培养基 (美国Gibco 公司)

培养。隔日换液 , 待单层细胞生长至 80%融合后传

代培养。实验用细胞均处于指数生长期 。

1.2 　试剂和仪器

醋酸铅 (分析纯)为广州化学试剂厂产品 ,

Hoechst 33258 为 CNI 公司产品 , PI 为 Sigma 公司产

品 , MTT 和 DMSO均为 Amresco 公司产品 , caspase-3

抑制剂 DEVD-fmk 为 Clontech 公司产品 , caspase-3底

物 AC-DEVD-pNA 为 Alexls 公司产品。流式细胞仪

(Epics-XL 型)由 Coulter公司生产 , 酶标免疫测定仪

(450型)由 BIO-RAD公司生产。

1.3　方法

1.3.1　细胞增殖抑制实验　采用四唑盐(MTT)法。

取指数生长期的细胞 ,按 0.5×104/孔于 200 μl培养液

中接种于 96孔板 ,在37 ℃、5%CO2 条件下过夜后 ,加

入不同浓度的醋酸铅使其终浓度分别为 0.0625 、

0.125 、0.25 、0.5 、1 、2 、4 mmol/L ,对照组加入相应体积
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的PBS ,每组设 8个平行孔 。染毒后继续培养 48 h ,然

后每孔加入20 μl MTT(5 mg/ml)后再培养4 h ,倾去培

养液 ,每孔加入 100 μl DMSO 溶剂 ,待完全溶解后 ,于

酶标免疫测定仪上以测定波长 570 nm、参考波长为

450 nm测定其吸光度 。按公式细胞增殖抑制率%=

(1-处理组吸光度/对照组吸光度)×100%计算出抑

制率 ,绘制浓度-抑制率曲线 ,并计算出 IC50值 。

1.3.2　凋亡的检测

1.3.2.1　流式细胞仪测定法　分别收集用0 (对照)、

0.25 、 0.5 mmol/L 醋酸铅处理 48 h 的细胞 , 用 D-

hanks液洗涤后 , 再加预冷的 70%乙醇固定过夜。次

日完全去除乙醇后 , 将细胞重悬于 40 μl磷酸-柠檬酸

缓冲液 (192 份 0.2 mol/L Na2HPO4、 8 份 0.1 mol/L

柠檬酸 , pH 7.8)中 , 用 0.5 ml 50 mg/L PI (含 100

mg/L RNase A , 无DNase)4 ℃避光染色 30 min , 于流

式细胞仪观察亚 G1峰 (凋亡峰)和凋亡率。

1.3.2.2　荧光染色　分别收集用0 (对照)、 0.25 、

0.5 mmol/L 醋酸铅处理 48 h 的细胞 , 加入 Hoechst

33258和 PI , 使其终浓度分别为 10 mg/L 、 20 mg/L ,

37 ℃避光染色 30 min 后 , 在荧光显微镜下随机计数

200个细胞 , 区分出坏死细胞 、 凋亡细胞和活细胞 ,

并计算出凋亡率和坏死率 。

1.3.3　caspase-3活性测定　采用比色法。分别收

集用 0 (对照)、 0.25 、 0.5 mmol/L 醋酸铅处理 48 h

的细胞及用 100 μmol/L DEVD-fmk预处理 2 h 后 , 再

用0.5 mmol/L醋酸铅处理 48 h的细胞 , 按文献[ 4]处

理后加入 caspase-3 底物 AC-DEVD-pNA , 使其终浓度

为50μmol/L , 37 ℃孵育 1 h后 , 于酶标免疫测定仪

上测定405 nm波长下的吸光度值 (A405 nm), 用 A405nm

来表示其相对活性。以上测定均重复 3次 。

1.4　统计学处理

所有数据以 x±s表示 , 采用SPSS10.0 for Win-

dows软件包中的 ANOVA 进行统计学处理 , 各组与对

照组两两比较方差齐时用 Dunnett双侧检验 , 不齐时

用Tamhanes T2检验。

2　结果

2.1　铅对PC12细胞的生长增殖抑制作用

用不同浓度的醋酸铅处理 PC12细胞 48 h , 细胞

的生长增殖受抑 (图 1), 细胞生长增殖抑制率随醋

酸铅浓度的增加而增高 (F =60.273 , P <0.01), 具

有剂量依赖性 , 其 IC50值为 (0.445±0.080)mmol/L。

图 1　浓度-抑制率曲线图

2.2　醋酸铅对PC12细胞凋亡的影响

用0.25 、 0.5 mmol/L 醋酸铅处理PC12细胞48 h ,

用流式细胞仪检测到凋亡峰 (图 2), 其凋亡率 (n=

3)分别为 (13.6±2.7)mmol/L 、 (29.0±4.8)mmol/

L , 与对照组的凋亡率 (2.6±0.7)mmol/L 比较均 P

<0.01。用Hoechst 33258/PI 荧光染色 , 观察到 PC12

细胞胞体缩小 、 胞浆浓缩 、 核染色质聚集 、 核固缩 、

核碎裂等典型的凋亡形态学改变 , 各处理组的凋亡率

和坏死率的结果见表 1。从表 1 可见 , 0.25 、 0.5

mmol/L醋酸铅处理组的凋亡率均明显高于对照组 ,

但0.5 mmol/L醋酸铅处理组的坏死率与对照组比较

也具有统计学意义 (P<0.01)。

　

图 2　PC12 细胞经铅处理 48 h 的流式细胞仪检测结果
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表 1　Hoechst 33258/PI荧光染色检测凋亡率和坏死率%

(x±s , n=3)

醋酸铅浓度
(mmol/ L) 凋亡率 (%)　 坏死率 (%)

0(对照组) 3.1±1.1 3.0±0.5

0.25 13.4±3.3＊ 3.9±0.3

0.50 26.6±6.3＊＊ 7.2±1.7＊＊

　　与对照组比较 , ＊P<0.05, ＊＊P<0.01

2.3　醋酸铅对 caspase-3活性的影响

对照组 、DEVD-fmk 预处理组及 0.25 mmol/L 、0.5

mmol/L醋酸铅处理组的 caspase-3相对活性(A405nm)分

别为 0.058±0.005 、0.061±0.004 、0.309±0.023 、0.547

±0.045。DEVD-fmk预处理组的 caspase-3活性与对照

组比较无统计学意义 ,但 0.25 、0.5mmol/L 醋酸铅处理

组的 caspase-3活性均明显高于对照组(P <0.01)。

3　讨论

铅可对中枢和周围神经系统产生毒性作用 , 引起

神经系统的功能改变 。研究发现 , 铅对神经系统的毒

性作用机制可能与铅诱导神经元过度凋亡有关[ 1 ,2] 。

国内安兰敏等[ 1]报道醋酸铅染毒成年 SD大鼠后 , 大

鼠海马 、 皮层组织凋亡细胞明显增多 , 显著高于对照

组 , 并与铅染毒剂量有较好的剂量-反应关系 , 其凋

亡机制可能与 fos 、 jun 的参与有关 。Sharifi 等[ 2]通过

在2 ～ 4周和 12 ～ 14 周大鼠腹膜内注射醋酸铅 7周 ,

发现海马区细胞的死亡部分是通过凋亡途径 。

本研究的结果显示 , 用 0.25 、 0.5mmol/L 醋酸铅

处理 PC12细胞 48 h , 用流式细胞仪检测到凋亡峰 ,

荧光染色观察到典型的凋亡形态学改变 , 0.25 、 0.5

mmol/L醋酸铅处理组的凋亡率均明显高于对照组。

因此 , 醋酸铅可诱导 PC12细胞凋亡 , 进一步证明铅

的神经毒性与细胞凋亡有关 。荧光染色结果发现 ,

0.5 mmol/L醋酸铅处理组的坏死率也明显高于对照组

(P<0.01), 说明铅浓度过高可使 PC12 细胞以坏死

方式死亡 。

Caspase家族存在于哺乳动物细胞中 , 是与线虫

细胞死亡蛋白 CED-3相似的一类蛋白酶 , 其中 cas-

pase-3是最关键的一员 。近年发现一些物质诱导 PC12

细胞凋亡中有 caspase-3 的活化
[ 5～ 7]

。 Jiang 等发现

H2O2诱导 PC12细胞凋亡有 caspase-3的参与[ 5] , Boc-

cellino 等报道苯乙烯-7 , 8-氧化物诱导 PC12细胞凋亡

与 caspase-3 的活化有关[ 6] , Kitazawa 等用 100 ～ 300

μmol/L狄氏剂 (一种杀虫剂)处理 PC12细胞 , 发现

caspase-3以剂量和时间依赖性的方式活化[ 7] 。本研究

用0.25 、 0.5mmol/L 醋酸铅处理 PC12细胞 48 h , 也

发现 caspase-3活性明显升高 。因此醋酸铅诱导 PC12

细胞凋亡可能有 caspase-3的参与 , 铅的神经毒性可

能与 caspase-3 的活化有关。对于 caspase-3 抑制剂能

否用于缓解铅所致的神经毒性将值得深入探讨。
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HSP70抗体可能参与了噪声导致作业工人心功能异常

的发生过程 。随着研究工作的深入 , HSP70有望成为

心脏功能异常的检测指标。但心电图异常者 HSP70

抗体产生的机制及 HSP70抗体参与心脏生物电流改

变的过程尚有待进一步探讨。
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