
苯并[ a]芘和高温及其联合作用对大鼠小脑粒细胞
存活率及热应激蛋白水平的可能作用

涂白杰1 , 邬堂春2 , 贺涵贞2

(1.重庆医科大学劳动卫生教研室 , 重庆　400016;2.华中科技大学同济医学院职业医学研究所 , 湖北 武汉　430030)

　　摘要:目的　研究苯并[ a]芘(BaP)、 高温及其联合作用对大鼠小脑粒细胞存活率及热应激蛋白 70 与热应激蛋白

90 β (HSP70、 HSP90 β)表达水平的影响。方法　取 8 日龄 SD大鼠小脑粒细胞原代培养 , 将其分为空白对照组 、 溶剂

对照组 (等量 DMSO 平行处理)、 低浓度 BaP染毒组 (BaP 5 μmol/L+S9-mix)、 高浓度 BaP 染毒组 (BaP 50 μmol/L+

S9-mix)、 高温处理组 (40℃, 45 min 预热)、 高温处理+低浓度 BaP 染毒组 、 高温处理+高浓度 BaP染毒组。染毒

90 min , 胰酶消化法收集标本 , 台盼蓝染色法检测存活率 , 用同一样本进行Western blot法检测 HSP70、 HSP90 β 相对表

达值 。结果　高浓度 BaP染毒 、 高温处理 、 高温处理+低浓度 BaP染毒 、 高温处理+高浓度 BaP染毒组均可降低细胞

存活率 (P<0.05～ P<0.000 01), HSP90 β 相对表达值升高。HSP90 β 相对表达值与细胞存活率间有线性相关关系

(r=-0.796 2 , P<0.05), 而 HSP70 相对表达值与细胞存活率间无线性相关关系 (r=0.217 4 , P>0.05)。结论　高浓

度 BaP染毒或 BaP与高温联合作用对体外培养神经元具有一定的损害作用。HSP90 β 相对表达值可用作体外培养神经

元损害程度的标志。
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Abstract:Objective　To study the combined effect of benzo[ a] pyrene (BaP) and high-temperature on survival of cultured

cerebellar granule neurons and levels of expression of heat stress protein 70 (HSP70) and 90β (HSP90 β)in rats.Method　Primary

culture of rat cerebellar granule neurons was prepared from 8-day-old SD rats , which were divided into seven groups:blank control ,

vehicle control (with DSMO), low dose BaP (5μmol/L+S9-mix), high dose BaP (50 μmol/ L+S9-mix), high-temperature (40

℃, 45 min), high-temperature +low dose BaP , and high-temperature +high dose BaP.The neurons were collected by trypsin

digestion after 90 min of administration , and survival was detected by Trypan-blue stain.Levels of expression of the HSP70 and HSP90

β were detected by Western blot and their relative values were estimated.Result　Survival rate of neurons significantly lowered in the

groups with high dose BaP , high-temperature , high-temperature+low dose BaP and high-temperature+high dose BaP compared with

blank control and vehicle control (P<0.05 or P <0.000 01), and relative expression of the HSP90 β increased in the corresponding

groups.HSP90 β correlated to survival rate (r=-0.796 2 , P<0.05), but no correlation between relative expression level of the

HSP70 and survival rate (r=0.217 4 , P >0.05) could be found.Conclusion　Administration of high-dose BaP or combined

administrations of BaP and high-temperature could damage rat neurons in vivo.Relative expression of the HSP90 β could be used as a

marker of neuron damage in vivo.
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　　在钢铁厂焦化车间 、 垃圾焚化等生产工序 , 苯并

[ a]芘 (BaP)与高温均是主要的职业有害因素 , 而且

在生产环境中同时存在。BaP的神经毒性目前已有零
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方向为神经毒理。

星的研究报道 , 如 David Moir提到 BaP 及其代谢物可

透过血脑屏障进入大鼠脑组织[ 1] , Tang Y 最近报道

BaP 在一定条件下具有体外神经毒性[ 2] , 我们于 2000

年用小鼠所做的亚慢性染毒实验初步证实了 BaP 对小

鼠中枢神经和外周神经具有一定的损伤作用
[ 3]
。而高

温引起的中暑 , 中枢神经也是主要的靶器官 。为研究
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BaP 、 高温单独及联合作用的体外神经毒性以及热应

激蛋白 (heat stress proteins , HSPs)在其中所起的作

用 , 本实验采用大鼠小脑粒细胞体外 BaP染毒 、 高温

单独及联合作用 , 检测分析了细胞存活率及热应激蛋

白70 (HSP70)和热应激蛋白 90 β (HSP90 β)的表达

情况 。

1　材料与方法

1.1　试剂

1.1.1　BaP 　购自 Sigma 公司 , 纯度 98%, 商品 BaP

为黄色粉末 , 称量后置于研钵中加少量 DMSO , 研至

溶解 , 移入容量瓶中配成 10% (mg/ml)溶液 , 密封

避光保存备用。S9-mix为高雅娟博士惠赠。

1.1.2　培养基配方　基础依格培养基9.23 g/L ,15%

胎牛血清(56 ℃,30 min灭活),25 mmol/L KCl ,2 mmol/

L 谷氨酰胺 ,100 U/ml青霉素 ,100μg/ml链霉素。

1.1.3　细胞分离液配制　溶液1:NaCl 124 mmol/L ,

KCl 5.37 mmol/L , NaH2PO4 1 mmol/L , D-葡萄糖 14.5

mmol/L , HEPES 25 mmol/L , 酚红 27 μmol/L , MgSO4

1.2 mmol/L , 牛血清白蛋白 3 mg/ml , 用 NaOH 调 pH

值7.4。溶液 2:在溶液 1中加入胰蛋白酶 (Ⅲ型)

0.25 mg/ml。溶液 3:在溶液 1中加入 DNA 酶 80μg/

ml , 胰蛋白酶抑制剂 0.52 mg/ml , MgSO4 增至 2.8

mmol/L。溶液 4:在溶液 1 中加入 Ⅰ型 DNA酶 26.6

μg/ml , 黄豆胰蛋白酶抑制剂 166.4 μg/ml , MgSO4 增

至 1.7 mmol/L。溶液 5:在溶液 1 中加入 CaCl2

0.1mmol/L , MgSO4增至2.5 mmol/L。

1.1.4　Western blot试剂　抗 HSP70 、 HSP90 β抗体为

兔抗小鼠 , 加拿大 Lavel大学与华中科技大学同济医

学院职业医学研究所联合研制 , 二抗为羊抗兔 , 购自

北京中山生物制品公司。其余试剂为分析纯 。

1.2　细胞分离与培养

(1)剖取 10只 8 日龄 SD 大鼠小脑并剪切成糊

状。(2)将上述糊状组织悬浮于 25 ml溶液 1中 , 低

速离心。(3)将经上述处理的组织悬浮于 25 ml溶液

2中 , 摇床37 ℃孵育 12 ～ 15 min 。(4)加入 12.5 ml

溶液 4 , 混匀 、 离心 。(5)将上步分离的细胞团悬浮

于2 ml溶液 3中 , 用巴斯德移液管打碎 。 (6)加入

1 ml溶液 5 , 将悬液轻轻混匀。 (7)静置 5 ～ 10 min ,

将沉于管底的细胞团块与其余的细胞制备物分开。

(8)悬浮液低速离心 10 min (1 500 r/min)将细胞团

置于生长培养基中。(9)当细胞增殖出现大量团块时

将其重新悬浮于 2 ml溶液 3 中 , 将组织用巴斯德移

液管打碎。(10)加入 5 ml溶液 5 , 将悬液轻轻混匀。

(11)将细胞悬液加入生长培养基中 。(12)立即接种

于经多聚赖氨酸包被的 35 mm 塑料培养皿中 (4.5×

106/皿), 培养物置于 37 ℃、5%CO2 、100%湿度孵育。

(13)于 20 ～ 24 h 加入胞嘧啶阿拉伯糖苷(cytosine

arabinoside)(10μmol/L)以预防非神经元细胞繁殖。

1.3　细胞染毒与处理

于对数生长期末 (细胞占皿底面积 80%～ 90%)

先将需高温处理的细胞置另一培养箱中 , 40 ℃预热

45 min , 再将需染毒细胞按表 1浓度将毒物加入培养

基 , 90 min后换去有毒培养基 , 再培养 90min后即收

获。见表 1。
表 1　细胞分组与处理

组名 处理

空白对照组 不施加处理因素

溶剂对照组 等量 DMSO 平行处理

低浓度 BaP染毒组 BaP 5μmol/ L+S9-mix

高浓度 BaP染毒组 BaP 50μmol/ L+S9-mix

高温处理组 40℃, 45min预热

高温处理+低浓度 BaP染毒组 40℃, 45min预热+

BaP 5μmol/ L+S9-mix
高温处理+高浓度 BaP染毒组 40℃, 45 min预热+

BaP 50μmol/ L+S9-mix

1.4　观察 、 收获细胞并计算细胞存活率

在倒置显微镜下观察 、 对比染毒前后细胞的变

化。染毒90 min 后 , 用 0.25%胰蛋白酶消化贴壁细

胞 , D-Hanks液清洗 , 台盼蓝染色计数 , 每组样本计

数5次 , 每次计数 1 μl (细胞计数板 4个视野)。按

以下公式计算细胞存活率:

存活率=(未染色细胞数/所计细胞总数)×100%

1.5　热应激蛋白相对表达值检测

1.5.1　收集样本　将长有神经细胞(覆盖皿底 90%)

的培养皿用预冷的 PBS洗 3遍 ,加入细胞裂解液(0.25

ml/35 mm 培养皿),用橡皮刮搽刮起细胞层 , 收集样

本 ,低温离心(4 ℃,10 000 r/min ,2 min)。

1.5.2　蛋白定量　微量 Lowry 法对匀浆进行总蛋白

定量 , 将少量匀浆上清稀释 30倍 , 加入显色剂 , 490

nm比色 , 根据标准色列光密度值换算出蛋白含量 ,

然后将所有匀浆总蛋白浓度用 PBS调整一致。

1.5.3　蛋白样品制备　将匀浆按1∶1加入2倍样品缓

冲液 , 加热变性(95℃, 20 min), 离心(10 000 r/min ,

5 min),取上清 。

1.5.4　Western Blot试验 　将上述蛋白质样品 15 μl

注入加样孔中 , 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳 (120 V ,

90 min), 待溴酚蓝接近底线时终止电泳;将分离后
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的蛋白质从SDS 聚丙烯酰胺凝胶电转泳 (300 mA , 45

min)至硝酸纤维素滤膜上 , 用丽春红进行染色 , 以

观察转泳效果 , 并用印度墨汁标记出标准分子量蛋白

位置 , 用 PBS 洗净丽春红 , 将硝酸纤维素滤膜放入

塑料袋中 , 根据滤膜面积以0.1 ml/cm2 的量加入封闭

液并密封袋口 , 室温下平缓摇动温育 1 h , 以封闭硝

酸纤维素滤膜的免疫球蛋白结合位点;用 PBS 洗净

封闭液 , 加入经 1∶5 000稀释的抗 HSP70 、 HSP90 β抗

体 , 37 ℃平缓摇动温育1 h;用 PBS洗净滤膜 , 加入

标记有辣根过氧化物酶的二抗 , 37 ℃平缓摇动温育 1

h;洗净滤膜 , DAB 显色;岛津双波长色谱扫描仪

460 nm 测定积分光密度值。HSP70 、 HSP90 β相对表

达值的计算均以第 1组的 blot积分光密度值为基准 ,

用其余各组blot积分光密度值与第 1组的 blot积分光

密度值进行比较而得 。

1.6　统计

用 Excel软件进行 t 检验及相关检验 。

2　结果与分析

2.1　细胞形态观察及细胞存活率

高浓度 BaP染毒 、高温处理+高浓度 BaP染毒组

细胞在加入毒物以后 , 有较多细胞出现局部透明度降

低 、 空泡化及脱壁等改变 , 其余各染毒组有不同程度

的上述改变。高浓度 BaP 染毒 、高温处理 、 高温处理

+低浓度 BaP 染毒 、高温处理+高浓度 BaP 染毒均可

降低细胞存活率 (P<0.05 ～ P<0.000 01)。见表 2。
表 2　各组细胞存活率 (x±s)

组　别 n 细胞存活率

空白对照组 5 95.32±2.79

溶剂对照组 5 92.45±5.27

低浓度 BaP染毒组 5 89.80±6.99

高浓度 BaP染毒组 5 77.97±6.92■

高温处理组 5 88.85±4.76＊

高温处理+低浓度 BaP染毒组 5 86.38±4.67#

高温处理+高浓度 BaP染毒组 5 64.31±7.43☆

　　与空白对照组比较 , ＊P<0.05;与溶剂对照组比较 , #P <

0.01 , ΔP<0.001 , ☆P<0.000 01

2.2　热应激蛋白表达值及其与细胞存活率的关系

小鼠脑组织 HSP70相对表达值在高温单独作用 、

低浓度 BaP单独作用 、高温与低浓度 BaP联合作用下

升高 。HSP90 β相对表达值仅在高温与低浓度 BaP 联

合作用及高温与高浓度 BaP 联合作用下升高。见表

3。HSP70与细胞存活率间没有线性相关关系 (r =

0.217 435 , P>0.05)。HSP90 β与细胞存活率间有线

性相关关系 (r=-0.796 18 , P <0.05)。

表 3　各组细胞 HSP70、 HSP90 β 相对表达值

组　别
HSP70

相对表达值

HSP90 β

相对表达值

空白对照组 1 1

溶剂对照组 1.05 0.99

低浓度 BaP染毒组 1.19 1.02

高浓度 BaP染毒组 1.01 1.04

高温处理组 1.32 1.06

高温处理+低浓度 BaP染毒组 1.36 1.16

高温处理+高浓度 BaP染毒组 1.04 1.21

3　讨论

BaP 是由有机物高温燃烧或高温裂解而产生的 ,

因此 BaP 与高温这两种有害因素在生活和生产环境中

也常同时存在 , 故研究二者的联合神经毒性具有重要

的意义。

神经元培养作为研究体外神经毒性的方法正逐渐

为国内外实验室采用 , 细胞存活率则是反映毒物毒性

的一项较为客观可靠的指标。本研究结果表明高浓度

BaP 对体外培养大鼠小脑神经元具有明显的毒作用 ,

且 BaP与高温联合作用使这种毒性增强 , 作用机制有

待深入研究。

HSP70是迄今为止研究得最为活跃 、深入的一种

热应激蛋白。但在实际工作中有害因素对热应激蛋白

的诱导往往是一组而不止一种 , 单纯研究 HSP70在

应用中也就显得有所不足 。一般认为 HSP70 的表达

升高对组织细胞具有保护作用 , 但实际情况是 HSP70

的表达水平并不总是与有害因素的作用强度平行 (亦

即不与损害程度平行), 高雅娟及杨进波的研究都有

类似现象 。高雅娟用人胚肺上皮细胞培养研究表明

HSP70的表达水平在低剂量 BaP 作用下升高 , 而在高

浓度 BaP 作用下反而降低[ 4] 。杨进波用猪动脉内皮细

胞培养研究表明HSP70的表达水平受到高浓度 BaP抑

制[ 5] 。本研究的结果表明 , 当机体受到低剂量 BaP 、

高温或二者联合作用时 , HSP70表达升高 。而受到高

剂量 BaP 、高温或二者联合作用时 HSP70表达水平反

而没有明显的升高。这可以解释为热应激蛋白对化学

性毒物损害的保护作用有一定的限度 , 当损害强度较

大时 , 某些机制抑制了 HSP70 的诱导 。有人提出高

浓度的BaP 是一种蛋白酶抑制剂 , 而HSP70类属于蛋

白酶家族成员 , 但我们认为实际的机制可能要复杂得

多 , 因为 BaP 会产生多种代谢物 , 到底是哪一种或几

种代谢物起主要作用还有待研究。一般认为 HSP90 β

可诱导性不强 , 而在本实验中则表现为 BaP 与高温联

合作用时 HSP90 β的相对表达值升高 , (下转第 79页)
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胞所占比例。Lash 等[ 14 ,15] 通过 LDH 释放试验研究

TCE对 F344 大鼠肾皮质细胞损伤作用 , 结果发现

TCE 、 PCE对雄性大鼠肾皮质细胞毒性呈时间-剂量-

反应关系。提示 TCE和 PCE都对雄性大鼠肾皮质细

胞产生细胞毒性。本次实验中 , 利用 LDH 释放试验

研究TCE 、 PCE和DCE对人KC细胞毒性的时间-剂量

-反应关系 , 结果显示经 TCE 、 PCE 和 DCE处理后人

KC的 LDH释放率与溶剂对照组相比也呈浓度 、时间

依赖性增加 , 且当 TCE浓度为 0.125 mmol/L 、 PCE浓

度为 0.1 mmol/L 和 DCE浓度为 0.7 mmol/L 以上作用

时间达3 h以上时 , 处理组的LDH 释放量与溶剂对照

组差异有显著性;当TCE浓度为 0.5mmol/L 、 PCE浓

度为 0.4 mmol/L 和 DCE浓度为 1.4 mmol/L 以上作用

时间达2 h以上时 , 处理组的LDH 释放量与溶剂对照

组差异有显著性 , 与 Lash 等实验结果相似 , 提示

TCE 、 PCE和 DCE对 KC 都具有细胞毒性作用 , 且呈

现时间-浓度-效应关系 , 但其具体作用机制尚需进一

步研究探讨。
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(上接第 75 页)其机制有待进一步探讨。本研究中

HSP90 β与细胞存活率呈显著的负相关关系 , 提示其

在本实验中对体外培养神经元可能起保护作用 , 亦可

用作损害程度的标志 。目前尚未见同类实验研究报

道 , 这种负相关关系是否存在于其他有害因素引起的

应激过程中尚不清楚 。

由于 BaP 神经毒性方面的研究资料很少 , 许多问

题尚无法定论 , 但本研究的结果则表明有必要在这一

方面进行深入的研究 , 如选用更敏感的指标研究低剂

量 BaP对神经系统的损害情况及其机制 , 进一步再研

究如何预防 、治疗等 。另外 , 由于 BaP 是环境中的常

见毒物 , 常与其他毒物及有害因素共同存在 , 其联合

毒作用是将来研究的主要方向 。
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