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锰对HUVEC-304细胞生长及 p53 、 p21WAF1/CIP1

蛋白表达的影响
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　　摘要:目的　探讨锰对人脐静脉内皮细胞系 HUVEC-304 细胞生长及 p53、 p21WAF1/CIP1蛋白表达的影响。方法　取

指数生长期 HUVEC-304 细胞 , 以 100、 200 、 400、 800 μmol/ L MnCl2 , 分别作用 24、 48 、 72 h 后 , 以四甲基偶氮唑蓝

(MTT)比色实验检测细胞的存活力 , 筛选锰对细胞的毒性剂量。流式细胞仪 (FCM)检测细胞凋亡 , Western blot方法

检测 p53、 p21WAF1/CIP1蛋白的表达。结果　100、 200、 400 、 800 μmol/ L MnCl2作用 24、 48、 72 h 均对 HUVEC-304 细胞有

显著的抑制作用 (P<0.05), 且呈剂量-时间效应关系。流式细胞仪检测结果表明锰能诱导 HUVEC-304 细胞凋亡 (P

<0.01), Western blot结果显示 , 随锰浓度的增高 , p53 蛋白的表达下降 (P<0.05);而 p21WAF1/CIP1蛋白表达上升 , 差

异有统计学意义 (P<0.05), 且呈剂量依赖性。结论　锰可抑制 HUVEC-304细胞的增殖 , 诱导其发生凋亡 , p53蛋白

的表达减少及 p21WAF1/CIP1蛋白的表达增加是其发生凋亡的机制之一。
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Effects of manganese on the growth of HUVEC-304 cells and the expressions of p53 , p21WAF1/CIP1
proteins

HUANG Guo-xiang , WU Qing , GUO Xiao-peng , SONG Shi-zhen＊

(School of Medicine , Wuhan University of Science and Technology , Wuhan 430065 , China)

Abstract:Objective To study the effects of manganese on the growth of HUVEC-304 cells and the expressions of p53 and

p21
WAF1/ CIP1

proteins.Method HUVEC-304 cells in exponential phase of growth were incubated in culture mediawith 100、 200、 400、

800μmol/L manganese (MnCl2) for 24 , 48 and 72 h respectively;MTT colorimetry test was performed to examine the growth and sur-

vival of HUVEC-304 cells , flow cytometry (FCM)was used to monitor cell apoptosis , andWestern blot was used to measured the ex-

pression of p53 and p21WAF1/ CIP1 proteins.Result MTT measuring results revealed that manganese chloride (from 100 to 800 μmol/L)

might suppress the proliferation of HUVEC-304 cells in dose and time-dependent manner (P<0.05);FCM results showed that man-

ganese might induce the HUVEC-304 cells apoptosis.Western blot test found that manganese might down-regulate the expression of p53

proteins and up-regulate the express the p21WAF1/CIP1 proteins , which were dose-dependent (P<0.05).Conclusion It was shown that

manganese has obvious inhibition effect on the proliferation of HUVEC-304 cells and induce their apoptosis by down-regulate the expres-

sion of p53 proteins and up-regulate the expression of p21WAF1/CIP1 proteins , which probably is one of the important mechanisms of man-

ganese toxicity on HUVEC-304 cells.
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　　本研究通过体外实验 , 观察锰对人脐静脉内皮细

胞系 HUVEC-304细胞生长及 p53 、 p21WAF1/CIP1蛋白表

达的影响 , 了解锰对该细胞的凋亡作用 , 探讨锰的分

子水平的毒作用机制 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与材料

氯化锰 (MnCl2 , 相对分子质量 126)购自武汉洁

洋盛生物试剂有限公司 , 纯度约 99.56%, 用 DMSO

配成 5mmol/L储备液 , 4℃保存 , 临用时用 RPMI1640

培养 液 稀 释 至 所 需 浓 度 。 鼠 抗 人 单 抗 p53 、

p21WAF1/CIP1抗体购自晶美生物有限公司;RPMI1640培

养基 (Gibco , USA)、胎牛血清均购自中山凌飞公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞和细胞培养　HUVEC-304细胞株购自武

汉大学细胞保藏中心 。在含有 10%的胎牛血清 、 青

霉素 100 U/ml及链霉素 100 μg/ml的 RPMI1640培养

液中 37℃、 5%CO2 条件下传代培养。取指数生长期 、

生长良好 、细胞活性大于 98%的细胞进行实验。

1.2.2　细胞生长活性检测　采用溴化二甲噻唑二苯

四氮唑蓝(MTT)比色法 ,取指数生长期的 HUVEC-304

细胞进行实验 , 将不同浓度的氯化锰(100 ～ 800

μmol/L)加入 10%FCS 的 RPMI1640的培养基中 ,调细

胞密度为5×10
5
/ml ,接种于 96孔 ,每种浓度为一组 ,

每个浓度设 3个平行孔 ,置 37℃、5%CO2 培养箱培养
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不同时间(24 、48 、72 h)后 ,每孔加 20μl MTT ,培养 4 h ,

弃MTT ,每孔加二甲基亚砜(DMSO)150 μl ,充分溶解。

选择 490 nm 波长 ,酶联免疫检测仪上测定各孔 A 值。

HUVEC-304细胞的生长抑制率 =(1-实验组平均 A

值/对照组平均 A值)×100%。

1.2.3　流式细胞仪检测细胞凋亡 　用 Annexin-V-

FITC及 PI双标流式细胞仪检测细胞凋亡 , 分为不同

浓度实验组及阴性对照组 。分别加入终浓度为 100 ～

800μmol/L 的MnCl2 作用24 h , 用70%乙醇4℃固定 2

h , PBS缓冲液去固定液 , 离心去上清 。用缓冲液

37℃孵育 60 min , 195 μl细胞悬液加 5 μl Annexin-V-

FITC , 混匀 , 室温放置 10 min。用缓冲液洗涤细胞 1

次 , 在 190μl缓冲液中重悬 , 然后再加 10 μl碘化丙

啶 (PI), 流式细胞仪检测。

1.2.4　Western blot测定 p53 、 p21WAF1/CIP1的表达　参

考文献 [ 1] 报道的 Western blot 方法 检测 p53 、

p21WAF1/CIP1 。其中一抗为鼠抗 , 二抗用辣根过氧化物

酶 (HRP)标记的羊抗鼠 IgG , 经化学发光法 , X线

曝光显影 , 软件进行扫描定量 , 每个浓度组重复 3

次 , 取均值代表测定结果 。

1.2.5　统计学分析　所有数据通过 Excel 2000建表 ,

应用 SPSS12.0进行 t检验。

2　结果

2.1　HUVEC-304细胞生长抑制率的测定

不同浓度MnCl2以时间剂量依赖性方式抑制HU-

VEC-304细胞的增殖 , 其 24 h IC50约等于 400 μmol/L ,

24 、 48 、 72 h后 , 细胞抑制率见表 1。
表 1　不同浓度锰对 HUVEC-304 细胞的抑制率(x±s , n =3)%

组别 24 h 48 h 72 h

对照组 0.03±0.01 0.14±0.12 0.25±0.01

染毒组

　100μmol/ L(A组)22.34±8.22＊ 27.47±8.51＊☆ 38.07±9.86＊☆

　200μmol/ L(B组) 33.62 ±9.69＊ 42.56 ±0.95＊☆ 59.35±2.36＊☆

　400μmol/ L(C组) 55.03 ±6.20＊△■ 62.12 ±1.95＊△■☆ 69.60±3.77＊△■☆

　800μmol/ L(D组) 76.06 ±1.51＊△■◇ 81.29 ±1.54＊△■◇☆ 90.96±1.28＊△■◇☆

　与对照组比较＊P<0.05, 与 A组比较△P<0.05 , 与 B组比较■P

<0.05 , 与C组比较◇P<0.05;与 24 h比较☆P<0.05

2.2　24 h HUVEC-304细胞凋亡率的变化

随锰浓度的增高凋亡率逐渐增高 , 其凋亡率为

8.63%～ 96.82%, 见图1 。与对照组比较 , 差异有统

计学意义 (P<0.01)。

2.3　MnCl2 对HUVEC-304细胞 p53蛋白表达的影响

不同浓度 MnCl2 处理 HUVEC-304 细胞 24 h 后 ,

HUVEC-304 细胞的野生型 p53 蛋白条带明显变淡 ,

HUVEC-304细胞的野生型p53蛋白条带灰度扫描值

图 1　24 h 不同浓度MnCl2诱导 HUVEC-304细胞的凋亡率 (%)

与对照组 (693.37±2.13)相比逐渐降低至 521.25±

3.16 、 315.76±1.83 、 273.02±1.95和 163.42±2.05 ,

并呈剂量依赖性降低 (图 2)。

2.4　MnCl2 对 HUVEC-304 细胞 p21WAF1/CIP1蛋白表达

的影响

不同浓度 MnCl2 处理 HUVEC-304 细胞 24 h 后 ,

HUVEC-304 细胞的 p21WAF1/CIP1蛋白条带明显变粗 ,
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HUVEC-304细胞的 p21WAF1/CIP1蛋白条带灰度扫描值与

对照组 (15.901±0.213)相比逐渐增高至 19.654±

0.316 、 33.759 ±0.183 、 54.085 ±0.195 和 68.164 ±

0.205 , 并呈剂量依赖性增高 (图 3)。

　　 与对照组比较 , ＊P<0.05 , ＊＊P<0.01 , 下图同。

图 2　MnCl2对 HUVEC-304 细胞 p53 蛋白表达的影响

图 3　MnCl2对 HUVEC-304 细胞 p21
WAF1/CIP1

蛋白表达的影响

3　讨论

锰是人体必需的微量元素 , 参与机体多种生理活

动 , 长期高剂量的接触锰可引起机体细胞发生损伤。

有研究表明[ 2] , 锰可通过损伤线粒体的结构和功能 ,

引起细胞凋亡 。本研究通过观察锰对指数生长期的

HUVEC-304细胞的毒性作用 , 发现锰能有效地抑制

HUVEC-304细胞的增殖 , 诱导其发生凋亡 , 且呈明显

的量效关系和时间依赖性 , 与 Malecki报道一致[ 3] 。

野生型 p53基因是一种重要的抑癌基因 , 其主要

生物学作用是参与 DNA 修复 、 诱导细胞凋亡 、 抑制

血管生成以及应答细胞胁迫等[ 4 ,5] 。它介导的信息传

导途径是一个复杂的网络系统 。p53基因所表达的

p53蛋白是一类同源四聚体 , 在正常细胞内含量很

低 , 并且半衰期非常短。当细胞受到损伤或刺激时 ,

p53蛋白半衰期显著增加造成积累 , 引起细胞凋亡。

p21WAF1/CIP1 (细胞周期抑制因子)是p53的下游基因 ,

是细胞周期负性调控因子 , 其作用是通过结合并抑制

细胞周期蛋白依赖性激酶(CDKs)和 Cyclins 的活

性[ 6 ,7] 。当 DNA 受损伤时正常的 p53 基因能上调

p21
WAF1/CIP1

基因的表达 ,进行 DNA的修复 ,若修复失败

则诱导细胞凋亡[ 8 , 9] 。EI-Deiry 等发现[ 10] ,WAF1蛋白

是一个细胞周期依赖性激酶抑制因子 CIP1 ,它参与细

胞的生长 、分化 、衰老及死亡;周彦明等[ 11]发现在胆囊

癌标本中 p53过度表达 ,而 p21
WAF1/CIP1

表达下降 ,两者

呈负相关。本实验以锰作为一种刺激损伤因素 ,作用

于HUVEC-304细胞后 ,可能损伤 DNA ,抑制 p53蛋白

的表达 ,同时 p21
WAF1/CIP1

蛋白表达增加 ,DNA修复失败

则诱导细胞凋亡 。此次Western blot 结果发现 p53与

p21WAF1/CIP1蛋白表达呈负相关 ,与文献的结果正好相

反[ 12] ,这是因为脑内 p53蛋白表达增强是指未经处理

的突变型 p53蛋白 ,一般而言 ,突变型的 p53在肿瘤 、

炎症损伤中都存在高表达 ,而我们的结果是锰作为一

种刺激损伤因素作用于 HUVEC-304 细胞后 ,野生型

p53基因的表达情况 ,两者不相冲突 。

总之 ,本次实验发现锰能降低HUVEC-304细胞的

p53蛋白表达并上调 p21WAF1/CIP1蛋白表达 ,而且呈剂量

依赖性 ,说明锰可以通过多种基因调控途径抑制人脐静

脉血管内皮细胞增殖 ,诱导其分化和凋亡 。这将为锰的

毒性机制研究和中毒防治工作提供实验依据。
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