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　　摘要:目的　初步探讨铅的周围神经毒性是否与其对神经细胞骨架蛋白表达的影响相关。方法　ST-8814细胞作

为周围神经体外细胞模型 , 100μmol/L醋酸铅染毒 24 h后 , 实时定量 PCR扩增仪分析神经丝各亚型 (NF-H、 NF-M、

NF-L)及微管结合蛋白 MAPT基因 mRNA水平的改变。结果　100 μmol/L醋酸铅对 ST-8814细胞的抑制率约为 50%,

100μmol/L醋酸铅处理 ST-8814细胞前后神经丝各亚型基因 NF-H、 NF-M及 NF-L的 mRNA表达无明显差别;微管结

合蛋白 MAPT基因 mRNA水平升高。结论　铅的周围神经毒性可能与其影响微管结合蛋白 MAPT的表达 , 导致神经细

胞骨架某些成分的功能变化有关。
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Abstract:ObjectiveToinvestigatewhetherthetoxicityofleadonperipheralnervesisrelativetoitseffectontheexpression

ofcytoskeletalproteininneurocytesinvitro.MethodsST-8814 celllineseparatedfromSchwannomaasaperipheralnervoussys-

tem(PNS)modelwasusedandexposedto100μmol/Lofleadacetatefor24hours.ThemRNAlevelsofneurofilamentcompo-

sition(NF-H, NF-M, NF-L)andmicrotubuleassociatedprotein-Tau(MAPT)weremeasuredbyreal-timePCR.Results

ExpressionofMAPTmRNAwassignificantlyincreasedinthecellsexposedto100 μmol/Lofleadacetateascomparedtothe

control, howevertherewasnosignificantdifferenceinexpressionofNF-H, NF-MandNF-LmRNAinleadexposedcells.Con-

clusionsTheresultsshowedthatthetoxicityinperipheralnervoussystemseemedrelatedtoitseffectonmicrotubuleassociated

protein, whichcouldchangethecompositionandfunctionofcytoskeletalproteininnervouscells.
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　　铅是环境中广泛存在的重金属毒物 , 能引起中枢

及周围神经系统的损伤。铅对周围神经系统 (PNS)

的毒性效应与成年人神经行为改变相关。在职业性铅

暴露人群中 , 腕下垂是较早被发现的周围神经系统损

伤表现;临床和电生理研究也发现慢性铅暴露人群存

在末梢局部感觉障碍 , 痛 , 针刺样感觉 , 踝反射减弱

或消失 , 运动和感觉系统神经传导速度 (NCV)显

著降低等表现
[ 1]
。铅对周围神经系统的毒性作用机

制尚不完全清楚。神经丝 (neurofilament)、 微管

(microtubule)及微丝是构成神经细胞骨架的结构成

分 , 对于维持轴突完整性及其功能具有重要意义。有

些神经毒物可以引起神经组织细胞骨架成分的明显变

化 , 成为可能的神经毒性机制之一
[ 2]
, 神经丝蛋白

(neurofilament, NF)和微管结合蛋白 (microtubule

associatedprotein, MAP)成分及功能改变在近年来

的研究中备受关注
[ 3]
。本研究以源于 Schwannoma细

胞系的 ST-8814细胞作为周围神经体外细胞模型 , 应

用实时定量 PCR技术探讨醋酸铅染毒所致神经丝蛋

白组成成分 (NF-H, NF-M, NF-L)及微管结合蛋白

-Tau(MAPT)基因表达水平的变化 , 以期为铅的周

围神经毒性机制研究提供相关依据。

1　材料与方法

1.1　主要仪器

7500/7300 Taqman实时定量 PCR扩增仪 (Ap-

pliedBiosystem公司 , 瑞典), Nanodrop核酸测定仪

(Eppendorf公司 , 德国)。

1.2　主要试剂

醋酸铅 (分析纯), PCR工作缓冲液;SYBR

green实时定量 PCR工作液 (SYBRgreenReal-time
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PCRMasterMix), RNA提取试剂盒 (RNAasemini

kit), cDNA合成试剂盒 (AdvantageTM RT-for-

PCR), PBS(NaCl145 mmol/L, 磷酸盐 1.4 mmol/

L, pH7.5)。

1.3　细胞系及细胞培养

ST-8814细胞用含 L-谷氨酰胺 0.3g/L、 抗坏血酸

0.05g/L、碳酸氢钠 3.7g/L、 青霉素钾 10万单位 /L、

硫酸链霉素 0.1g/L、 10%FCS的 IMDM (IscovsMod-

ifiedDulbeccosMedia)培养基 , 37℃, 5%CO2培养

箱中培养备用。

1.4　实验方法

1.4.1　醋酸铅的细胞抑制率测定 (SRB法)将 ST-

8814细胞种植于 96孔细胞培养板 , IMEM培养液调细

胞浓度为 8 000个 /ml, 每孔接种 150 μl。将培养板置

于 CO2细胞培养箱培养 24 h, IMEM细胞培养液将醋

酸铅稀释成以下不同浓度:40 000、 4 000、 400、 40、

4及 0μmol/L。每个浓度设立 3个平行样 , 每孔加入

醋酸铅稀释液 50μl。培养板置于 CO2细胞培养箱培养

24h, 弃培养液。每孔加新鲜培养液 200μl, 继续培养

72h, 弃培养液。每孔加入冷的 50%三氯醋酸 , 4℃固

定 1h, 弃 TCA。 0.4%SRB染色细胞 15 min以上 ,

0.1%醋酸清洗 , 微量震荡器震荡 5 min, 在 570 nm波

长处自动酶标仪进行比色 , 测定每孔吸光度值 , 取平

均值 。计算不同浓度醋酸铅的细胞抑制率应用以下公

式:细胞抑制率 (%) =(1-该浓度醋酸铅平均吸

光度值 /0浓度对照平均吸光度值) ×100%

以醋酸铅浓度为横轴 , 细胞抑制率为纵轴 , 绘制

工作曲线并估算 IC50。

1.4.2　总 RNA提取　根据醋酸铅的细胞抑制率测

定 , 选择 100 μmol/L浓度作为实验组醋酸铅浓度。

将 ST-8814细胞种植于 T25细胞培养板中 , 待细胞生

长密度达 50%时 , 醋酸铅处理实验组细胞 24 h, 更

换培养液 , 另培养 24h。PBS清洗细胞 , β-Mercapto-

ethanol(β-ME)溶解细胞后 , 根据 QIAGENRNA

EasyMini操作手册 , 提取总 RNA, 用 Nanodrop核酸

定量分析仪测定 RNA的浓度及纯度。

1.4.3　cDNA合成　根据各细胞系总 RNA浓度 , 使 20

μl总反应体系中 RNA含量为 1μg, 5×逆转录缓冲液 4

μl, 四种 dNTP混合液 2μl, 随机引物 2μl, RNaseInhi-

bator0.25μl, 反转录酶 AMV0.5μl。70℃解旋 10min,

37℃、 1h水浴后 , -20℃保存备用。

1.4.4　实时定量 PCR技术测定目的基因 mRNA水

平　用 7500 TaqmanReal-TimePCR扩增仪进行 NF-

H、 NF-M、 NF-L及 MAPTmRNA水平分析 。

采用 SYBRGreen为荧光报告剂 (QPCR扩增后 ,

启用 DissociationCurve程序以确保 PCR产物的特异

性), QPCR16 μl反应体系中 10 pmol引物各 1 μl,

cDNA500ng及 2×SYBRgreenqPCRMasterMix8μl,

体积不足时 , 可以用灭菌水补齐 。反应程序:95℃ 1

min, 95℃ 15min, 95℃ 1min, 64℃ 1min, 72 ℃

2 min, 40 cycle72℃ 5min。

对数模式图显示 PCR全过程 , 在指数期内 , 根

据仪器使用指南及实际情况 , 设定参数值 , 得到每个

PCR反应的循环域 (CycleThreshold, CT)值 , 即模

板 cDNA, 经 PCR扩增达到某一荧光强度的循环次

数 。本实验采用统一的参数 (基线值:3 ～ 15和域值

0.20)。目标基因域值循环数 CT标准化定量分析可

以根据内参考基因 β 2-Microglobuline及相应 Relative

QuantificationStudy程序得出靶基因的 Log10ΔCT, 同

时进行 3个平行样分析。见表 1。
表 1　NF-H、 NF-M、 NF-L及 MAPT引物设计序列

　　　　　　序列

NF-H-Sense 5' -GCCGAATGCCACACGTAAACACTT-3'

NF-H-Anti-sense 5' -AAAGTGCGCCCTGGCATAATTCAG-3'

NF-M-Sense 5' -AGAATATGCACCAGGCCGAAGAGT-3'

NF-M-Anti-sense 5' -GCAAATGACGAGCCATTTCCCACT-3'

NF-L-Sense 5' -AAGCATAACCAGTGGCTACTCCCA-3'

NF-L-Anti-sense 5' -TCCTTGGCAGCTTCTTCCTCTTCA-3'

MAPTSense 5' -TCACTTTTACAGCAACAGTCAGTG-3'

MAPTAnti-sense 5' -TGCCATGTTGAGCAGGACTA-3'

β 2-Microglobuline-Sense 5' -GATGCTGCTTACATGTCTCG-3'

β 2-Microglobuline-Anti-sense 5' -CCAGCAGAGAATGGAAAGTC-3'

1.4.5　资料分析 　采用 Excel数据库录用数据。

SPSS11.5统计软件进行统计分析 。数据统计描述主

要以x±s形式表示 。根据数据的正态性 , 选择 t检验

比较两组间差别 , 选择 Pearson相关分析两变量间关

联 。检验水准 α=0.05。

2　结果

2.1　醋酸铅对 ST-8814细胞生长的影响

不同浓度醋酸铅处理 ST-8814细胞 24 h后 , 细

胞生长发生明显改变 , 随着醋酸铅浓度增加 , 细胞抑

制率增加 , 以剂量和细胞抑制率均值的 Pearson相关

分析表明 , 细胞抑制率与醋酸铅浓度呈正相关 , 并具

有统计学意义 (r=0.879 , P=0.021)。见表 2。

2.2　醋酸铅对 ST-8814细胞神经丝蛋白各组成的影响

如图 1所示 , 100 μmol/L醋酸铅处理 ST-8814细

胞 24h后 , 更换培养液继续培养 24 h, 测定神经丝

各组成蛋白 mRNA水平的改变 。结果表明三种神经

丝组成蛋白 NF-H、 NF-M及 NF-L的 mRNA水平变化

不明显 (P>0.05)。
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表 2　不同浓度醋酸铅处理ST-8814后细胞抑制率的改变 (x±s)

剂量 (μmol/L) n 细胞抑制率 (%)

0 3 　　 0

0.1 3 3±4

1 3 16±5

10 3 33±16

100 3 52±13

1 000 3 94±19

图 1　100μmol/L醋酸铅对 ST-8814细胞神经丝各组成蛋

白 mRNA水平的影响

2.3　醋酸铅对 ST-8814细胞微管结合蛋白 MAPT的影响

由图 2可见 , 100 μmol/L醋酸铅处理 ST-8814细

胞 24 h后 , 更换培养液继续培养 24 h, 测定 MAPT

mRNA水平的改变情况 。结果表明与对照组相比 ,

MAPTmRNA水平发生变化 , 经两样本 t检验分析 ,

差别具有统计学意义 (t=4.414, P=0.012)。

图 2　100 μmol/L醋酸铅对 ST-8814细胞微管相关蛋白

MAPTmRNA水平的影响

3　讨论

细胞骨架在维持神经细胞的形态 、运动功能 、 轴

突的空间构型及正常的神经细胞传导速度中发挥重要

作用。神经纤维丝 (NF)是含量丰富的神经细胞骨

架成分 , NF共有三种亚型蛋白 , 分别为 NF-L、 NF-

M和 NF-H型 , 形成多聚体结构而发挥作用 。研究认

为微丝蛋白的基因表达通过影响轴突的直径而调控电

信号的传导速度。有研究表明神经毒物砷可以引起

NF各组成改变 , NF-L亚型蛋白表达随砷暴露呈剂量

反应关系的变化 , 可能成为砷的神经毒性机制之

一
[ 4]
。微管是另外一种细胞骨架的重要成分 , 与细

胞发生 、运动 、 维持细胞形态及轴浆转运有关 。在细

胞内 , 微管除含有微管蛋白外 , 还含有一些同微管相

结合的辅助蛋白 , 参与微管的装配 , 称为微管结合蛋

白 (MAP)。MAP在细胞中起稳定微管结构 、 促进微

管聚合和调节微管装配的作用 。 MAP的磷酸化在控

制微管蛋白活性和细胞定位中起到重要作用。一类微

管结合蛋白质称为 Tau蛋白即 MAPT蛋白 , 其过表达

会产生极短的突出区域 , 使微管在成束时紧密 。转基

因动物研究显示 , 神经丝蛋白表达减少不仅能上调微

管蛋白基因的表达 , 而且会加快微管的组装
[ 5]
。

本研究中 , 以源于 Schwannoma神经纤维瘤细胞

系 ST-8814细胞作为周围神经体外细胞模型 , 探讨

100μmol/L醋酸铅对 ST-8814细胞神经丝蛋白各组成

成分及微管结合蛋白 MAPTmRNA的影响 , 虽然并未

发现神经丝三种亚型基因 mRNA在醋酸铅处理前后

发生明显改变 , 但 MAPT基因 mRNA表达升高 。神

经微管蛋白表达升高在糖尿病神经退行性病变中也有

报道
[ 6]
。轴索截断研究中也观察到 NF表达下降 , 微

管蛋白升高现象
[ 7]
。我们推测 , 由于细胞骨架存在

由亚单位到骨架蛋白的聚合 、 解聚 、 降解的动态平衡

过程 , 这对于维持神经系统的正常结构和功能至关重

要 。染铅使 ST-8814细胞微管结合蛋白 MAPT表达发

生变化 , 从而使微管 、微丝含量变化 , 提示铅干扰了

细胞骨架蛋白的生物合成过程 , 使其代谢平衡出现紊

乱 , 这可能与铅致周围神经系统损害的机制有关。
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