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检测细胞内
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"C浓度%
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#和线粒体膜电位"
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#变化'结果表明!组织学和超微结构检查显示肝细胞脂肪变性%凋亡等'肝

细胞染毒
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有机磷农药是农业上应用最广泛的杀虫剂之

一!其毒性机制主要是通过抑制乙酰胆碱酯酶活性!

导致体内乙酰胆碱的大量积聚!激活胆碱能受体"毒

蕈碱或烟碱受体#!从而对哺乳动物产生毒性'另

外!有机磷农药的毒性还包括抑制
(S5

和
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的

合成,
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!阻断信号传导通路,
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!诱导机体氧化应

激,
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!导致细胞凋亡和坏死,

&

-等'关于有机磷农药

诱导产生氧化应激和细胞凋亡的研究正在逐渐深

入!但关于其机制的研究仍然较少'本试验从体内%

体外两方面!以肝脏组织学和超微结构变化及细胞

内
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等为观测指标!研究了乐

果对大鼠肝细胞凋亡的影响!同时探讨了以上因素

在乐果诱导肝细胞凋亡中的可能机制'
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试剂盒!南京凯基生物科技发展有限公司)细胞内活

性氧测定试剂盒!北京
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冷冻离心机!法国
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公司'
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实验动物及其处理
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健康
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日龄
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大鼠
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只"由扬州大学比较

医学中心提供#!试验前隔离饲养
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周'乐果用生理
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次!以调整剂量'分别连续灌服
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后!处死动

物摘取肝脏!一部分用
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中性甲醛固定!按常规方

法制作石蜡切片!
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染色!光镜观察)另一部分用
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戊二醛固定!制作超微切片!透射电镜观察'

BC'

!

肝细胞的分离培养
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集细胞!用
*$$

!

3

的标记溶液"

"$

!

35667896:

和
"$

!

3;<

加入到
*,3 >̂\\7X

中#重悬细胞!室温

下避光孵育
*$

$

*#,96

!流式细胞仪检测"激发波

长
&GG6,

!发射波长
$

+)$6,

#'每个染毒剂量设

)

个样品!每个样品测定
*a*$

+个活细胞'

BCG

!

细胞内
53

!H浓度的测定

!!

染毒后细胞用预冷的
;U'

洗
"

次!离心去上

清!加 入
$F# ,3 =2>1!"

(

5?

"终 浓 度 为
#

!

-

&

,3

/*

#!

)Hb

避光孵育
&$,96

!用预冷的
;U'

洗
"

次!流式细胞仪检测"激发波长
#$+6,

!吸收波

长
#"+6,

#

*$

&个细胞平均荧光强度!以此显示细胞

内
@B

"C浓度的变化情况,

+

-

'

BC%

!

细胞内
>I(

的测定

! !

染毒 后细胞用
$F# ,

-

&

3

/* 胰 酶
C$F"

,

-

&

3

/*

J(I5

消化
#,96

!

"$$$X

&

,96

/*离心
#

,96

!收集细胞!

;U'

洗涤!

$F$H&,,

网筛过滤!再

次离心后用
%#$

!

3

含
*$,3

&

3

/*小牛血清的
;U'

悬浮 细 胞!加 入
(@=A!(5

使 其 终 浓 度 为
*$

!

,12

&

3

/*

!混匀!

)Hb

避光孵育
)$,96

!

;U'

洗涤

)

次'流式细胞仪检测平均荧光强度"激发波长
&GG

6,

!发射波长
#)$6,

#!每个染毒剂量设
)

个样品!

每个样品测定
*a*$

&个活细胞'

BCJ

!

线粒体膜电位"

!

"

<

#的测定

! !

染毒 后细胞用
$F# ,

-

&

3

/* 胰 酶
C$F"

,

-

&

3

/*

J(I5

消化
#,96

!

"$$$X

&

,96

/*离心
#

,96

!收集细胞!

;U'

洗涤!

$F$H&,,

网筛过滤!细

%"%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
&$

卷
!

胞重悬于培养液中)加入罗丹明
*")

染液 "

*$

!

-

&

,3

/*

#!

)H b

!

#̀ @E

"

细胞培养箱孵育
)$

,96

)离心!以
;U'

洗涤细胞
"

次)流式细胞仪检测

"激发波长
&GG

$

#$#6,

!发射波长
#)$6,

#'

BC&

!
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N

%

Q

N

RB

N

?/*

2

3S)-?'"+3

:

.-D

2

/.*?-

!

1K!""L

!C!

!

超微结构变化

!!

透射电镜下观察!对照组正常肝细胞细胞膜和

核膜完整!染色质分布均匀!核大!核膜清晰!线粒体

丰富'

乐果染毒
)$0

后!

*,

-

&

.

-

/*组细胞无明显变

化)

+,

-

&

.

-

/*组肝细胞核皱缩!染色体凝聚!核膜

间隙扩大!核膜上核孔消失)

)$,

-

&

.

-

/*组可见到

大量凋亡细胞!核内染色质与基质均有凝聚!细胞核

裂 解!形 成 凋 亡 小 体!细 胞 内 有 大 量 脂 滴

"图
#

$

G

#'

!!!

$)%
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图
G

!

对照组正常肝细胞&细胞膜和核膜

完整&染色质分布均匀&核大&核膜

清晰&线粒体丰富
!

LG&""

M,

N

CG

!

O,P-?4-66.A-?-0/?<36

&

4-66*63?

<-<9?30-30+ 0*46-3?-0P-6/

2

-

A-?-4/<

2

6-)-30+46-3?

&

4=?/<3T

),0A3.+,.)?,9*)-+-P-06

:

30+<,T

)/4=/0+?,3 A3.46-3?,0 4/0)?/6

N

?/*

2

!

LG&""

图
%

!

B<

N

%

Q

N

RB染毒组肝细胞&细胞无

明显变化
!

LG&""

M,

N

C%

!

U/.,

N

0,S,430)4=30

N

-/S6,P-?4-66.

A3./9.-?P-+,0B<

N

%

Q

N

RB

N

?/*

2

!

LG&""

!C'

!

乐果对肝细胞凋亡率'细胞内
53

!H浓度'

>I(

及
!

"

<

的影响

!!

如表
*

所示!各染毒组肝细胞随染毒剂量的增

大和染毒时间延长!细胞凋亡率均明显增加'与对

照组比较!

)

!

,12

&

3

/*组染毒
*"

和
"&4

差异不显

图
J

!

%<

N

%

Q

N

RB染毒组肝细胞&细胞核

形状不规则&核膜开始皱缩&染色

体凝聚&核膜间隙扩大
!

L#J""

M,

N

CJ

!

5-660*46-*..)?*4)*?-,??-

N

*63),/0

&

0*46-3?-0P-6/

2

-.=?,0Q3

N

-

&

,0)-?T

<-<9?304- .

2

34- ,04?-3.- 30+

4=?/<3)/./<-46*<

2

,0

N

A-?-/9T

.-?P-+,0% <

N

%

Q

N

RB

N

?/*

2

!

L#J""

图
&

!

'"<

N

%

Q

N

RB染毒组肝细胞&细胞核

裂解&形成凋亡小体&胞内有大量脂

肪滴
!

LG&""

M,

N

C&

!

5-660*46-*..

2

3663),/0

&

3

2

/

2

)/),4

9/+

:

30+63?

N

-

V

*30),)

:

/SS3)

+?/

2

A-?-/9.-?P-+,0'" <

N

%

Q

N

RB

N

?/*

2

!

LG&""

著"

.

$

$F$#

#!

*$

!

,12

&

3

/*组差异显著"

.

#

$F$#

#!其余染毒剂量组差异均极显著"

.

#

$F$*

#!

并且呈剂量
!

时间效应'

)$$

!

,12

&

3

/*组染毒
*"

和
"&4

凋亡率达到最高!分别为
*&F$̀

和
*+F%̀

'

!!

经乐果诱导
*"

和
"&4

后!细胞内
@B

"C浓度急

*)%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
&$

卷
!

剧升高!在浓度为
)

!

,12

&

3

/*时!细胞内
@B

"C浓

度达到最高'之后随染毒剂量的增加!细胞内
@B

"C

浓度又逐渐下降!提示低剂量染毒即可诱导肝细胞

凋亡!而
)$$

!

,12

&

3

/*组
@B

"C浓度下降可能是细

胞坏死增加!同时也证明了细胞内
@B

"C浓度变化主

要发生于凋亡的早期'

!!

与对照组相比!在
)

$

*$$

!

,12

&

3

/*范围内!

随染毒剂量的增大和染毒时间的延长!细胞内
DE'

水平逐渐升高!而在
)$$

!

,12

&

3

/*组又略有下降!

除
)

!

,12

&

3

/*组染毒
*"4

外!其它各组
DE'

水平

与对照组相比差异均极显著"

.

#

$F$*

#'

!!

细胞在乐果暴露
*"

和
"&4

后!除
"&4

高剂量

染毒组"

)$$

!

,12

&

3

/*

#外!细胞内线粒体膜电位

"

"

#

,

#出现持续下降!与对照组相比!

)$

%

*$$

%

)$$

!

,12

&

3

/*组差异均极显著"

.

#

$F$*

#'

表
B

!

乐果对肝细胞凋亡率'细胞内
53

!H浓度'

>I(

及
!

"

<

的影响"

%

!W"

&

0X'

#

Y396-B

!

KSS-4)./S;,<-)=/3)-/0=-

2

3)/4

:

)-3

2

/

2

)/.,.?3)-

&

,0)?34-66*63?53

!H

4/04-0)?3),/0

&

>I(30+

!

"

<

"

%

!W"

&

0X'

#

染毒剂量

("

!

,12

&

3

/*

#

J8

O

1Z>X7

01Z7Z

细胞凋亡率(
`

5

O

1

O

Y1Z9ZXBY7

=2>1!"

(

5?

荧光强度(
`

=2>1!"

(

5?

\2>1X7ZM76M796Y76Z9Y

K

细胞内
DE'

水平(
`

@16Y76Y1\96YXBM722>2BX

DE'

线粒体膜电位荧光强度(
`

?9Y1M4160X9B2

,7,̂XB67

O

1Y76Y9B2

"

=2>1X7ZM76M796Y76Z9Y

K

#

*"4 "&4 *"4 "&4 *"4 "&4 *"4 "&4

$ )L*c$L)) )L)c$L&H "HL*c"L&& )GLGc&L*# %L#)c*L+# *$L$*c*L$H +HL%c$L%G +HL&c*L%)

) )L*c$LH& HL*c$L++ +#L*c+L"*

""

++L$c#L)"

""

*$L$&c*L** *"L*)c*L"+

""

++L"c*L&# ++LGc*L+&

*$ #L*c$L&&

"

HL+c$L&*

"

&#L*c)L*)

""

#+LGc&LHG

""

*"L))c*LH"

""

"*L*Hc*L"%

""

+#L"c*LG# +$L$c*L%#

"

)$ +L&c$L+#

""

%LHc$L"#

""

&)L&c#L#+

""

&$L%c#L$" *%L+Gc*L#G

""

"#L))c*L%)

""

#)LGc*LGG

""

#)LGc*L%&

""

*$$ GL)c$L*%

""

**LGc$L)%

""

&&L+c)LG%

""

)#L&c*LH+ "&L&Gc*L%"

""

"#L&Hc*L%$

""

#*LGc*LH%

""

&HLGc*LG+

""

)$$ *&L$c$L#)

""

*+L%c$L&H

""

)*L&c)L$H )#L+c"L&* "*L#)c*L+G

""

"&L#)c*L&)

""

&*L$c*L##

""

#+L$c*L#H

""

与对照组"

$

!

,12

&

3

/*

(9,7Y41BY7

#比较!

"

F.

#

$F$#

!

""

F.

#

$F$*

@1,

O

BX70[9Y4Y47M16YX12

"

$

!

,12

&

3

/*

(9,7Y41BY7

#

[9Y496Y47ZB,7M12>,6

!

"

F.

#

$F$#

!

""

F.

#

$F$*

'

!

讨
!

论

!!

随着杀虫剂类物质的广泛使用和人类对自身生

存环境的日益关注!杀虫剂类物质的凋亡毒理学研

究己逐渐被人们所重视!尤其是一些比较常用的如

有机磷类和拟除虫菊酯类杀虫剂等!其诱导细胞凋

亡的机制研究正在逐渐深入'但总体而言!关于杀

虫剂类化合物诱导细胞凋亡的机制研究开展得较

少'作者观察了乐果灌胃染毒后大鼠肝脏的组织病

变!发 现 除
* ,

-

&

.

-

/* 组 无 明 显 变 化 外!

+

,

-

&

.

-

/*组和
)$,

-

&

.

-

/*组均呈现不同程度的

损伤!肝细胞索肿胀%肝小叶脂肪变性!局部炎症!细

胞坏死增加!并且随着染毒剂量的增加!肝细胞损伤

增加'透射电镜观察显示肝细胞具有核形状不规

则!染色质浓缩积聚等特征!提示乐果可诱导肝细胞

凋亡'体外试验中!用乐果对培养肝细胞染毒
*"

和

"&4

!同样可诱导肝细胞凋亡!且存在剂量
!

时间效

应!证明低浓度的乐果即可诱导肝细胞凋亡'

!!

已有研究表明!

@B

"C作为细胞内信号传递途径

的重要成员之一!可能是细胞凋亡的早期信号'大

量试验观察到细胞在凋亡前都有细胞内
@B

"C浓度

持续升高的现象,

H!%

-

!而
@B

"C浓度升高产生了一系

列的效应$"

*

#微管的不稳定!导致了细胞骨架的不

稳定!使膜出现起泡现象!这是凋亡重要的形态特

征,

*$

-

)"

"

#活化磷脂酶
5"

和磷脂酶
@

!前者能使不

饱和脂肪酸分解!导致膜流动性降低!通透性增大!

从而使膜功能受损!同时产生
DE'

!促进细胞分裂)

"

)

#活化依赖
@B

"C

(

?

-

"C的核酸内切酶!从而使核

小体断裂!出现特征性的凋亡梯带,

**

-

'因此!

@B

"C

被认为是参与细胞凋亡的重要信号'本试验结果显

示!在乐果作用下!细胞内的
@B

"C浓度普遍升高!

)

!

,12

&

3

/*组达到了最高!之后随染毒剂量的增加

@B

"C浓度呈下降趋势'该结果提示了在乐果诱导

的细胞凋亡过程中!

@B

"C作为早期的一个信号!参

与了细胞凋亡的启动'

!!

大量证据显示!内源或外源性因素引起的细胞

凋亡过程中!由于氧化应激造成大量的活性氧产生'

细胞内
DE'

升高!一方面可以直接导致
(S5

损

")%
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伤!同时还可以启动线粒体相关的凋亡信号通路!如

通过激活
O

#)

引发
UB8

和
S18B

的表达!这两种凋

亡蛋白可以使线粒体膜电位降低!导致线粒体内细

胞色素
@

释放进入细胞质!与
5

O

B\*

结合!其结果

是
MBZ

O

BZ7!%

被激活'损伤的线粒体能产生更多活

性氧!从而加速细胞凋亡,

*"

-

'另外!

DE'

也可能通

过
?5;

蛋白激酶增强非固有的凋亡途径!促进细

胞凋亡的发生,

*)

-

'本试验结果显示!细胞经乐果处

理后!细胞内
DE'

含量上升!这种上升趋势在
*$$

!

,12

&

3

/*组达到最高!随后略有下降!并维持在一

定的水平'这种细胞内
DE'

的上升!意味着细胞的

氧化应激方式可能参与了乐果诱导的细胞凋亡过

程'

!!

在细胞凋亡过程中!另一个重要变化是线粒体

膜电位的持续下降'线粒体跨膜电位的耗散主要是

由于线粒体内膜的通透性转变!这是由于生成了动

态的由多个蛋白质组成的位于线粒体内膜与外膜接

触位点的通透性转变孔道"

;I;

孔道#'

;I;

孔道

由线粒体各部分的蛋白质与细胞质中蛋白质联合构

成!包括细胞质蛋白己糖激酶!线粒体外膜蛋白外周

苯并二嗪"

7̂6N109BN7

O

967

#受体与电压依赖阴离子

通道!线粒体膜间间隙蛋白肌酸激酶!线粒体内膜蛋

白
5(;!5I;

载体!线粒体基质蛋白亲环蛋白
(

"

M

K

M21

O

49296(

#等'凡是能够专一作用于线粒体诱

导
;I

孔道生成的物质!都能引起细胞凋亡,

*&

-

'目

前已经证实!包括
DE'

在内的许多理化因素都能直

接或间接诱导
;I;

孔道生成!从而导致细胞内

5I;

无法正常合成!线粒体呼吸作用受阻!细胞色

素
@

等凋亡诱导因子从线粒体中释放出来!最终导

致凋亡的发生,

*#

-

'本试验结果显示!肝细胞经不同

剂量乐果处理后!细胞内线粒体膜电位均出现下降!

这说明肝细胞经乐果作用后!细胞内线粒体呼吸链

受到影响!呼吸作用下降!线粒体通透性转变孔道生

成!从而使线粒体上的细胞色素
@

释放!引起一系

列级联反应!细胞发生凋亡'

!!

综上所述!在乐果诱导肝细胞凋亡的过程中!

@B

"C作为早期凋亡信号!参与了细胞凋亡'并且在

这个过程中!细胞内的线粒体发生了一系列与细胞

凋亡相关的变化!包括细胞内
DE'

增多!线粒体膜

电位下降!线粒体通透性升高!线粒体膜上的
;I;

孔道开放'由于这一系列的变化的产生!使受到毒

害后的肝细胞发生不可逆转的程序性死亡'
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