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代森锰锌对 ＰＣ１２细胞凋亡的影响

张劲松１，栾春业２，王　强３，徐　艳３，张　晶１，环　飞３，程　洁３，肖　杭３

（１．南京医科大学第一附属医院急诊中心，江苏 南京 ２１００２９；２．滨州医学院附属医院急诊科，山东
滨州 ２５６６０３；３．南京医科大学公共卫生学院神经毒理研究室，江苏 南京 ２１００２９）

　　摘要：目的　探讨代森锰锌对ＰＣ１２细胞凋亡的影响及其机制。方法　采用体外细胞培养方法，ＰＣ１２细
胞加入代森锰锌０，１，１０，３０，６０和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１，培养２４ｈ后，应用ＷＳＴ８法检测ＰＣ１２细胞增殖；ＰＣ１２
细胞中加入代森锰锌０，１，３０和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１，培养２４ｈ后，流式细胞术ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染检测细胞凋
亡率；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色及倒置荧光显微镜观察细胞形态学改变；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的表达以及
ＥＲＫ蛋白磷酸化水平。结果　与正常对照组相比，随着代森锰锌浓度增加，代森锰锌组晚期凋亡率升高，呈浓
度依赖关系，ＩＣ５０为４９．９５μｍｏｌ·Ｌ

－１。代森锰锌１２０μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞晚期凋亡率为（９０±４）％（Ｐ＜０．０５）；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色可见细胞核膨大、染色质边集浓染等凋亡特征；与正常对照组相比，Ｂｃｌ２逐渐降低，Ｂａｘ
和ｐＥＲＫ１／２表达增高（Ｐ＜０．０５），代森锰锌１２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ｐＥＲＫ１／２积分吸光度分别为１２８．０±２．５和
１７８．４±４．０。结论　代森锰锌能够诱导ＰＣ１２细胞凋亡，ＥＲＫ信号通路可能在此过程中发挥作用。
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　　代森锰锌（ｍａｎｃｏｚｅｂ）属含锰的乙烯基二硫代氨
基甲酸盐类杀菌剂，主要成分为代森锰，属于环境内

分泌干扰物［１］，通过干扰体内正常激素的作用，影

响诸多系统和器官的功能。研究显示，长期暴露于

代森锰锌可能与帕金森等神经退化性疾病相关［２］，

体外培养中脑脑片暴露于代森锰锌１０～５０μｍｏｌ·Ｌ－１

能浓度依赖性地降低多巴胺能神经元以及 ＧＡＢＡ
神经元的活力［３］，动物实验也观察到代森锰锌染毒

大鼠多巴胺能神经元凋亡［４］，但具体机制尚不清

楚。本实验应用ＰＣ１２细胞作为多巴胺能神经元体
外模型，观察代森锰锌对ＰＣ１２细胞凋亡的影响，探
讨代森锰锌诱发神经元凋亡的机制。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
ＰＣ１２细胞购自中国科学院上海生命科学

研究院细胞所；代森锰锌购自美国Ｓｉｇｍａ公司；各种
规格培养皿为 ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ产品；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８（ＣＣＫ８）购自日本同仁公司；流式细胞术
　
　　基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１０７２３２９）
　　作者简介：张劲松（１９６２－）男，主任医师，硕士生导师，
主要从事急诊危重病研究。

　　通讯作者：张劲松，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｓｏ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ；
肖　杭，Ｅｍａｉｌ：ｈｘｉａｏ＠ｎｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ试剂盒购自南京联科公司；
ＤＭＥＭ购自Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清为杭州四季青产
品；兔抗鼠ｐＥＲＫ１／２一抗为 ＣＳＴ产品；Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ购自南京 凯 基 公 司；其 余 试 剂 为 国 产
分析纯。ＢＸ５０ＦＬＡ荧光显微镜为日本 Ｔｏｋｙｏ公司
产品。

１．２　细胞培养及ＷＳＴ８法检测细胞增殖和毒性分析
ＰＣ１２细胞 １×１０５接种于 ９６孔培养板，５％

ＣＯ２，３７℃恒温条件下，培养于含１０％灭活胎牛血
清和青霉素１００ｋＵ·Ｌ－１及链霉素１００ｍｇ·Ｌ－１高糖
ＤＭＥＭ培养基中，显微镜下观察细胞达到对数生长
期时用于实验。代森锰锌用 ＤＭＳＯ溶解，初浓度为
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，使用时用不含血清的 ＤＭＥＭ培养基稀
释到终浓度为１，１０，３０，６０，１２０μｍｏｌ·Ｌ－１，加入
含有ＰＣ１２细胞的培养板中并标记，设立对照组
（二甲亚砜）和只含培养基的空白组，每组设３组复
孔，继续培养２４ｈ后，按照 ＣＣＫ８试剂盒说明书的
步骤加入试剂，３７℃孵育 １ｈ，多功能酶标仪
（ＴＥＣＯＮ）检测吸光度值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ），细胞抑制
率＝１－〔（Ａ实验 －Ａ空白）／（Ａ对照 －Ａ空白）〕×１００％，重
复实验３次。
１．３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞形态学

应用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８核染色结合荧光照相技术检
测细胞核形态改变，取对数生长期ＰＣ１２细胞，加入代
森锰锌５０μｍｏｌ·Ｌ－１再培养２４ｈ后，ＰＢＳ洗２次，加入
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固定液，然后加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（终浓度为 １０
ｍｇ·Ｌ－１），３７℃避光染色１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，用荧光
显微镜观察，正常细胞核表现为弥漫均匀的低强度荧

光，凋亡细胞核呈浓染致密固缩状态或颗粒状荧光，

随机选取视野在荧光显微镜下摄片。

１．４　流式细胞术检测ＰＣ１２细胞凋亡
按凋亡检测试剂盒说明操作，培养细胞经消化

处理，离心收集细胞，沉淀并加结合缓冲液后再加入

ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ，避光孵育３０ｍｉｎ后流式细胞仪
检测１００００个细胞，凋亡分析软件计算 ＰＣ１２细胞
早期凋亡率和晚期凋亡率，每一时相点重复检测３
次，重复实验３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测蛋白表达

收集经代森锰锌０，１，３０和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１染
毒处理２４ｈ后细胞沉淀，ＰＢＳ洗２遍，加入裂解液，
４℃摇床反应３０ｍｉｎ，１０６２５×ｇ离心１５ｍｉｎ后取上
清，ＢＣＡ法测定总蛋白含量。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测凋
亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２以及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达，每
孔上样５０μｇ，１５％体积分数 ＳＤＳＰＡＧＥ分离样品。
转膜、封闭，将 ＰＶＤＦ膜与溶于 ＴＢＳＴ中的一抗４℃
过夜孵育，洗涤５ｍｉｎ×３次，将膜浸入１∶１０００体积
比的二抗稀释液，室温孵育１ｈ，洗涤３０ｍｉｎ，ＥＣＬ法
显影，拍摄图片，结果在 ＧｅｌｐｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ图像分析
系统中进行积分吸光度（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）
值分析。

１．６　统计学分析
实验结果数据采用珋ｘ±ｓ表示，数据经ＳＰＳＳ１３．０

软件统计分析，组间比较采用 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ及
ＬＳＤｔ检验。

２　结果

２．１　代森锰锌对ＰＣ１２细胞增殖和凋亡的影响
图１结果显示，代森锰锌对ＰＣ１２细胞具有毒

性作用，且具有浓度依赖性，随着代森锰锌浓度增

加，ＰＣ１２细胞的抑制率升高，其中代森锰锌 １２０
μｍｏｌ·Ｌ－１组细胞抑制率为高达（９０±４）％。经 Ｈｉｌｌ
方程曲线拟合，ＩＣ５０为４９．９５μｍｏｌ·Ｌ

－１，ｈ系数为
５．５７。
２．２　代森锰锌对ＰＣ１２细胞凋亡率的影响

表１结果显示，代森锰锌作用２４ｈ能够浓度依
赖性地诱导 ＰＣ１２细胞凋亡。与正常对照组比较，
代森锰锌３０μｍｏｌ·Ｌ－１使 ＰＣ１２细胞的早期凋亡率
升高到（９．５±１．０）％（Ｐ＜０．０５），代森锰锌１，３０
和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１使ＰＣ１２细胞晚期凋亡率均明显

图１　代森锰锌对ＰＣ１２细胞增殖和凋亡的影响．对数生长期
ＰＣ１２细胞，用代森锰锌０，１，１０，３０，６０和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１培养２４ｈ，
按说明书要求加入ＣＣＫ８试剂，多功能酶标仪检测吸光度Ａ值．细胞
抑制率＝１－〔（Ａ实验 －Ａ空白）／（Ａ对照 －Ａ空白）〕×１００％．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｃｏｚｅｂｏｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．

升高（Ｐ＜０．０５）。代森锰锌１２０μｍｏｌ·Ｌ－１晚期凋亡
率最高达（９４．２±３．９）％，与细胞增殖和毒性实验
结果相符。

表１　代森锰锌对ＰＣ１２细胞凋亡率的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｃｏｚｅｂｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ

代森锰锌／
μｍｏｌ·Ｌ－１

早期凋亡率／％ 晚期凋亡率／％

　０（正常对照） ３．０４±０．２８ ７．８±０．９

　１ ２．９６±０．９１ １４．０±１．２

３０ ９．３８±１．０１ ２４．３±２．２

１２０ １．０６±０．９０ ９４．２±３．９

代森锰锌处理细胞２４ｈ，培养细胞经消化处理，离心收集细胞，沉淀
并加结合缓冲液后再加入ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ和ＰＩ，避光孵育３０ｍｉｎ后
流式细胞仪检测１００００个细胞，凋亡分析软件计算 ＰＣ１２细胞早期
凋亡率和晚期凋亡率．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，与正常对照组相比．

２．３　代森锰锌对ＰＣ１２细胞形态学的影响
正常对照组ＰＣ１２细胞表现为弥漫均匀的低强

度荧光（图２Ａ和Ｃ），代森锰锌５０μｍｏｌ·Ｌ－１处理组
细胞数量减少，荧光显微镜下可见细胞核浓染的凋

亡细胞，呈致密固缩或颗粒状荧光高倍镜下可见胞

核变形、膨大及核固缩、核小体形成（图２Ｂ和Ｄ）。
２．４　 代森锰锌对 ＰＣ１２细胞 Ｂｃｌ２，Ｂａｘ和
ｐＥＲＫ１／２表达的影响

图３结果显示，代森锰锌使ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ２表
达下降，Ｂａｘ表达升高（图 ３Ａ）；代森锰锌诱导
ＰＣ１２细胞凋亡过程中 ｐＥＲＫ１／２表达增高，代森锰
锌 １２０μｍｏｌ·Ｌ－１组 ＩＡ分别为 １２８．０±２．５和
１７８．４±４．０（图３Ｂ）。
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图２　代森锰锌对ＰＣ１２细胞核形态的影响（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）．
Ａ，Ｃ：正常对照组；Ｂ，Ｄ：代森锰锌 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１组．Ａ，Ｂ：×１００；
Ｃ，Ｄ：×１０００．对数生长期 ＰＣ１２细胞代森锰锌处理２４ｈ后，采用
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色后，倒置荧光显微镜随机选取视野摄片，正常细胞
核表现为弥漫均匀的低强度荧光，凋亡细胞核呈浓染致密固缩状态或

颗粒状荧光。箭头示胞核变形、膨大及核固缩、核小体形成。

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｃｏｚｅｂｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ｎｕｃｌｅｕｓｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．

图３　代森锰锌对ＰＣ１２细胞Ｂｃｌ２，Ｂａｘ（Ａ）和 ｐＥＲＫ１／２
（Ｂ）表达的影响．ＰＣ１２细胞经代森锰锌处理２４ｈ后．条带１～４
分别为正常对照组，代森锰锌１，３０和１２０μｍｏｌ·Ｌ－１组．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，与相应的对照组相比．
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｎｃｏｚｅｂｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２，Ｂａｘ，
ａｎｄｐＥＲＫ１／２ｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ．

３　讨论

细胞凋亡是机体在内外环境刺激下，启动自身

机制，由基因调控的细胞死亡过程，伴随基因转录和

蛋白质合成。形态学特点是细胞核染色质固缩，细

胞膜发泡，细胞器紧缩，凋亡小体形成与呈现“ＤＮＡ
阶梯”电泳图谱。常用的检测细胞凋亡的方法有很
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多［５］，主要包括形态学观察，荧光素标记结合流式

细胞术，ＤＮＡ断裂检测法，凋亡相关蛋白的检测法
以及线粒体内跨膜电位和膜渗透性变化的检测等。

Ｂｃｌ２家族是研究最早的与凋亡有关的基因，也
是目前最受重视的调控细胞凋亡的基因家族。线粒

体功能异常致凋亡途径与 Ｂｃｌ２家族蛋有着密切关
系。Ｂｃｌ２家族成员中的促凋亡蛋白 Ｂａｘ和抑凋亡
蛋白Ｂｃｌ２，以异二聚体的形式存在于线粒体内膜和
内质网上，通过控制线粒体膜的通透性来调节凋亡

激活物，如细胞色素 ｃ的释放来影响细胞的状态。
Ｂｃｌ２水平的升高和 Ｂａｘ的降低表明细胞对凋亡的
抵抗性增强，反之则对凋亡的抵抗性减弱。本研究

结果显示，代森锰锌诱导 ＰＣ１２细胞凋亡过程中，
可浓度依赖性地降低 Ｂｃｌ２表达水平，增加 Ｂａｘ表
达水平，Ｂｃｌ２和Ｂａｘ的比值降低，说明 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ
等蛋白参与了代森锰锌诱导的 ＰＣ１２细胞凋亡。
ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染结合流式细胞术结果显示，
早期凋亡和晚期凋亡率均增高，代森锰锌 １２０
μｍｏｌ·Ｌ－１时以晚期凋亡为主，早期凋亡细胞较对照
组减少，可能与高剂量促使更多的早期凋亡细胞发

展为晚期凋亡有关；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察 ＰＣ１２
细胞核形态学改变，可见核膨大、固缩，以及染色质

边集浓染、核小体形成等凋亡形态学特征。

ＥＲＫ包括 ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２，是将信号从表面受
体传导至细胞核的关键。磷酸化激活的 ＥＲＫｌ／２由
胞质转位到核内，进而介导转录活化，参与细胞增殖

与分化、细胞形态维持、细胞骨架的构建、细胞凋亡

等多种生物学反应。早期实验认为 ＥＲＫ是一种存
活因子，当生长因子丧失和应用细胞毒性物质时，

ＥＲＫ１／２活化，抑制凋亡。但这种对凋亡前期的保
护作用依赖细胞类型、药物种类以及其他信号转导

途径的状态。最近的研究发现 ＥＲＫ也是一种凋亡
因子，ＥＲＫ１／２激活伴随 Ｂａｘ的表达增加［５］，直接调

控凋亡蛋白胱天蛋白酶 ３活化并诱发凋亡［６］。在

去甲斑蝥素诱导的细胞凋亡中 ＥＲＫ活化是其凋亡
的下游信号［７］，同时ＥＲＫ被认为参与了神经元的退
化［８］，持续缓慢地激活ＥＲＫ并在神经细胞凋亡中发
挥作用［９］，与帕金森等慢性神经系统疾病相关。

代森锰锌诱导神经元凋亡中的作用机制具有复

杂性和多样性。已发现金属锰能穿过血脑屏障发挥

神经毒性作用，但含锰的乙烯基二硫代氨基甲酸盐类

杀菌细胞毒性实验结果显示，起主要作用的是乙烯基

二硫代氨基甲酸盐而不是锰［３］。Ｃａｌｖｉｅｌｌｏ等［１０］发现

代森锰锌能引起细胞氧化应激导致ＤＮＡ损伤，双向
凝胶电泳发现各种氧化应激相关蛋白及转录因子的

表达发生变化［１０］。而Ｄｉａｓ等［１１］在观察酵母菌对代

森锰锌的耐受性实验时，发现代森锰锌并不是直接

的氧化自由基或者氧化诱导物，可能是通过其他途径

发挥作用。其他实验发现代森锰锌能干扰线粒体氧

化呼吸，抑制线粒体的解偶联过程，降低 ＡＴＰ含量，
对多巴胺能神经元以及ＧＡＢＡ神经元都具有损伤作
用［１２］。本研究发现 ＥＲＫ信号通路可能参与代森锰
锌导致ＰＣ１２细胞的凋亡过程，ＥＲＫ作为从胞膜到胞
核间重要的信号蛋白，其高表达会引起下游信号蛋白

的表达改变，破坏了细胞间促调亡和促存活因素间的

平衡，导致细胞最终不同的结局。另外可能还有其他

机制参与代森锰锌诱导神经元凋亡过程，因此需要对

相关信号通路介导细胞凋亡作用做更全面深入的研

究，明确其作用的具体分子机制，才能更好地为临床

预防和治疗长期暴露于代森锰锌所导致的帕金森病

等神经退行性疾病提供依据。
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