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率$线粒体膜电位逐渐下降"而
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过氧化氢'
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(是体内氧化代谢的中间产物!同时又是

一种活性氧!很容易穿透细胞膜产生细胞毒性/

!
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!引起细胞

1IS

衰竭#

MK1

损伤#脂质过氧化反应以及细胞死亡/
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"线

粒体呼吸链是细胞产生
1IS

的主要部位!也是氧化应激活性

氧'

YDR

(产生的主要部位!同时也是易遭受
YDR

攻击的部位"

线粒体
MK1

和蛋白质损伤将降低线粒体的生物能量合/

)

0

"

<:

$N

/

半胱氨酸产生的活性氧主要是羟自由基!损伤作用很大!

是引起组织损伤的最主要的一类氧自由基/
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"线粒体呼吸链

的损伤引起线粒体膜电位降低!因此线粒体
YDR

的产生与线

粒体膜电位密切相关/
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作用于体

外培养的人
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细胞株中!观察
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对线粒体的损伤

方式"
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材料与方法
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YS>H/!'&%

培 养 基 '含

C]S]R0"0#9

?

$

Q

#青霉素
!%%k

$

9Q

#链霉素
!%%

&

?

$

9Q

(

购自北京天润善达生物科技有限责任公司.胎牛血清!由美国
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公司提供.
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公司.十二烷基硫酸钠
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消化液!购自北京
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提取试剂
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培养基!于
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换液!待细胞生长至融合状态时胰蛋白酶常规消化#传代!选取

对数生长期细胞进行实验"
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方法
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用细胞增殖抑制实验'
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比色法(测定"生长良好的在镜

下观察细胞!待细胞密度达到
!*%c!%

'
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!更换培养基为无

血清
YS>H/!'&%

培养液!继续培养
$&F

!在避光条件下!每孔

加入
>II%*09
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!继续培养
&F

!弃上清液
!%%

&

Q

后每

孔加
M>RD!%%

&

Q

!振荡
!%9,.

!于酶标仪上测波长为
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的吸光度值'
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B*E*D

!
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含量测定
!

细胞加入不同浓度的
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损伤
$&F

后!用胰蛋白酶裂解!按照试剂盒的说明测定
KD

含量"

B*E*E

!

细胞凋亡率检测
!

采用
1..:d,.V

$

SH

染色法!收集各

组消化后细胞!调细胞浓度为
!*%c!%

'

$

9Q

!按
1..:d,.V/

<HI=

细胞凋亡检测试剂盒说明操作!室温#避光#反应
!0

9,.

!行流式细胞术检测!激发波长'

]d

(

&##.9

!发射波长

'

]9

(

0)%.9

"检测凋亡细胞与继发性坏死细胞!计算出总的

死亡细胞!以百分率表示"

B*E*F

!

RC/Ri0i

细胞线粒体膜电位的测定
!

T=/!

为一种特

异性的阳离子荧光染料!可定位在线粒体膜上!其聚集程度与

膜电位成正比"当线粒体膜电位增高时!红色荧光增强!红色

荧光和绿色荧光的比值可代表膜电位的高低/

'
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"细胞同步化

后!细胞加入不同浓度的
C

$

D

$

损伤
$&F

后!用
SJR

液漂洗细

胞
$

次!然后与
!%

&

943

$

Q

的
T=/!)(g

负载
!09,.

!

SJR

洗
$

次后于
]d&##.9

#

]90)%.9

处测定红色荧光值!

]90"%.9

处测定绿色荧光值!以红色荧光值与绿色荧光值的比值的大小

来表示膜电位的高低"

B*F

!

统计学处理
!

计数资料数据以
L 8̂

表示!应用
RSRR

!!*0

软件进行
9

检测"
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!

结
!!

果

C*B
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诱导的
RC/Ri0i

细胞损伤后的形态学变化
!

将

细胞置于倒置显微镜下!观察形态学变化%

K

组细胞生长良好!

单个细胞呈梭形!少数呈类三角形!透光率高.

C

$

D

$

不同剂量

组细胞密度显著降低!细胞聚拢!整个细胞的形态由梭形逐渐

变为细长形#皱缩!最后细胞间隙增大!导致成片细胞间出现空

白!透光率降低"见图
!

"

图
!

!!

C

$

D

$

诱导的
RC/Ri0i

细胞损伤后的形态学变化

C*C

!

不同浓度的
C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的存活率影响

!

与
K

相比!

C

$

D

$

损伤组细胞存活率显著降低!且差异有统

计学意义'

M

#

%*%0

#

M

#

%*%!

(!呈剂量依赖关系!见图
$

"

C*D

!

不同浓度的
C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的培养液中
KD

的影响
!

与
K

组比较!

C

$

D

$

损伤后的
RC/Ri0i

细胞中
KD

含量明显增加!并随
C

$

D

$

浓度增加!细胞中
KD

含量也增加!

见图
)

"

C*E

!

不同浓度的
C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的凋亡作用
!

流式细胞术检测结果表明!正常
RC/Ri0i

细胞凋亡率小于

)O

.小剂量
C

$

D

$

损伤后的细胞以早期#中期凋亡为主!随

C

$

D

$

浓度的加大!

RC/Ri0i

细胞凋亡以中#晚期为主"当

C

$

D

$

浓度达到
0%%

&

943

$

Q

时!细胞以死亡为主!见图
&

"

!!

$

%

M

#

%*%0

!

$$

%

M

#

%*%!

!与
K

组比较"

图
$

!!

C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的存活率影响

!!

$

%

M

#

%*%0

!

$$

%

M

#

%*%!

!与
K

组比较"

图
)

!!

C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的培养液中
KD

的影响

图
&

!!

C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞损伤的凋亡作用

C*F

!

不同浓度
C

$

D

$

对
RC/Ri0i

细胞线粒体膜电位的影响

!

不同浓度
C

$

D

$

处理后'

>!

#

>$

#

>)

组(的细胞红#绿荧光

值的比率'

%*$"(

#

%*(''

#

)*0&!

(和
K

组'

%*%(0

(比较有明显的

增高!差异均有统计学意义'

M

#

%*%0

(!

RC/Ri0i

细胞损伤线

粒体膜电位的下降与
C

$

D

$

的损伤浓度呈正相关"

D

!

讨
!!

论

RC/Ri0i

细胞系是一种分化程度较低的肿瘤细胞"该细

胞的细胞形态#生理和生化功能与正常神经细胞相似!被广泛

应用于神经系统疾病的研究"氧化应激在神经退行性疾病相

关的神经细胞死亡中发挥重要作用"本研究采用不同浓度的

C

$

D

$

对该细胞处理!通过
C

$

D

$

产生氧自由基诱发氧化应激

损伤!观察损伤状态下细胞凋亡与线粒体膜电位的变化"
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C

$

D

$

主要损伤细胞的膜性结构!在细胞发生凋亡早期!

膜磷脂酰丝氨酸由脂膜内侧翻向外侧!与检测试剂
1..:d,.V

有高度亲和力!而此阶段碘化丙啶'

SH

(不能通过细胞膜!因此

1..:d,.V

被作为检测细胞早期凋亡的灵敏指标之一/

(

0

"研究

发现!

C

$

D

$

的作用有明显的剂量依赖性!低浓度
C

$

D

$

'

!%%

#

$%%

&

943

$

Q

(作用下!

RC/Ri0i

不能被
SH

染色!说明此时细胞

膜是完整的!以凋亡早期改变为主!而高浓度
C

$

D

$

'

0%%

&

943

$

Q

(作用下!大部分
RC/Ri0i

能被
SH

染色!说明此时细

胞膜的完整性已被破坏!细胞死亡以坏死为主!即凋亡或坏死

依赖于活性氧簇的暴露浓度/

#

0

"本研究结果提示!一定浓度的

C

$

D

$

诱导的细胞损伤表现为细胞凋亡与继发性坏死!其中

!%%

#

$%%

&

943

$

Q

的范围内!凋亡率增高!但继发性死亡率增加

不明显!

C

$

D

$

浓度增加到
0%%

&

943

$

Q

时!细胞凋亡率明显增

加!但继发性死亡率也明显增加"

在诸多凋亡的诱因中!

KD

可直接诱导凋亡的发生!其原

因可能是对
MK1

的直接损伤而导致细胞凋亡/

"

0

!在氧化应激

条件下!诱导型一氧化氮合酶'

,KDR

(表达显著增高!从而生成

过量的
KD

造成细胞损伤"本研究结果显示!

C

$

D

$

引发的细

胞内
KD

的产生!与
C

$

D

$

浓度呈正相关!从而导致神经细胞

凋亡的发生"

在线粒体中可以形成
$

种具有高度生物活性的自由基%超

氧阴离子和
KD

"

KD

与超氧阴离子形成超氧亚硝酸!产生这

种超氧亚硝酸所消耗的氧占线粒体内膜所产生
C

$

D

$

的

#0O

!它能诱导氧化应激!并促进线粒体释放细胞色素
=

!诱发

细胞凋亡/

!%

0

"线粒体病变影响到细胞各成分的协调并危及细

胞生命活动/

!!

0

"线粒体如果功能紊乱!尤其是线粒体跨膜电

位下降和'或(线粒体膜通透性转运孔开放是细胞凋亡发生的

重要环节/

!$

0

"

本研究结果表明!

C

$

D

$

可导致线粒体功能损伤!当浓度

较低时'

!%%

#

$%%

&

943

$

Q

(!线粒体功能开始出现下降!当浓度

较高时'

0%%

&

943

$

Q

(!线粒体功能呈进行性下降"随
C

$

D

$

浓

度的加大!自由基产生会急剧增多!形成恶性循环!过剩的

YDR

攻击线粒体膜磷脂中不饱和脂肪酸双键而导致脂质过氧

化!由于神经组织具有较高的氧化代谢水平及含有丰富的高密

度不饱和脂肪酸!特别易受氧自由基攻击造成损伤!同时产生

的脂质过氧化物代谢产物使大分子物质交联#过量的
C

$

D

$

引

发细胞内
KD

的产生!线粒体膜电位下降!加剧细胞凋亡的发

生#功能丧失!进一步引起脑组织的损伤"
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统计资料类型

统计资料共有三种类型%计量资料#计数资料和等级资料"按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料"

定量资料又称计量资料!指通过度量衡的方法!测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小!得到的一系列数据资

料!其特点为具有度量衡单位#多为连续性资料#可通过测量得到!如身高#红细胞计数#某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料"

定性资料分为计数资料和等级资料"计数资料为将全体观测单位'受试对象(按某种性质或特征分组!然后分别庆典各

组观察单位'受试对象(的个数!其特点是没有度量衡单位!多为间断性资料!如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组!男性组有
($

例!女性组有
(%

例!即为计数资料"等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料!可通过

半定量的方法测量!其特点是每一个观察单位'受试对象(没有确切值!各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同!如根据

某种药物的治疗效果!将患者分为治愈#好转#无效或死亡"
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