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线粒体钙超载激活线粒体凋亡途径
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摘要：　 目的　 探讨线粒体钙超载并诱导线粒体凋亡途径活化在甲基汞致神经元凋亡过程中的作用及其机制。 　 方法　
取出生 ２４ ｈ 内的新生昆明小鼠，解剖取脑皮质，进行原代神经元培养。 细胞发育成熟后，应用含不同浓度甲基汞（ｍｅｔｈｙｌ－
ｍｅｒｃｕｒｙ，ＭｅＨｇ，０、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养液分别处理神经元 １、３、６ ｈ，测定神经元细胞活力，确定适宜暴露时间后，测
定神经元线粒体内钙离子水平，线粒体膜电位，细胞色素 ｃ（ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ，Ｃｙｔ ｃ）、凋亡诱导因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅ ｆａｃｔｏｒ，
ＡＩＦ）、天冬氨酸蛋白水解酶 ３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ３， ｃａｓｐａｓｅ ３）蛋白表达水平及细胞凋亡率。 　 结果　 神

经元经不同浓度 ＭｅＨｇ 处理后，细胞活力降低。 在 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组，神经元线粒体内钙离子水平升高，线
粒体膜电位下降，Ｃｙｔ ｃ、ＡＩＦ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平升高，细胞早期凋亡率升高，且都呈现剂量效应关系。 在 １ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｅ⁃
Ｈｇ 处理组，上述指标与对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 　 结论　 甲基汞暴露会诱发神经元线粒体钙超载并

激活线粒体凋亡途径进而导致细胞凋亡。
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　 　 甲基汞（ｍｅｔｈｙｌｍｅｒｃｕｒｙ，ＭｅＨｇ）是具有神经毒性的

环境蓄积性重金属污染物，具有脂溶性，与巯基有较强

的亲和力，易通过血脑屏障［１］。 目前，关于 ＭｅＨｇ 神经

毒性机制的研究主要包括谷氨酸释放及代谢异常，谷
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氨酸受体活性及功能紊乱［２］，细胞氧化应激［３－４］，细胞

内钙稳态失衡［５］，线粒体功能障碍［６］ 等。 线粒体是细

胞进行生物氧化和能量交换的主要场所，也是诱导细

胞凋亡发生最主要的细胞器之一。 线粒体钙超载所致

线粒体外膜通透性增加可能是线粒体凋亡途径活化的

关键因素之一［７］。 基于以上认识，本研究建立小鼠原

代神经元 ＭｅＨｇ 中毒模型，观察不同浓度 ＭｅＨｇ 暴露

是否会诱发神经元线粒体钙超载并诱导线粒体内凋亡
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因子释放，活化线粒体凋亡途径，进而导致神经元

凋亡。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂和仪器

１􀆰 １􀆰 １　 主要试剂 　 氯化甲基汞（纯度≥９８％，德国

Ｄｒ􀆰 Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司）；胎牛血清，ＨＢＳＳ，ＤＭＥＭ 高糖

培养基，Ｂ－２７，抗生素，胰蛋白酶，Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ－Ａ 培养

基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；山羊来源 Ｃｙｔ ｃ、ＡＩＦ、Ｃａｓｐａｓｅ３ 多

克隆抗体和大鼠来源 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体（上海优宁

维生物技术有限公司）；线粒体抽提试剂盒（南京建成

生物工程研究所）；Ｆｕｒａ２－ＡＭ 荧光探针（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；ＪＣ－１ 荧光探针、线粒体膜电位测试盒、细胞凋

亡测试盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 相关试剂（上海碧云天生物

技术有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器　 ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ 超净工作台（苏州净化

设备有限公司）；ＨＥＲＡ Ｃｅｌｌ １５０ 细胞培养箱 （德国

Ｈｅｒａｅｕｓ 公司）；ＫＳ－１５０ 型超声波细胞粉碎机（宁波科

生仪器厂）；２－１６Ｋ 低温超速离心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；ＦＡＣＳＣＡＮ 流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｓｏｎ 公

司）；ｉＭａｒｋ 酶标仪（美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司）；ＶＥ－１８０ 垂

直电泳槽，ＶＥ － １８６ 转印系统 （上海天能科技有限

公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 原代神经元培养　 由中国医科大学实验动物

部提供的健康清洁级昆明小鼠（实验动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ（辽）２０１３－０００１），雌雄若干，合笼饲养（动物

使用许可证号 ＳＹＸＫ（辽）２０１３－０００７，实验期间实验环

境条件：温度 ２３ ℃ ～２５ ℃，湿度 ５０％～６０％，１２ ｈ 明暗

交替），繁殖新生鼠进行细胞培养。 取出生 ２４ ｈ 内的

新生鼠，解剖取脑，分离大脑皮质。 将大脑皮质切碎，
并转移至含 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶的 ＤＭＥＭ 中，３７ ℃水浴

２０ ｍｉｎ，再用与消化液等体积的含 ２０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基终止消化，用吸管上下吹打，将所得细

胞悬液分别过 ８０ 目及 ２００ 目筛网， ８００ ｒｐｍ 离心

５ ｍｉｎ。 弃上清，用含 ２０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基

重悬细胞，接种于包被多聚赖氨酸的培养皿中，置于细

胞培养箱中培养 ２４ ｈ。 之后弃掉培养液，更换为含

２％ Ｂ－２７，１％抗生素，０􀆰 ２５％谷氨酰胺的 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ－Ａ
培养基继续培养 ７～８ ｄ 至神经元发育成熟。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞染毒 　 分别用含不同浓度 ＭｅＨｇ （ ０、
０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养液处理神经元 １、３、６ ｈ，分
别测定各组神经元细胞活力。 选择适宜的 ＭｅＨｇ 暴露

时间进行其他指标测定。

１􀆰 ２􀆰 ３　 指标测定　 神经元细胞活力测定应用 ＭＴＴ 比

色法［８］。 线粒体钙离子水平应用荧光分光光度法测

定［９］。 线粒体膜电位测定依据 ＪＣ－１ 荧光探针法［１０］。
Ｃｙｔ ｃ、ＡＩＦ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平测定应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法［１１］。 细胞凋亡率应用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ
双染测试盒进行测定。
１􀆰 ３　 统计分析 　 实验数据以均值±标准差（􀭰ｘ± ｓ）表

示。 采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件进行统计学分析。 采用单因

素方差分析进行组间差异的比较，两组间比较用 ＬＳＤ－
ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 细胞活力　 见图 １。 随着 ＭｅＨｇ 处理剂量及染毒

时间的增加，神经元细胞活力逐渐降低。 与对照组相

比，０􀆰 ５ 及 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理 ３ 或 ６ ｈ 细胞活力均显

著降低（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ １０。

图 １　 ＭｅＨｇ 对细胞活力的影响

２􀆰 ２　 线粒体钙离子水平 　 见图 ２。 随着 ＭｅＨｇ 浓度

的增加，神经元线粒体钙离子水平逐渐增加，与对照组

比较，０􀆰 ５ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组神经元线粒体钙

离子水平显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。

图 ２　 ＭｅＨｇ 对神经元线粒体钙离子水平的影响

２􀆰 ３　 线粒体膜电位　 见图 ３。 随着 ＭｅＨｇ 浓度的逐
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渐增加，神经元线粒体膜电位逐渐降低。 与对照组比

较，１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组线粒体膜电位显著降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗∗ Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。

图 ３　 ＭｅＨｇ 对神经元线粒体膜电位的影响

２􀆰 ４　 Ｃｙｔ ｃ 蛋白表达水平　 见图 ４。 随着 ＭｅＨｇ 浓度

的逐渐增加，胞质内 Ｃｙｔ ｃ 蛋白表达水平逐渐增高。
与对照组相比，０􀆰 ５ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组中 Ｃｙｔ ｃ
蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。

图 ４　 ＭｅＨｇ 对 Ｃｙｔ ｃ 蛋白表达水平的影响

２􀆰 ５　 ＡＩＦ 蛋白表达水平 　 见图 ５。 随着 ＭｅＨｇ 浓度

的逐渐增加，胞质内 ＡＩＦ 蛋白表达水平逐渐增高，且在

所有处理组中 ＡＩＦ 蛋白表达水平与对照组相比均显著

增高（Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。

图 ５　 ＭｅＨｇ 对凋亡因子 ＡＩＦ 蛋白表达水平的影响

２􀆰 ６　 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平　 见图 ６。 随着ＭｅＨｇ 浓

度的逐渐增加，ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平逐渐增高，与对

照组相比，０􀆰 ５ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋

白表达水平均显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。

图 ６　 ＭｅＨｇ 对 ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平的影响

２􀆰 ７　 细胞凋亡率　 见图 ７。 随着 ＭｅＨｇ 剂量的升高，
Ｑ４ 象限的散点逐渐增多，说明早期细胞凋亡数目逐渐

增多，０􀆰 ５ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＨｇ 处理组中细胞早期凋亡

率与对照组相比均显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注：与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４。
图 ７　 ＭｅＨｇ 对神经元凋亡的影响
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３　 讨　 论

线粒体是细胞进行生物氧化和能量交换的主要场

所，是 ＭｅＨｇ 毒作用的靶部位之一，也是诱导细胞凋亡

发生最主要的细胞器之一［１２］。 ＭＴＴ 比色法测定神经

元细胞活力能够较为直接地反映线粒体功能损伤。 试

验结果显示随着 ＭｅＨｇ 染毒剂量升高，时间增长，神经

元细胞活力逐渐降低，呈现时间－剂量－效应关系。 在

１ μＭ ＭｅＨｇ 处理 ６ ｈ 的组别中，细胞活力最接近半数

抑制浓度，因此选择 ６ ｈ 作为 ＭｅＨｇ 暴露时间进行其他

指标测定分析。
Ｃａ２＋作为细胞内重要的信号分子其浓度和细胞凋

亡密切相关。 关于 Ｃａ２＋在细胞凋亡中的精确作用还存

在很多争议，但目前的一致结论是 Ｃａ２＋浓度的增加在

内源性细胞凋亡途径中发挥重要的作用［１３］。 先前的

研究发现 ＭｅＨｇ 染毒大鼠脑神经细胞内游离 Ｃａ２＋水平

显著升高，并且细胞凋亡率显著升高，提示细胞内 Ｃａ２＋

超载可能是诱导细胞凋亡的关键因素之一［１４］。 本研

究应用 Ｃａ２＋特异性荧光探针 Ｆｕｒａ－２ 对细胞进行标记

后，发现 ＭｅＨｇ 导致神经元线粒体内 Ｃａ２＋水平增加，推
测 ＭｅＨｇ 暴露导致线粒体 Ｃａ２＋超载从而激活了线粒体

凋亡途径。 线粒体膜电位的下降是细胞凋亡的早期事

件。 线粒体膜通透性的变化被认为是线粒体功能损伤

导致细胞死亡的众多途径中的关键因素之一［１５］。 本

实验中 ＭｅＨｇ 暴露导致神经元线粒体膜电位逐渐降

低，表明 ＭｅＨｇ 可以通过诱导线粒体膜电位下降，进而

导致线粒体膜的通透性增加。 Ｃｙｔ ｃ 位于线粒体内膜

的外侧，是哺乳动物细胞凋亡信号转导过程中的关键

因子。 凋亡诱导因子 ＡＩＦ 由一个氨基末端跨膜束固定

在线粒体内膜，线粒体膜通透性改变后，激活易位酶从

而使磷酯酰丝氨酸暴露，传导凋亡信号。 ｃａｓｐａｓｅ 家族

基因表达产物是促进细胞凋亡的主要酶类，经过一系

列酶激活级联反应导致细胞凋亡［１６］。 Ｊｉ 和 Ｙｕ［１７］的研

究提示了当线粒体膜电位下降时，会促进线粒体膜通

透转换孔的开放，加速线粒体内 Ｃｙｔ ｃ 等凋亡相关因子

的释放，激活 ｃａｓｐａｓｅ 凋亡途径。 正常情况下，绝大多

数线粒体膜通道转换孔处于关闭状态，当线粒体钙超

载，线粒体膜电位下降时，膜转换孔大量开放，导致线

粒体膜通透性增加，加速线粒体内凋亡相关因子的释

放，从而诱导非 ｃａｓｐａｓｅ 依赖及 ｃａｓｐａｓｅ 依赖的细胞凋

亡［１８］。 本研究中，Ｃｙｔ ｃ、ＡＩＦ、ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平

在染 ＭｅＨｇ 后均显著升高，表明 ＭｅＨｇ 通过诱导神经元

线粒体钙超载，降低线粒体膜电位，开放线粒体膜通道

转换孔，从而加速线粒体内凋亡因子的释放，活化线粒

体凋亡途径并诱导细胞凋亡。

综上所述，本研究证实了 ＭｅＨｇ 暴露可导致神经

元线粒体钙超载，降低线粒体膜电位，促进凋亡相关因

子的线粒体释放，从而激活下游线粒体凋亡途径。
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ｄｉａｔｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ
ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］􀆰 Ｎｅｐｈｒｏｎ Ｅｘｐ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１４， １２８（１）：３０－３６􀆰

［１４］ Ｌｉｕ Ｗ， Ｘｕ Ｚ， Ｄｅｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｍａｎｔｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ
ｍｅｔｈｙｌｍｅｒｃｕｒｙ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｙｓｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｒａｔ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｃｏｒｔｅｘ ［Ｊ］􀆰 Ｎｅｕｒｏｔｏｘ Ｒｅｓ，２０１３， ２４（３）：３２０－３３７􀆰

［１５］ 刘洪亮， 崔玉山 􀆰 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 在内质网应激中的激活途径及与疾

病关系研究进展［Ｊ］􀆰 环境卫生学杂志， ２０１１， ４（１）：４１－４５􀆰
［１６］ Ｋｏｎｇ ＧＭ， Ｔａｏ ＷＨ， Ｄｉａｏ ＹＬ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］􀆰 Ｗｏｒｌｄ Ｊ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ， ２０１６， ２２（１１）：３１８６－３１９５􀆰

［１７］ Ｊｉ ＹＢ， Ｙｕ Ｌ􀆰 Ｎ－ｂｕｔａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｃａｐｐａｒｉｓ ｓｐｉｎｏｓａ Ｌ􀆰 ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｍＰＴＰ ｏｐｅｎ， ｃｙ⁃
ｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ｃａｓｐａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］􀆰 Ａｓｉａｎ Ｐａｃ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｐｒｅｖ，
２０１４， １５（２１）：９１５３－９１５７􀆰

［１８］ Ｙａｎｇ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｈ， Ｎｉ ＨＭ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｒｐ１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｓｅ⁃
ｎｅｃｉｏｎｉｎｅ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏ⁃
ｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｍｉｃｅ［Ｊ］􀆰 Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌ， ２０１７， １２：２６４－２７３􀆰

收稿日期：２０１８－０５－１４

２１４１ 实用预防医学 ２０１８ 年 １２ 月 第 ２５ 卷 第 １２ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｄｅｃ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．１２


