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摘　要:【目的】研究铅对肾上腺皮质细胞氧化应激和线粒体功能的影响 , 为了解其肾上腺皮质毒作用机制提供依据。

【方法】原代分离培养豚鼠肾上腺皮质细胞 ,以 0 、6.25、12.5 、25 、50、100μmol/ L醋酸铅(PbAc)处理细胞 ,观察 PbAc诱导肾上

腺皮质细胞活性氧(ROS)产生和线粒体损伤作用。 ROS 检测采用荧光分光光度法 , 线粒体膜电位(MMP)和细胞存活状态采

用 Rh123 和 P I双标记 、流式细胞术检测 , 细胞 ATP 水平采用化学发光法测定。【结果】PbAc染毒后肾上腺皮质细胞 ROS 形

成水平随剂量增加而增加 ,具有剂量效应关系[  y =4.16+10.21×1g(x +1), P <0.01 , R 2 =0.641] ;线粒体膜电位呈剂量

依赖性降低 , Rh123的平均荧光强度(MFI)在 6.25 ～ 100 μmol/ L 各剂量组依次为 1.01 , 0.94 , 0.96 , 0.95 和 0.91 , 与对照组

(1.35)比较具有显著性差异(P <0.01);染毒后细胞死亡率轻度增加 , 与对照组(1.02%)比较 , 50 μmol/ L 和 100 μmol/L 的

PbAc组分别为 3.16%和 3.40%, 差异具有显著性(P <0.05);ATP 水平降低与 PbAc 剂量之间存在剂量效应关系[  y =

212965.7-51592.5×1g( x +1), P <0.01 , R 2 =0.568] , 剂量和时间对 ATP 水平的影响呈协同抑制作用(P <0.01)。【结

论】线粒体氧化应激介导肾上腺皮质细胞毒性可能是 PbAc毒作用机制之一 , 线粒体损伤是铅致肾上腺皮质毒作用的早期细

胞和分子事件。
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Mitochondria Oxidative Damage of Adrenocortical Cells

Induced by Lead Acetate in vitro
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FAN Rui-quan , SHEN Han-ming , ONG Choon-nam

(Depar tment of Toxicology and Occupa tional Health , School of Public Health , Sun Yat-sen University

o f Medical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Object ive】To study the ef fect of lead acetate on mitochondria oxidative st ress and functional al-

teration of adrenocortical cells.【Methods】Male guinea pig fasciculata-g lomerulosa (FG)cells were dispersed

and primarily cultured as the testing sy stem .The changes in the fo rmation of reactive oxygen species(ROS)and

the mitochondria damage were observed when the cells w ere incubated wi th lead acetate at dif ferent dosages of

0 , 6.25 , 12.5 , 25 , 50 and 100 μmol/ L.The indices and thei r corresponding detecting methods included:①

ROS (f luorescence spectrometry);②Mitochondria membrane potential(MMP)and dead cells rate [ f low cy-

tometry w ith dual-labeling of rhodamine 123(Rh123)and propidium iodide(PI)] ;③ATP level(chemolumi-

nescence assay).【Results】The fo rmation of ROS in adrenocortical cells w as increased in dose-dependent manner

af ter lead acetate incubation [  y =4.16+10.21×1g(x +1), P <0.01 , R 2 =0.641] ;MMP decreased as the

dose of PbAc increased.The mean f luo rescent intensity(MFI)of Rh123 dropped from 1.01 to 0.91 as the

dosage increased from 6.25 μmol/ L to 100 μmol/L , which were signif icantly lower than that of the control
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(1.35 , P <0.01);Dead cells rate appeared to be slightly increased.Dead cells rates in the g roups of 50 μmol/

L and 100 μmol/ L PbAc w ere 3.16% and 3.40% respectively w hen compared w ith the control(1.02%, P <

0.05);ATP levels tended to decrease , resulting f rom the synergistic inhibition by the dose and incubation period

of PbAc.The reg ression analy sis show ed that dose-effect relationship existed betw een the decreased ATP and

the increased dosage of PbAc [  y =212965.7-51592.5×1g(x +1), R 2 =0.568 , P <0.01] .【Conclusion】

This study demonst rated that cy totoxicity of adrenoco rtical cells induced by lead acetate is probably att ributed to

mitochondria o xidat ive st ress.M itochondria damage might be the early cellular and molecular event in toxic ef-

fect of lead on adrenal cortex.
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　　线粒体在维持细胞内离子平衡 、能量代谢以及

对外界因素的应激方面发挥着重要的作用 。线粒

体又是许多外源性化合物最敏感和最早受到累及

的损伤靶点 , 特别是氧化损伤中主要的靶细胞

器[ 1] 。既往研究证实铅可引起造血系统 、神经系

统 、免疫系统和生殖内分泌系统的疾病 ,然而迄今

对铅的毒作用机制仍未完全清楚 ,铅的肾上腺皮质

毒作用效应和机制研究甚少。为了探讨铅对豚鼠

肾上腺皮质细胞线粒体的氧化损伤作用 ,本实验通

过研究细胞内活性氧(reactive oxygen species ,

ROS)水平与线粒体功能之间的关系 ,探讨铅致肾

上腺皮质细胞氧化损伤的机制 ,为深入了解 Pb2+

的毒作用机制提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　实验动物

体重为(600 ±20)g 健康雄性豚鼠[ Dunkin

Hartley (albino)f rom Interfauna U.K.Ltd.Eng-

land]由新加坡国立大学和中山医科大学实验动物

中心提供。每次试验取豚鼠 10 ～ 12 只 ,取出双侧

肾上腺汇总 ,按以下方法进行肾上腺皮质细胞分

离 ,分离得到的细胞按一定浓度放入培养板中培

养 ,每一处理组设平行样 ,并重复试验 3次。

1.2　主要试剂和仪器

胶原酶(type 1A)、DNA酶(DNase Ⅰ)、小牛血

清白蛋白(BSA)为 Sigma 公司产品;培养基

DMEM 、胎牛血清(FCS)、青链霉素为 Gibco BRL

产品;醋酸铅(PbAc)为上海化学试剂四厂产品 ,纯

度>99%;罗丹明 123(Rh123)、噻唑蓝(MTT)购

自Sigma 公司;二乙酰二氯氢化荧光素(DCFH-

DA)购自美国 Molecular Probes公司;ATP 测定采

用 Lumi-Kleen测试盒和 Lumi-one Model A可携式

发光仪;主要仪器还有 Bio-tek 酶标仪 、EPICS

ELITE流式细胞仪和 F-3010荧光分光光度计 。

1.3　肾上腺皮质细胞分离与培养[ 2]

于上午8:00 ～ 9:00采用CO2 气体吸入麻醉豚

鼠 ,以 75%酒精消毒局部皮肤后 ,迅速剖开腹部 ,

分离及取出双侧肾上腺 ,立即置入灭菌 D-Hank′s

液中 ,在无菌操作台进行以下步骤:剔除包膜后 ,纵

向剪开肾上腺 ,剔除髓质 ,剪碎 ,于含胶原酶(2.5

mg/mL)、DNase(2μg/mL)和 15 g/ L BSA的培养

基中 , 37 ℃摇动水浴 20 min ,以 200×g 4 ℃离心

10 min后弃上清 ,于含 15 g/L BSA的无血清培养

基中重悬 ,37 ℃水浴 5 min后 ,离心弃上清 ,重悬于

含25 g/ L BSA 的 D-Hank′s液中 , 37 ℃摇动水浴

15 min后 ,反复轻柔吹打分散细胞后 , Falcon 尼龙

网过滤 ,以 200×g 4 ℃离心 10 min ,然后用含青 、

链霉素和 120 mL/L 胎牛血清的培养基重悬 、离

心 ,如此反复 3次。最后用含 120 mL/L 胎牛血清

的培养基重悬 ,调整细胞浓度培养过夜 ,并用台酚

蓝染色检测存活率。肾上腺皮质细胞形态表现为

细小饱满圆形或椭圆形 、折光性强 ,而且台酚蓝染

色存活率达 95%以上时进行实验 。

1.4　ROS形成的测定[ 3]

培养的肾上腺皮质细胞以 PBS 洗涤后 ,调整

细胞浓度为 4×105/mL ,分别加入 0 、6.25 、12.5 、

25 、50 、100 μmol/L PbAc 于 37 ℃孵育 ,细胞悬液

同时加入 DCFH-DA负载使其终浓度为 5 μmol/L。

在染毒 15 min 、30 min和 45 min ,以荧光分光光度

计(激发波长 485 nm 、发射波长 530 nm)测定平均

荧光强度(MFI)。

1.5　线粒体膜电位(MMP)测定

1.5.1　染毒方法　将 24孔板培养的肾上腺皮质

细胞以 200×g 离心弃上清后 ,加入不含 FCS的纯

DMEM 培养基 ,分别以 0 、6.25 、12.5 、25 、50和 100
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μmol/L PbAc处理 1 h进行剂量效应关系研究。

1.5.2　MMP 测定[ 4] 　染毒后离心 ,加入 PBS 缓

冲液 0.5 mL 混匀 ,然后加入 Rh123 溶液 12.5 μL

(0.2 mg/mL), 37 ℃避光孵育 30 min ,然后离心 ,

PBS缓冲液洗一次 ,流式细胞仪测定平均荧光强度

(MFI),激发波长 488 nm ,发射波长 525 nm ,每份

样品计数 10 000个细胞 。

1.6　死亡细胞率(DCR)测定

1.6.1　染毒方法　培养细胞用 PBS 洗涤后重悬

于无血清培养基 ,调整细胞浓度为 4×105/mL ,分

别加入 0 、6.25 、12.5 、25 、50和 100 μmol/ L PbAc

于 37 ℃、5%CO2 培养箱中处理 1 h进行剂量效应

关系研究 。

1.6.2　碘化丙啶荧光强度及死亡细胞百分率测

定[ 4] 　染毒结束后样品离心 , PBS 洗后重悬 ,以 10

ng/mL 碘化丙啶(Propidium Iodide ,PI)于 37 ℃孵

育10 min ,流式细胞仪测定 ,每份样品计数 10 000

个细胞 。激发波长为 488 nm , 发射波长为 675

nm 。根据 PI 平均荧光强度(MFI)及各区域细胞的

比例来评价细胞死亡率。

1.7　细胞 ATP水平测定

采用根据 ATP 化学发光测试系统设计的 Lu-

mi-Kleen 测试盒和 Lumi-one M odel A 可携式发光

仪进行测定 ,以自身前后对照进行时间动态测量 ,

染毒剂量为 50 、100和 200 μmol/ L ,处理时间设 0 、

15 、30和 60 min。ATP 信号以相对发光单位(rela-

tive light units , RLU)记录 ,每 10 s记录 1 次 ,共 6

次 ,结果以记录 1 min 的 RLU 积分值表示(RLU/

min)。

1.8　统计分析

采用 SPSS for windows(8.0)建立数据库和进

行ANOVA 、析因分析 、直线相关和回归分析。

2　结　果

2.1　PbAc诱导肾上腺皮质细胞 ROS形成

PbAc染毒 15 、30和 45 min ,见 ROS 形成水平

随着剂量增加而增加 ,回归方程为  y =4.16 +

10.21×1g(x +1)(R
2 =0.641 , P <0.01),说

明不同剂量 PbAc处理对 ROS 形成的影响存在显

著性差异 。析因分析发现 PbAc 剂量和染毒时间

均对 ROS 形成产生影响(P <0.01),然而二者之

间未见交互作用(P >0.05)。方差分析提示无论

那一时间点 , ROS 形成水平在各剂量组间存在不

同(F =16.6 , P <0.01)。两两比较提示 50

μmol/L 、100 μmol/L 组与对照组 、6.25 μmol/L 、

12.5μmol/L 、25μmol/L 组之间均存在显著性差异

(P <0.05),而且 6.25μmol/L 与 12.5μmol/L 之

间也存在显著性差别(P <0.05 , 见表 1)。

表 1　不同剂量 PbAc处理肾上腺皮质细胞 ROS

形成水平的变化

Table 1　The effect of Lead Acetate on the ROS formation

of adrenocortical cells in guinea pigs　　( x ± s)

cPbAc/(μmol·L
-1
)

MFI of ROS

15 min 30 min 45 min 2)

　　　0 1) 11.2±3.0 　27.6±2.3 　50.0±5.4

6.25 10.0±1.6 22.3±1.3 38.5±4.1

12.50 20.6±7.6 55.9±9.4 89.6±13.6

25.00 15.8±3.0 45.0±7.7 77.2±10.9

50.00 31.8±2.3 96.3±10.0 154.3±16.2

100.00 37.9±4.9 96.0±10.7 144.8±15.5

　　Factorial Analysis:1)Dose effect:F =16.60 , P =0.000;2)

Time ef fect:F =45.17 , P =0.000;Interact ion(dose and time):F

=2.06 , P =0.055

2.2　PbAc对线粒体膜电位(MMP)的影响

反映线粒体膜电位的 Rh123 平均荧光强度

(MFI)随着 PbAc染毒剂量的增加有一定的降低趋

势 ,统计学分析表明:各组之间存在统计学差异(F

=3.313 , P <0.01),两两比较提示对照组与各个

剂量组之间有统计学差异(P <0.01 , 见表 2)。

表 2　不同剂量 PbAc处理肾上腺皮质细胞 MMP

和死亡细胞百分率的变化

Table 2　The effect of Lead Acetate on mitochondrial

membrane po tential(MMP)and dead cells

rate of adrenoco rtical cells　　　( x ±s)

cPbAc/(μmo l·L
-1
) M FI of PI Dead cells rate MFI of MMP

　　 　0 0.505±0.082 　1.02±0.28 　1.35±0.14

6.25 0.657±0.060 1.75±0.70 1.01±0.07
2)

12.50 0.622±0.032 1.95±0.26 0.94±0.06
2)

25.00 0.647±0.020 2.20±0.22 0.96±0.08
2)

50.00 0.770±0.055 3.16±0.33
1)

0.95±0.07
2)

100.00 0.730±0.024 3.40±0.24
1)

0.91±0.07
2)

　　Compared wi th the cont rol , 1)P <0.05 , 2)P <0.01

ANOVA:MFI of PI:F =242.48 , P =0.000;Dead cells rate:

F =175.31 , P =0.000;MFI of MMP:F =3.31, P =0.019
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2.3　死亡细胞率(DCR)的变化

在 6.25 ～ 100μmol/L 范围内 , PbAc染毒 1 h

后 PI 平均荧光强度(MFI)和死亡细胞率随着剂量

增加呈轻微增加。死亡细胞百分率在 50 μmol/L

和100μmol/L 组呈现增加(P <0.05)。PI 平均

荧光强度 、死亡细胞率与 PbAc 对数剂量之间存在

线性相关关系(r =0.944 , P <0.01)。

2.4　PbAc对细胞 ATP水平的影响

在细胞悬液中分别加入 50 、100 、200 μmol/L

PbAc 后 ,以自身前后对照进行时间动态测量(0 、

15 、30 、60 min),以相对发光值(RLU/min)表示的

细胞 ATP 水平表现随 PbAc剂量增加而降低 ,回归

分析表明剂量与 ATP 水平的变化之间存在剂量效

应关系: y =212965.7 -51592.5 ×1g(x +1)

(R
2 =0.568 , P <0.01);析因分析结果显示染毒

剂量和时间均对细胞 ATP 水平产生影响(P <

0.01),而且二者之间存在交互作用(P <0.01),

表现为协同抑制作用(见表 3)。

表 3　不同剂量 PbAc处理后肾上腺皮质细胞 ATP水平的变化

Table 3　The alteration of ATP level in adrenoco rtical cells induced by Lead Acetate　　　　　( x ± s , RLU/ min)

cPbA c/(μmo l·L-1) 0 min 15 min 30 min 60 min 2)

　　　　　0 1) 224 823±5 869 　　218 965±1 347 　　213 887±8 841 　 　211 708±2 963

50 154 707±7 166 51 100±3 877 66 682±791 105 708±7 128

100 210 281±3 251 62 016±1 373 82 011±1 349 96 160±3 560

200 123 278±6 695 93 339±3 157 78 446±661 76 216±726

　　Factorial Analysis:1)Dose effect:F =2 017 , P =0.000;2)Time effect:F =525 , P =0.000;Interaction(dose and time):F =132 , P =

0.000

3　讨　论

3.1　铅诱发肾上腺皮质细胞氧化性应激

氧化应激在外源性化合物引起的细胞毒性中

发挥着重要的作用。既往研究表明 , 400 μmol/L

Pb2+可以引起人成纤维细胞的脂质过氧化代谢产

物的增加[ 8] ,铅引致的细胞肿胀 、表面结构的改变

可能与GSH 的消耗有关[ 9] 。Pb2+能增加谷氨酸诱

导神经细胞的氧化性应激 ,引起氧自由基的产生增

加和 GSH的消耗 ,认为氧化应激所致的细胞氧化

还原功能的失调可能是铅毒性作用的机制之

一
[ 10]
。

荧光探针 DCFH-DA 可以快速地通过细胞膜

进入细胞 ,在细胞内酯酶作用下释放出 DCFH 。当

细胞内存在 ROS 时 , DCFH 立即被氧化成具有荧

光的 DCF ,其荧光强度与细胞内的 ROS 生成量成

正比 。本研究体系中 , 6.25 ～ 100 μmol/ L PbAc能

浓度依赖性地升高肾上腺皮质细胞 ROS 的水平 ,

ROS 变化与 PbAc 浓度密切相关。目前已知肾上

腺皮质激素的合成分泌过程所经历的部位特异性

羟化反应受特异性细胞色素 P450同工酶催化 ,而

细胞色素 P450作为 ROS的重要来源 ,对肾上腺皮

质毒作用以及化学物的活化代谢过程起着重要的

作用
[ 11]
,由此提示PbAc加强肾上腺皮质细胞ROS

产生 ,如超氧阴离子 、羟基自由基 、过氧化氢等 ,可

能是铅的肾上腺皮质细胞毒性的主要原因之一。

3.2　线粒体氧化损伤介导铅的肾上腺皮质细胞毒

性

线粒体是细胞内产生 ROS 的主要场所 ,也是

氧化损伤最先打击的靶器官。线粒体功能的改变

往往表现为膜电位降低和膜的不稳定性 ,当线粒体

膜受到损伤时 ,膜电位就会降低 ,甚至消失 。而线

粒体膜的稳定对于维持细胞的存活至关重要[ 9] 。

然而 ,迄今尚未见有关铅对肾上腺皮质细胞线粒体

功能影响的文献报道 ,本研究从线粒体氧化损伤的角

度来探讨 Pb
2+
对肾上腺皮质细胞的毒性作用机制。

Rh123是一种亲脂性阳离子荧光素 。作为一

种慢反应的膜电位探针 ,它能顺利通过活细胞的胞

膜和线粒体膜。进入细胞后 ,由于线粒体膜固有的

负电位差 ,可选择性地富集在线粒体上 ,富集的量

取决于线粒体膜电位的高低 ,一定的膜电位形成一

定的荧光值 ,荧光值的高低反映线粒体膜的受损状

况和损害程度
[ 11]
。本研究发现反映线粒体膜电位

的 Rh123荧光强度随着 PbAc染毒剂量增加呈一

定的降低 ,各组间存在差异。

氧化磷酸化的化学渗透学说的中心要点是:在

线粒体内膜存在着一个巨大的电化学质子梯度 ,

这个梯度是线粒体呼吸与磷酸化之间的专性联系。

它由两部分组成:■Χ(MMP ,膜电位)和■pH(pH
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differential)。在大多数情况下 ,膜电位在电化学质

子梯度中起主要作用 。因此 ,研究膜电位的变化对

了解氧化磷酸化机制也有着重要的意义。根据

M itchell的化学渗透学说[ 12] ,ATP 的合成要靠电

子呼吸链不断供给质子 ,维持一个强大的电化学质

子梯度 ,并经线粒体的另一个质子泵-ATP 合成酶

的作用将能量转换用于合成 ATP 。若是电子传递

链不能不断地提供质子 ,或 ATP 酶的活性受抑制 ,

则ATP 合成就会发生障碍 。

在本实验中 ,铅在低浓度就已造成线粒体膜电

位不同程度的降低 , 而且引起肾上腺皮质细胞

ATP 合成水平降低 ,剂量和时间均对其产生影响 ,

两者之间还存在协同抑制作用 ,并最终引起细胞死

亡率增加 ,提示铅可能通过某些机制影响 ATP 的

生成 ,最后导致细胞死亡。在 PbAc整体动物实验

中 ,我们发现电镜下肾上腺皮质细胞普遍存在线粒

体肿胀 、嵴消失的现象[ 13] ,提示线粒体内膜通透性

增高 。线粒体内膜的通透性增高 ,有可能造成质子

渗透逆流 ,形成短路 ,不能建立一个强大的电化学

质子梯度 ,也就不能有效地驱动 ATP 合成酶合成

ATP ,即为氧化与磷酸化的脱偶联。

PbAc作用后 15 min即可见肾上腺皮质细胞

ROS升高 ,随后引起 MMP 和 ATP 减低 ,并最终导

致细胞损伤甚至死亡。基于细胞和分子损伤事件

发生的时间性及它们之间内在的生理病理联系 ,提

示线粒体氧化损伤介导肾上腺皮质细胞毒性可能

是PbAc的毒作用机制之一 。它们进入肾上腺皮

质细胞 ,引发活性氧(ROS)增加 ,产生氧化应激损

伤 ,造成线粒体结构 、功能改变 ,出现线粒体膜电位

降低 、线粒体内膜通透性明显增加 ,可能通过抑制

线粒体呼吸电子链 ,造成氧化及磷酸化作用脱偶

联 ,导致能量代谢紊乱 ,并进一步导致细胞损伤甚

至死亡。
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