
２　 结　 　 果

２.１　 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 抑制 ＰＭＡ 诱导 ＴＨＰ￣１ 巨噬细

胞炎 症 因 子 的 表 达 　 　 用 １ꎬ ２５ ( ＯＨ ) ２Ｄ３

(１０ ｎｍｏｌ / Ｌ)和 /或 ＰＭＡ(２５０ μｍｏｌ / Ｌ)处理 ＴＨＰ￣１

巨噬细胞６ ｈꎬ采用荧光定量 ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 法检测

ＴＮＦα、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ 的表达水平ꎮ 如图 １ 和

图 ２ 所示ꎬ１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３(１０ ｎｍｏｌ / Ｌ)显著抑制 ＰＭＡ
(２５０ μｍｏｌ / Ｌ)作用下 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＴＮＦα、ＩＬ￣１β
和 ＩＬ￣６ 的表达ꎬ并上调 ＩＬ￣１０ 的表达水平ꎮ

图 １　 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 对 ＰＭＡ 作用下 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞炎症因子 ｍＲＮＡ 表达的影响(ｎ ＝ ３) 　 荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ＴＮＦα(左上

图)、ＩＬ￣１β(右上图)、ＩＬ￣６(左下图)和 ＩＬ￣１０(右下图)ｍＲＮＡ 的表达(１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３＋ＰＭＡ 与 ＰＭＡ 组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５)

２.２　 １ꎬ２５(ＯＨ)２Ｄ３ 上调 ＰＭＡ 作用下 ＴＨＰ￣１巨噬细胞

ＡＭＰＫα１磷酸化　 　 用 １ꎬ２５(ＯＨ)２Ｄ３ 处理 ＴＨＰ￣１ 巨

噬细胞不同时间(０ꎬ１５ꎬ３０ꎬ６０ꎬ１２０ ｍｉｎ)ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣
ｂｌｏｔ 检测 ＡＭＰＫα１ 和磷酸化 ＡＭＰＫα１ 的表达ꎬ如图 ３
所示ꎬ１ꎬ２５(ＯＨ)２Ｄ３ 上调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞磷酸化

ＡＭＰＫα１ 水平ꎮ 选择 ６０ ｍｉｎ 为时间点ꎬ如图 ４ 所示ꎬ
ＰＭＡ 下调 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＡＭＰＫα１ 磷酸化ꎬ而 １ꎬ２５
(ＯＨ)２Ｄ３ 显著上调 ＰＭＡ(２５０ μｍｏｌ / Ｌ)作用下 ＴＨＰ￣１
巨噬细胞 ＡＭＰＫα１ 磷酸化水平ꎮ

３　 讨　 　 论

流行病学调查显示ꎬ我国超过 ９０％以上的人群

存在 ＶＤ 缺乏(参照美国内分泌学会指南ꎬ血清 ２５￣

羟胆钙化醇(２５(ＯＨ)Ｄ３)含量低于 ２０ ｎｇ / ｍＬ 为 ＶＤ
缺乏ꎬ低于 ３０ ｎｇ / ｍＬ 为 ＶＤ 不足)ꎬ提示 ＶＤ 缺乏是

我国重要的健康问题[４]ꎮ 除了参与钙磷代谢ꎬＶＤ
缺乏与多种慢性炎症疾病密切相关ꎬ然而 ＶＤ 与上

述疾病是否存在直接因果关系尚不明确[１]ꎮ １ꎬ２５
(ＯＨ) ２Ｄ３ 是 ＶＤ 在体内的活性成分ꎬ通过与维生素

Ｄ 受体(ＶＤＲ)结合ꎬ启动胞内机制发挥调节免疫功

能、抑制炎症和抗氧化等作用[５]ꎮ 在前期研究中ꎬ
发现 ＶＤ 能够显著促进 Ａｓ 斑块巨噬细胞向抗炎 Ｍ２
型极化ꎬ从而抑制 Ａｓ 的发生发展[３]ꎮ 在本研究中ꎬ
发现 １ꎬ２５(ＯＨ) ２ Ｄ３ 能够抑制 ＰＭＡ 诱导的巨噬细

胞炎症反应ꎬ这进一步为 ＶＤ 与肥胖 / ２ 型糖尿病相

关提供了直接的实验证据ꎮ
近来研究发现ꎬ细胞代谢在调节巨噬细胞免疫 /

２９３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４



图 ２　 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 对 ＰＭＡ 作用下 ＴＨＰ￣１巨噬细胞炎症因子表达的影响(ｎ ＝ ３) 　 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦα(左上图)、ＩＬ￣１β(右上

图)、ＩＬ￣６(左下图)和 ＩＬ￣１０(右下图)的表达(１ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３＋ＰＭＡ 与 ＰＭＡ 组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５)

图 ３　 １ꎬ２５(ＯＨ) ２Ｄ３ 对 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＡＭＰＫα１ 和 ｐ￣

ＡＭＰＫα１ 表达的影响(ｎ＝ ３)　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＡＭＰＫα１ 和 ｐ￣
ＡＭＰＫα１ 表达(与 ０ ｍｉｎ 组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５)

炎症过程中起着关键作用[６]ꎮ 在 ＦＦＡ、游离胆固醇

等促炎因素作用下ꎬ巨噬细胞脂肪酸氧化 ( Ｆａｔｔｙ
Ａｃｉｄ ＯｘｉｄａｔｉｏｎꎬＦＡＯ) 水平明显下降ꎬ有氧糖酵解

(Ａｅｒｏｂｉｃ ＧｌｙｃｏｌｙｓｉｓꎬＡＧ)活性显著增加ꎬ导致细胞呈

图 ４ 　 １ꎬ２５ (ＯＨ) ２Ｄ３ 对 ＰＭＡ 作用下 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞

ＡＭＰＫα１ 和 ｐ￣ＡＭＰＫα１ 表达的影响( ｎ ＝ ３) 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法
检测 ＡＭＰＫα１ 和 ｐ￣ＡＭＰＫα１ 表达(与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎻ与
ＰＭＡ 组比较ꎬ＃:Ｐ<０.０５)

促炎状态ꎬ表现为促炎因子 ＴＮＦα、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 的

上调及抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的下调[７￣８]ꎮ ５′单磷酸腺苷活

化蛋白激酶(ＡＭＰ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｐｒｏｔｅｉｎ ＫｉｎａｓｅꎬＡＭＰＫ)
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是维持细胞代谢平衡的关键蛋白酶ꎬ由 α、β 和 γ ３
个亚基组成的异源三聚体蛋白ꎬ其中 α 亚单位起催

化作用ꎬβ 和 γ 亚单位起稳定作用[９]ꎮ 研究证实ꎬ肥
胖状态下 ＡＴＭ 的 ＡＭＰＫ 活性受到显著抑制ꎬ细胞

ＦＡＯ 水平明显下降ꎬＡＧ 活性显著增加ꎬ因此调节

ＡＭＰＫ 活性成为改善胰岛素抵抗和 ２ 型糖尿病新的

靶点[１０]ꎮ Ｌｉ 等[１１] 最近报道 ＶＤ 能够通过激活

ＡＭＰＫ / ｍＴＯＲ 信号增强二甲双胍对前列腺癌细胞的

抑制作用[１１]ꎮ ＶＤ 能够通过激活自噬介导的 ＡＭＰＫ
信号减轻鱼藤酮引起的神经损伤[５]ꎮ 在本研究中ꎬ
发现 ＰＭＡ 能够下调 ＡＭＰＫα１ 的磷酸化水平ꎬ而 ＶＤ
能够 显 著 上 调 ＰＭＡ 作 用 下 ＴＨＰ￣１ 巨 噬 细 胞

ＡＭＰＫα１ 的磷酸化水平ꎬ提示 ＡＭＰＫα１ 活化可能参

与了 ＶＤ 对 ＰＭＡ 诱导巨噬细胞促炎 /抗炎因子表达

的调节作用ꎮ 然而ꎬＶＤ 抑制 ＰＭＡ 诱导的巨噬细胞

炎症反应是否通过调节细胞 ＦＡＯ / ＡＧꎬ将在后续实

验中进一步证实ꎮ
综上ꎬ本实验证实 ＶＤ 抑制 ＰＭＡ 诱导的巨噬细

胞炎症因子表达ꎬ并激活 ＴＨＰ￣１ 巨噬细胞 ＡＭＰＫα１
磷酸化水平ꎬ这将为肥胖和 ２ 型糖尿病的防治提供

一种新的思路ꎮ
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ＰＦＯＳ 致 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡及可能机制

全小青１ꎬ２ꎬ李　 武１ꎬ曾怀才２∗

(１.南华大学公共卫生学院环境医学与放射卫生研究所ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１ꎻ
２.南华大学后勤服务中心医务所)

摘　 要:　 目的　 探讨全氟辛烷磺酸盐(ＰＦＯＳ)对成人神经母瘤细胞(ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ)的凋亡效应及可能的机制ꎮ
方法　 实验中 ＰＦＯＳ 剂量设置为 ２００、１５０、１００、５０、１０、１ μｍｏｌ / Ｌ 和 ＤＭＳＯ(对照组)ꎮ 体外培养 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞ꎬ以不

同浓度 ＰＦＯＳ(１、１０、５０、１００、１５０、２００ μｍｏｌ / Ｌ)处理细胞ꎮ 染毒 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后用 ＣＣＫ８ 法检测 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活性ꎬ
应用 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染法结合流式细胞术检测细胞凋亡ꎬ紫外和荧光分光光度法检测 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞超氧化

物歧化酶(ＳＯＤ)、谷胱甘肽还原酶(ＧＳＨ)、总活性氧(ＲＯＳ)和丙二醛(ＭＤＡ)的影响ꎮ 　 结果　 ＰＦＯＳ 暴露降低了

ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活性ꎬ并呈明显的剂量效应关系ꎻＰＦＯＳ 导致 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞凋亡ꎻ紫外和荧光分光光度法结果显示

ＰＦＯＳ 引起 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞中 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 水平下降ꎬ与对照组相比ꎬ最高剂量组 ＰＦＯＳ 引起 ＧＳＨ 含量从 ８. ００±
０.１２ ｎｍｏｌ / ｍｇ蛋白降至 ５.８９±０.９０ ｎｍｏｌ / ｍｇ 蛋白ꎻ同时引起总活性氧(ＲＯＳ)和丙二醛(ＭＤＡ)水平上升ꎬ与对照组相

比ꎬ最高剂量组 ＰＦＯＳ 引起 ＭＤＡ 含量从 １.９２±０.１７ ｎｍｏｌ / ｍｇ 蛋白显著上升至 ６.９５±０.２６ ｎｍｏｌ / ｍｇ 蛋白ꎮ 　 结论　
ＰＦＯＳ 可能通过对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞产生氧化应激损伤从而对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞产生毒性效应ꎮ

关键词:　 全氟辛烷磺酸钾盐ꎻ　 成人神经母瘤细胞ꎻ　 氧化应激ꎻ　 凋亡
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Ｔｈｅ Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ Ｃｅｌｌｓ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＰＦＯＳ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ＱＵＡＮ ＸｉａｏｑｉｎꎬＬＩ ＷｕꎬＺＥＮＧ Ｈｕａｉｃａｉ

( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ＨｅａｌｔｈꎬＳｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈꎬ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＨｅｎｇｙａｎｇꎬＨｕｎａｎ ４２１００１ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＦＯＳ ｏｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓꎬｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＤＭＳＯ) ａｎｄ ｔｈｅ ＰＦＯＳ ｇｒｏｕｐｓ (１ꎬ１０ꎬ５０ꎬ１００ꎬ１５０ꎬ２００ μｍｏｌ /
Ｌ).Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ꎬｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘ￣
ｉｎ￣Ｖ ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔａｉｎｉｎｇꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＦＯＳ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄｓ.　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＦＯＳ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌ ｖｉａ￣
ｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ.Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ａｆｔｅｒ ＰＦＯＳ ｅｘｐｏｓｕｒｅ
４８ ｈꎻＴｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＵＶ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＦＯＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
(ＳＯＤ) ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ (ＧＳＨ) ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＰＦＯＳ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ＧＳＨ ｆｒｏｍ ８±０.１２ ｎｍｏｌ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ５.８９±０.９ ｎｍｏｌ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ.Ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ａｎｄ ｍａ￣
ｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ＰＦＯＳ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＭＤＡ ｆｒｏｍ １.９２±
０􀆰 １７ ｎｍｏｌ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ６.９５±０.２６ ｎｍｏｌ / ｍｇ ｐｒｏｔｅｉｎ.　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＰＦＯＳ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ
ｃｅｌｌｓꎬｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＰＦＯＳ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＰＦＯＳꎻ　 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ ｃｅｌｌｓꎻ　 ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ　 ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 全氟辛烷磺酸盐 ( Ｐｅｒｆｌｕｏｒｏｏｃｔａｎｅ Ｓｕｌｆｏｎａｔｅｓꎬ
ＰＦＯＳ)是近十年出现具有环境持久性有机污染物ꎬ因
其疏水疏油的特殊性质而被广泛的应用于工业、农业

和日常生活的各种材料如润湿剂、抗腐蚀制剂、泡沫
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灭火剂以及皮革、造纸、服装等产品中[１￣２]ꎮ 研究表明

ＰＦＯＳ 不但存在于水体、空气、食品和乳汁等多种环境

介质中ꎬ而且也存在于野生动物和人体内[３￣４]ꎮ ＰＦＯＳ
在职业暴露人群和非职业人群血液中的平均含量分

别是 ３３.４６ ｎｇ / ｍＬ 和３４.１６ ｎｇ / ｍＬ[５]ꎮ 由于 ＰＦＯＳ 在

人体通过与血清白蛋白牢固结合并且半衰期长达 ５.４
年[６]ꎬ远大于 ＰＦＯＳ 在 大 鼠 体 内 的 半 衰 期 ( １００
天) [７]ꎬ所以其对人体的健康效应备受关注ꎮ 研究报

道 ＰＦＯＳ 能够通过血脑屏障[８]和胎盘屏障[９]ꎬ故发育

中的神经系统容易受到 ＰＦＯＳ 暴露ꎮ ＰＦＯＳ 在人体内

主要蓄积在肝脏、血液和大脑ꎬ并且在大脑中的蓄积

浓度也可达到血液中 ＰＦＯＳ 浓度的 ３２％[１０]ꎬ因此ꎬ关
于 ＰＦＯＳ 的神经系统毒性备受关注ꎮ

Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ 等[１１]用 ＰＦＯＳ 处理 １０ 天龄新生小鼠

后ꎬ成年小鼠的认知和行为功能受到了影响ꎬ说明

ＰＦＯＳ 致新生小鼠学习记忆行为的损伤具有持续性ꎮ
Ｃｈａｎｇ 和王玉等[１０ꎬ１２] 报道ꎬ产前和泌乳期暴露 ＰＦＯＳ
导致了子代大鼠的运动增加和认知功能的损伤ꎮ 总

之ꎬＰＦＯＳ 能导致实验动物活动增加、记忆功能和认知

能力损伤等神经毒性ꎮ 但是目前对 ＰＦＯＳ 引起神经

毒性的潜在机制尚不清楚ꎮ 本研究用 ＰＦＯＳ 处理 ＳＨ￣
ＳＹ５Ｙ 细胞后检测氧化应激损伤相关指标变化来探讨

其可能的神经毒性机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料　 　 人源神经母瘤细胞(ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ)购自

中国科学院上海细胞库ꎮ ＰＦＯＳ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎬ溶于二甲基亚砜(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ＳｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)中ꎬ
配置成 ２００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的储存液ꎬ再用 ＤＭＳＯ 分别稀释

成 １５０、１００、５０、１０、１ ｍｍｏｌ / Ｌ 储存液ꎮ 实验中 ＰＦＯＳ
剂量设置为 ２００、 １５０、 １００、 ５０、 １０、 １ μｍｏｌ / Ｌ 和

ＤＭＳＯ(对照组)ꎮ
１.２　 细胞培养和染毒　 　 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞生长于含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中(内含终浓度为

１００ Ｕ / ｍＬ 的青霉素和 １００ μｇ / ｍＬ 的链霉素)ꎬ于
３７ ℃恒温、ＣＯ２ 浓度为 ５％的细胞培养箱中培养ꎬ待
细胞处于对数生长期并生长至 ６０％融合度时ꎬ开始

染毒ꎮ 染毒时间为 ２４ ｈ 和 ４８ ｈꎮ
１.３　 主要仪器与试剂　 　 细胞培养箱ꎬ荧光倒置显

微镜ꎬＥＬＸ￣８００ 酶标仪ꎬＣＣＫ８ 细胞活性检测试剂ꎬ
ＡＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒ꎬ总谷胱甘肽

检测试剂盒ꎬ脂质氧化产物(ＭａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)

检测试剂盒ꎬ总 ＳＯＤ 活性检测试剂盒(ＷＳＴ￣８ 法)ꎬ
活性氧检测试剂盒ꎮ
１.４　 细胞活性检测和细胞凋亡检测 　 　 细胞活性

检测:细胞活性检测采用 ＣＣＫ８ 法ꎮ 将 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细

胞接种于 ９６ 孔板ꎬ每组设 ５ 个复孔ꎬ接种密度为

５.０×１０３ 个 /孔ꎬ 经培养、 染毒等步骤后ꎬ 酶标仪

４５０ ｎｍ波长处检测吸光度值ꎬ细胞活性计算公式

为:细胞活性(％)＝ [Ａ(加药)￣Ａ(空白)] / [Ａ(对
照)￣Ａ(空白)] ×１００％ꎻＡ(加药):具有细胞、ＣＣＫ８
溶液和毒物溶液的孔的吸光度ꎻＡ(空白):具有培养

基和 ＣＣＫ８ 溶液而没有细胞的孔的吸光度ꎻＡ(对
照):具有细胞、ＣＣＫ８ 溶液而没有毒物溶液的孔的

吸光度ꎮ 细胞凋亡检测:将 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞接种于 ６
孔板ꎬ接种密度为 ２×１０４ 个 / ｍＬꎬ待细胞贴壁并长至

５０％融合度时开始染毒ꎬ染毒 ４８ ｈ 后ꎬ１×ＰＢＳ 洗涤

２~３ 遍ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化 １~２ ｍｉｎ(消化时间

不要过长ꎬ以免引起假阳性)ꎬ用无血清培养基吹打

至悬液ꎬ室温离心收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤细胞两次ꎬ
按照凋亡试剂盒说明书进行操作ꎮ 将细胞重悬

Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ ５００ μＬꎬ加入５ μＬ ＡＶ￣ＦＩＴＣ 混匀后再

加入 ５ μＬ 碘化丙啶(ＰＩ)ꎬ轻轻混匀ꎬ温室避光反应

１０ ｍｉｎꎬ在 １ ｈ 内经流式细胞仪器检测ꎮ
１.５　 氧化应激相关指标检测　 　 细胞总活性氧(Ｒｅ￣
ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)、总超氧化物歧化酶(Ｓｕ￣
ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)活性、丙二醛(ＭＤＡ)含量和

细胞中总谷胱甘肽(ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＨ)含量的测定严

格按照试剂盒说明书提供的操作步骤进行测定ꎮ
１.６　 统计学分析 　 　 本研究所有数据采用 ＳＰＳＳ
１７.０ 软件进行统计学处理ꎬ得到的数值均以 ｘ±ｓ 表
示ꎬ组间比较采用单因素方差分析ꎬ同时对 ＰＦＯＳ 染

毒浓度和染毒时间对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活性的影响进

行双因素方差分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＰＦＯＳ 暴露对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活性和细胞形态的

影响　 　 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞暴露于不同的 ＰＦＯＳ 剂量组

和 ＤＭＳＯ(对照组)２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬ相对于对照组ꎬ
ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞分别在 ５０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ 剂量

组出现细胞活性显著降低(图 １Ａ)ꎻ同时将 ＰＦＯＳ 处

理时间和 ＰＦＯＳ 处理浓度对 ＳＨ￣ＳＹ５Ｙ 细胞活性的影

响进行双因素方差分析ꎬ发现 ＰＦＯＳ 处理浓度(Ｆ ＝
１０􀆰 ６９ꎬＰ<０.０５)和 ＰＦＯＳ 处理时间(Ｆ＝ ６􀆰 ９６ꎬＰ<０.０５)

６９３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.４


