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藏药佐太和甲基汞对神经细胞Ｎｅｕｒｏ－２ａ毒性
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摘要：【目的】探索藏药佐太和甲基汞对神经细 胞 Ｎｅｕｒｏ－２ａ凋 亡 情 况 的 影 响 差 异．【方 法】用 磺 基 罗 丹 明Ｂ法

测定细胞存活率，ＨＥ染色观察细胞形态变化，流式细胞术检测细胞凋亡率，实时荧光定量ＰＣＲ检测凋亡相关基因

表达量的变化．【结果】与空白组相比，随着孵育时间的增加（６、１２、２４ｈ），佐太组（１．８３ｍｇ／Ｌ，含汞１ｍｇ／Ｌ）的细

胞存活率和细胞形态无显著变化，孵育１２ｈ时细胞凋亡率显著增 加，孵 育２４ｈ时 炎 症 因 子 基 因ＩＬ－６的 表 达 显 著

增加，对Ｃａｓｐａｓｅ家族基因和线粒体相关基因的表达影响无显著影响；而甲基汞组（１．２５ｍｇ／Ｌ，含汞１ｍｇ／Ｌ）的细

胞存活率由（９７．１±０．０８２）％降至（２６．３±０．０６９）％，细 胞 形 态 被 破 坏 程 度 逐 渐 加 剧，细 胞 凋 亡 率 随 孵 育 时 间 的 增

加而显著增加，且均高于佐太组，炎 症 因 子 基 因ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的 表 达 显 著 增 加，线 粒 体 凋 亡 相 关 基 因Ｂｃｌ－２

和Ｂａｘ的比值表达 降 低，Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和Ｃａｓｐａｓｅ－９ 基 因 的 表 达 增 加．【结 论】汞 含 量 相 同 时 藏 药 佐 太 对 神 经 细 胞

Ｎｅｕｒｏ－２ａ的毒性远小于甲基汞．

关键词：佐太；甲基汞；神经细胞；细胞凋亡

中图分类号：Ｒ２９　　　　文献标志码：Ａ　　　　　开放科学（资源服务）标识码（ＯＳＩＤ）：

文章编号：１００３－４３１５（２０２１）０１－００２９－０８

第一作者：夏政华，博士研究生，研究方向为药理学研究．Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｚｈｅｎｇｈｕａ１９９１＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：魏立新，博士，研究员，从事藏药药理学与毒理学研究．Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｘｗｅｉ＠ｎｗｉｐｂ．ｃａｓ．ｃｎ

基金项目：国家重点研发计划项 目（２０１８ＹＦＣ１７０８００６）；青 海 省 重 点 实 验 室 专 项 （２０１７－ＺＪ－Ｙ０８）；中 国 科 学 院 国 际 合 作 局 对 外 合 作 重 点 项 目

（１５３６３１ＫＹＳＢ２０１６０００４）．

收稿日期：２０２０－０３－２０；修回日期：２０２０－０５－１４

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｔｉｂｅｔａｎ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｙｌ　ｍｅｒｃｕｒｙ
ｏｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａｃｅｌｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＸＩＡ　Ｚｈｅｎｇｈｕａ１，２，３，ＬＩ　Ｃｅｎ１，３，ＢＩ　Ｈｏｎｇｔａｏ１，３，ＧＥＮＧ　Ｌｕｊｉｎｇ１，２，３，ＤＵ　Ｙｕｚｈｉ　１，３，ＷＥＩ　Ｌｉｘｉｎ１，３

（１．Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｔｉｂｅｔａｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐｌａｔｅａｕ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｘｉｎｉｎｇ　８１０００８，Ｃｈｉｎａ；２．Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ　１０００４９，Ｃｈｉｎａ；

３．Ｑｉｎｇｈａｉ　Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ　Ｋｅｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｔｉｂｅｔａｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ

Ｓａｆｅｔｙ　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，Ｘｉｎｉｎｇ　８１０００８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：【Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ】Ｔｏ　ｅｘｐｌｏｒｅ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｔｉｂｅｔａｎ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｙｌ　ｍｅｒｃｕｒｙ

ｏｎ　ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏ－２ａｃｅｌｌｓ．【Ｍｅｔｈｏｄ】Ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｗａｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ＳＲＢ　ｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅ　ｈａｅｍａ－

ｔｏｘｙｌｉｎ　ａｎｄ　ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｏｂｓｅｒｖｅ　ｔｈｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏ－２ａｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ｗａｓ　ｄｅ－

ｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　Ａｍｎｉｓ　Ｆｌｏｗ　Ｓｉｇｈｔ　Ｓｙｓｔｅｍ．Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｅｘａｍｉｎｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－

ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ．【Ｒｅｓｕｌｔ】Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｏｆ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ（６，１２，



甘 肃 农 业 大 学 学 报 ２０２１年

２４ｈ），ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｗｅｒｅ　ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　Ｚｕｏｔａｉ　ｇｒｏｕｐ（１．８３ｍｇ／Ｌ，

ｔｈｅ　ｍｅｒｃｕｒｙ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｗａｓ　１ｍｇ／Ｌ），ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　１２ｈ，ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　ＩＬ－６ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　Ｚｕｏｔａｉ　ｇｒｏｕｐ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　２４

ｈ，ａｎｄ　ｔｈｅｒｅ　ｗｅｒｅ　ｎｏ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｓｐａｓｅ　ｆａｍｉｌｙ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ－ｒｅ－

ｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ．Ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＭｅＨｇＣｌ　ｇｒｏｕｐ（１．２５ｍｇ／Ｌ，ｔｈｅ　ｍｅｒｃｕｒｙ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｗａｓ　１ｍｇ／Ｌ）ｗａｓ　ｄｅ－

ｃｒｅａｓｅｄ　ｆｒｏｍ（９７．１±０．０８２）％ｔｏ（２６．３±０．０６９）％，ｔｈｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｗａｓ　ｇｒａｄｕａｌｌｙ　ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ　ｄａｍａｇｅｄ，ａｎｄ

ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ＭｅＨｇＣｌ　ｇｒｏｕｐ　ｗａｓ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｏｆ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ，ｗｈｉｃｈ　ｗｅｒｅ　ｈｉｇｈｅｒ

ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｇｅｎｅｓ　ＩＬ－６，ＩＬ－１βａｎｄ　ＴＮＦ－αｗａｓ　ｓｉｇ－

ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ＭｅＨｇＣｌ　ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ　ｒａｔｉｏ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｂｃｌ－２ａｎｄ

Ｂａｘ　ｗａｓ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃａｓｐａｓｅ　ｆａｍｉｌｙ　ｇｅｎｅｓ　Ｃａｓｐａｓｅ－３ａｎｄ　Ｃａｓｐａｓｅ－９．
【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】Ｔｈｅ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｉｂｅｔａｎ　Ｚｕｏｔａｉ　ｔｏ　Ｎｅｕｒｏ－２ａｉｓ　ｍｕｃｈ　ｌｅｓｓ　ｔｈａｎ　ｔｈａｔ　ｏｆ　ｍｅｔｈｙｌ　ｍｅｒｃｕｒｙ　ａｔ　ｓａｍｅ

ｍｅｒｃｕｒｙ　ｃｏｎｔｅｎｔ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：Ｚｕｏｔａｉ；ＭｅＨｇ；ｎｅｒｖｅ　ｃｅｌｌ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　佐太是水银等原料经炮制后制成的矿物药［１－２］，

藏医认为 将 其 加 入 到 药 物 中 具 有“减 毒 增 效”的 功

能［３］，在治疗中风、神经系统疾病、肝胆胃肠 疾 病 和

肿瘤等方面具有独特的功效［４］，然而，由于近年来环

境中的汞污染受到人们的持续关注，尤其是甲基汞

极易 透 过 血 脑 屏 障 对 神 经 系 统 造 成 不 可 逆 转 损

伤［５］，造成“汞化合物等于神经毒物”的认知，引起人

们对含汞藏药的恐慌，极大限制了含佐太藏药的临

床应用．

尽管现代理 化 分 析 表 明 佐 太 中 约 含５４．５％的

β－ＨｇＳ，这些β－ＨｇＳ是 微 粒 直 径 约 为２００～７００ｎｍ

的纳米药物［６－７］，并且通过对含佐太药物使用的临床

监测和动物试验，已初步证实该药对人体肝肾功能

是安全的，肝肾等代谢器官中的汞蓄积对试验动物

无明显毒副 作 用［８－１０］．此 外，临 床 应 用 表 明，含 佐 太

的 药 物 能 治 疗 神 经 系 统 类 疾 病，如 阿 尔 茨 海 默

症［１１］，而且前期研究发现佐太对抑郁模型小鼠的抑

郁状态具有良好的改善作用［１２］，这些研究结果均提

示佐太的药理活性作用部位可能是神经系统．但是，

目前对佐太和甲基汞的毒性差异研究主要集中在肝

肾毒性、药物 代 谢 酶、药 物 转 运 体 基 因 的 表 达 等 方

面［１３－１５］，缺乏在神经毒性差异方面的研究，无法消除

人们对含佐太藏药治疗神经系统类疾病的质疑．

为 了 探 究 佐 太 和 甲 基 汞 对 神 经 细 胞 的 毒 性 区

别，进一步提供佐太用药的安全性依据，本研究选用

小鼠神经瘤母细胞Ｎｅｕｒｏ－２ａ，通过测定用药后细胞

存活率、细胞形态、细胞凋亡率、凋亡基因的表达等

指标，以期能系统地评价佐太和甲基汞对神经细胞

Ｎｅｕｒｏ－２ａ凋亡的影响差异．

１　仪器与材料

１．１　药物

佐太（西藏藏医院藏药厂）；ＭｅＨｇ（美国Ｓｉｇｍａ

公司）；小鼠脑神经瘤母细胞Ｎｅｕｒｏ－２ａ（中国科学院

细胞库）．

１．２　仪器

奥林巴斯荧光倒置显微镜（奥林巴斯公司）；多

功能酶标仪（珀金埃尔默企业管理上海有限公司）；

ＦｌｏｗＳｉｇｈｔ流式细胞仪（美国默克公司）；ＥＴＣ８１１基

因扩增仪（苏 州 东 胜 兴 业 科 学 仪 器 有 限 公 司）；Ｖｉ－

ｉＡＴＭ７实时荧光定量ＰＣＲ仪（赛默飞世尔科技中国

有限公司）．

１．３　主要试剂

磺基罗 丹 明 Ｂ（ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ，ＳＲＢ）（美 国

Ｓｉｇｍａ公司）；苏木 素 伊 红 染 色 试 剂 盒（中 国 碧 云 天

生物技术有限公司）；细胞凋亡检测试剂盒（中国碧

云天生物技术有限公司）；逆转录试剂盒、荧光定量

试剂盒（大连Ｔａｋａｒａ公司）．

２　试验方法

２．１　细胞培养

将Ｎｅｕｒｏ－２ａ细 胞 培 养 于 含１０％胎 牛 血 清 和

０３
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１％青 霉 素－链 霉 素 溶 液 （１００×）的 ＭＥＭ 培 养 液

中，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，取对数生长

期的Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞用０．２５％ 胰 酶－ＥＤＴＡ 消 化 传

代，胰酶消化２～３ｍｉｎ后收集细胞，８　０００个／孔接

种于９６孔 板 或２５万／孔 接 种 于６孔 板，培 养２４ｈ
后进行后续试验步骤．

２．２　分组和给药

试验 分 组 为：空 白 对 照 组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），佐 太 组

（Ｚｕｏｔａｉ，１．８３ｍｇ／Ｌ，含汞１ｍｇ／Ｌ），甲基汞组（Ｍｅ－

ＨｇＣｌ，１．２５ｍｇ／Ｌ，含汞１ｍｇ／Ｌ），给药后培养时间

分别为６、１２、２４ｈ，培养结束后进行细胞存活率、细

胞形态、凋亡率、凋亡基因表达的检测．试验药物的

配制液均为ＰＢＳ，佐太组为悬浮液给药［１６］．

２．３　细胞存活率

采 用 磺 基 罗 丹 明 Ｂ 法 （ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ，

ＳＲＢ）法检测 细 胞 存 活 率，相 比 于 传 统 的 ＭＴＴ法，

ＳＲＢ法 不 仅 具 有 操 作 简 便、灵 敏 的 特 点，而 且 测 量

结果不受时间影响［１７］．按照２．１方法在细胞培养结

束后，倒掉细 胞 培 养 液 后 每 孔 加 入１００μＬ预 冷 的

１０％ ＴＣＡ，４ ℃固 定 后 纯 水 清 洗５次，每 孔 加 入

１００μＬ　ＳＲＢ作用２０ｍｉｎ，１％ 冰乙酸冲洗５次后干

燥，加入１５０μＬ／孔Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），置于振

板器２０ｍｉｎ，酶标仪５６０ｎｍ测定ＯＤ值．按照下式

计算细胞存活率．
细胞存活率（％）＝（给药组ＯＤ值／空白对照组ＯＤ值）×１００％

２．４　细胞形态

按照２．１方 法 在 细 胞 培 养 结 束 后，６孔 板 中 取

出细胞 爬 片，ＰＢＳ漂 洗３次，９５％的 乙 醇 固 定２０

ｍｉｎ后苏木素染色１０ｍｉｎ，自来水冲洗１０ｍｉｎ去除

多余染色液，伊红染色３０～１２０ｓ，７０％乙醇、８０％乙

醇、９０％乙醇、无水乙醇梯度脱水，中性树脂封片后

进行细胞形态观察．

２．５　细胞凋亡率

使用ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和ＰＩ双染法检测药物细

胞孵育后的凋亡情况［１８－１９］．按照２．１方法在细胞培

养结束后，ＰＢＳ洗 涤 细 胞 一 次，消 化 后 收 集 细 胞 于

１　０００　ｇ离心５ｍｉｎ，弃 上 清ＰＢＳ重 悬 后 计 数，取１０

万细胞１　０００　ｇ离 心５ｍｉｎ，弃 上 清 后 加 入１９５μＬ

Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ结合液重悬细胞，加入５μＬ　Ａｎ－

ｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ、０μＬ碘化丙啶（ＰＩ）混匀，室温避光

孵育１５ｍｉｎ后流式细胞仪检测凋亡情况．

２．６　凋亡基因、炎症因子基因检测

按照２．１方法在细胞培养结束后弃去培养液，

１ｍＬ／孔的ＴＲＩｚｏｌ提 取 ＲＮＡ，使 用 逆 转 录 试 剂 盒

合成ｃＤＮＡ，使用目标引物扩增ｃＤＮＡ后检测凋亡

基因、炎症因子基因的表达情况．引物序列见表１．
表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物列表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｆｏｒ　ＲＴ－ＰＣＲ

Ｇｅｎｅ　 Ｆｏｒｗａｒｄ（５′→３′） Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′→３′） Ａｃｃｅｓｓ

β－ａｃｔｉｎ　 ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ　 ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ Ｂ６６１３０２
（Ｓａｎｇｏｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ｃａｓｐａｓｅ－３ ＴＧＧＴＧＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＡＴＴＴ　 ＧＡＧＴＴＴＣＧＧＣＴＴＴＣＣＡＧＴＣＡ　 ＮＭ＿００１２８４４０９．１
Ｃａｓｐａｓｅ－７ ＡＴＴＴＴＡＧＧＧＧＡＧＡＣＣＧＡＴＧＣ　 ＣＣＧＴＧＧＡＧＴＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＧ　 ＮＭ＿００７６１１．２
Ｃａｓｐａｓｅ－９ ＣＣＡＣＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＴＣＡＡＣＡ　 ＴＣＧＴＴＣＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴ　 ＮＭ＿００１２７７９３２．１
Ｂａｋ　 ＴＣＴＣＣＴＧＧＧＣＴＴＴＧＧＣＴＡ　 ＡＴＣＴＧＧＣＧＡＴＧＴＡＡＴＧＡＴＧＣ　 ＮＭ＿００７５２３．３
Ｂａｘ　 ＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣ　 ＣＡＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＧＣ　 ＮＭ＿００７５２７．３
Ｂｃｌ－２ ＡＧＣＣＴＧＡＧＡＧＣＡＡＣＣＣＡＡＴ　 ＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧＴＣＡＴＣＣ　 ＮＭ＿００９７４１．５

ｐ５３ ＧＣＧＴＡＡＡＣＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＧＴ　 ＡＡＧＧＣＴＴＧＧＡＡＧＧＣＴＣＴＡＧＧ　 ＮＭ＿００１１２７２３３．１
ＴＮＦ－ａ　 ＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＴＣＡＡＡＧＡＣ　 ＧＴＧＧＧＴＧＡＧＧＡＧＣＡＣＧＴＡＧＴ　 ＮＭ＿００１２７８６０１．１
ＩＬ－６ ＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧ　 ＣＡＧＡＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣ　 ＮＭ＿００１３１４０５４．１
ＩＬ－１β ＧＣＴＧＣＴＴＣＣＡＡＡＣＣＴＴＴＧＡＣ　 ＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧＣＣＡＣＡＡＴ　 ＮＭ＿００８３６１．４

２．７　统计分析

使用软件ＳＰＳＳ　２１．０对数据进行统计分析，数

据表示方式为ｘ±ｓ，数据采用非参数检验Ｋｒｕｓｋａｌ－

Ｗａｌｌｉｓ　Ｈ　ｔｅｓｔ进 行 分 析 后 使 用 Ｍａｎｎ　Ｗｈｉｔｎｅｙ　Ｕ

ｔｅｓｔ成对比较，显著水平为α＝０．０５．

３　结果与分析

３．１　细胞存活率检测

与空白 组 相 比，随 着 孵 育 时 间 的 增 加（６、１２、

１３
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２４ｈ），佐 太 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为 （１００±

０．０３２）％、（９９．４±０．０３３）％、（９６．８±０．１０２）％，甲

基汞 组 的 细 胞 存 活 率 分 别 为（９７．１±０．０８２）％、

（６６．１±０．１４７）％、（２６．３±０．０６９）％ （图１），甲基汞

对于Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞存活率的影响远大于佐太．

３．２　细胞形态观察

ＨＥ染色表明，３个孵育时间下（６、１２、２　４ｈ），空

白组的Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞呈不规则多边形，细胞边界清

晰，形态良好（图２－Ａ、２－Ｄ、２－Ｇ）．与空白组相比，佐太

组的细胞形态未有明显变化（图２－Ｂ、２－Ｅ、２－Ｈ），而甲

基汞组的细胞逐渐固缩且出现絮状物，细胞形态受破

坏程度逐渐加剧（图２－Ｃ、２－Ｆ、２－Ｉ），佐太和甲基汞对

细胞形态的破坏性与细胞存活率的检测结果一致．

　　与空白组相比，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊＊＊ Ｐ ＜０．００１，＊＊ Ｐ ＜

０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

图１　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞存活率

的影响（ｎ＝６）

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆ　Ｎｅｕｒｏ－２ａ（ｎ＝６）

图２　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞形态的影响（ＨＥ染色，４００×）

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａｃｅｌｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（ＨＥ　ｓｔａｉｎｉｎｇ，４００×）

３．３　流式法检测细胞凋亡率

ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ和ＰＩ双 染 表 明，与 空 白 组 相

比，佐太组的细胞凋亡率在１２ｈ和２４ｈ显著增加，

而甲基汞组的细胞凋亡率随孵育时间的增加均极显

著增加，且均远高于佐太组．孵育６ｈ时甲基汞组的

凋亡率比佐太组高２４．５％；孵育１２ｈ时甲基汞组的

凋亡率为４６．９％，佐太组为１７．４％；孵育２４ｈ时甲

基汞组的凋亡率是佐太组的２．５２倍（图３－Ａ）．结果

与细胞存活率、细胞形态结果一致．图３－Ｂ是细胞仪

检测 细 胞 凋 亡 的 可 视 化 图，图４是 Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－

ＦＩＴＣ／ＰＩ法检测佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｕｏ－２ａ细胞凋

亡率影响的流式图．

３．４　Ｃａｓｐａｓｅ家族基因表达

ＲＴ－ＰＣＲ检 测 表 明，孵 育 时 间 为２４ｈ时，甲 基

汞组Ｃａｓｐａｓｅ－３基因表达量比空白组和佐太组分别

高２１．９％、２２．３％，Ｃａｓｐａｓｅ－９基因表达量比空白组

和佐太组分别高２３９％、２３２％（图５）．Ｃａｓｐａｓｅ家族

基因表达结果与细胞凋亡率并不完全一致，可能是

由于基因表达与表型的差异性所致，还需要 Ｗｅｓｔｅｎ

ｂｌｏｔ等方法进一步的检测．

２３
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　　与空白组相比，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

图３　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞凋亡率的影响 （ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｒａｔｅｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａ（ｎ＝３）

图４　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｕｏ－２ａ细胞凋亡率影响的流式图（Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ法）

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｆｌｏｗ　ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｎｅｕｒｕｏ－２ａｃｅｌｌ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ）

３３
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　　与空白组相比，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

图５　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞Ｃａｓｐａｓｅ家族基因表达的影响（ｎ＝９）

Ｆｉｇｕｒｅ　５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｃａｓｐａｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａ（ｎ＝９）

３．５　线粒体相关凋亡基因表达

ＲＴ－ＰＣＲ检测表明，随着孵育时间的增加，佐太

组Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的比值 并 未 有 明 显 变 化，而 甲 基 汞 组

Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的 比 值 分 别 为 ８６．９％（６ｈ）、６０．８％
（１２ｈ）、４８．５％（２４ｈ），说 明 细 胞 趋 于 凋 亡 状 态

（图６）．

　　与空白组相比，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

图６　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞线粒体凋亡相关基因表达的影响（ｎ＝９）

Ｆｉｇｕｒｅ　６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ

ｉｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａ（ｎ＝９）

３．６　炎症因子相关基因表达

ＲＴ－ＰＣＲ检测表明，与空白组相比，佐太组在孵

育时间为６ｈ和１２ｈ时炎症因子的表达并未有明

显变 化，但 是 随 着 孵 育 时 间 增 加 至２４ｈ，ＩＬ－６ 和

ＴＮＦ－α分别增加了１１．３倍和１．６１倍．甲基汞组在

孵育的３个 时 间 点，ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的 表 达 均

显著增加，如 在２ｈ时ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的 表 达

分别 增 加 了１３８倍、３３．５倍、２１８倍．虽 然 甲 基 汞 和

佐太均能引起炎症因子基因表达的增加，但是甲基

汞的影响远远大于佐太组．

４　讨论

为了探究藏 药 佐 太 和 甲 基 汞 对 神 经 细 胞 Ｎｅｕ－

ｒｏ２ａ凋亡情况的影响差异，采用ＳＲＢ法测定细胞存

活率、ＨＥ染色观察细胞形态、流式细胞术检测细胞

凋 亡 率，实 时 荧 光 定 量ＰＣＲ检 测Ｃａｓｐａｓｅ家 族 基

　　与空白组相比，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，＊＊＊Ｐ＜０．００１，＊＊Ｐ＜０．０１，＊Ｐ＜０．０５．

图７　佐太和甲基汞对Ｎｅｕｒｏ－２ａ细胞炎症因子基因表达的影响（ｎ＝９）

Ｆｉｇｕｒｅ　７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｚｕｏｔａｉ　ａｎｄ　ＭｅＨｇＣｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏ－２ａ（ｎ＝９）

４３



第１期 夏政华等：藏药佐太和甲基汞对神经细胞Ｎｅｕｒｏ－２ａ毒性的差异比较

因、线粒体凋亡相关基因、炎症因子基因的表达，结

果发现在含汞量相同时，甲基汞对神经细胞Ｎｅｕｒｏ－

２ａ的凋亡影响远大于佐太．

通过测定细胞存活率，同时结合细胞形态学观

察和细胞凋亡率的检测，发现随着孵育时间的增加，

甲基汞组的细胞存活率逐渐降低，细胞形态受到严

重破坏，而佐太组细胞的存活率并无明显变化，形态

也未产生明显改变．甲基汞组的细胞凋亡率随孵育

时间的增加而显著增加，且均高于佐太组，细胞凋亡

率的 变 化 与 细 胞 存 活 率 和 细 胞 形 态 学 的 差 异 性

一致．

Ｃａｓｐａｓｅ家族在细胞凋亡的分子网络中处于核

心地位［２０］，是多 条 凋 亡 通 路 的 汇 聚 点，是 执 行 凋 亡

的最终途径，检 测Ｃａｓｐａｓｅ家 族 基 因 的 表 达 可 以 进

一步表明细胞的凋亡状态［２１］．ＲＴ－ＰＣＲ检测结果显

著，甲 基 汞 组 的 Ｃａｓｐａｓｅ家 族 基 因 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 和

Ｃａｓｐａｓｅ－９基因表达增加，佐太对Ｃａｓｐａｓｅ家族基因

的表达无显著影响．细胞的凋亡通路会还受到多种

基因和蛋白的调控，如线粒体凋亡通路，而线粒体凋

亡通路中的Ｂｃ１－２家族的基因表达和调节是影响细

胞凋 亡 的 重 要 因 素 之 一［２２］，Ｂｃｌ－２家 族 中 的 促 凋 亡

成员（如Ｂａｘ、Ｂａｋ）和抑凋亡成员（如Ｂｃｌ－２）通 过 相

互作用影响细 胞 的 凋 亡 状 态，其 中Ｂｃｌ－２与Ｂａｘ的

比值变化是调节细胞凋亡状态的关键因素［２３］．ＲＴ－

ＰＣＲ结果表明甲基汞组的Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ比值随孵育时

间的增加而降低，表明细胞趋于凋亡状态，而佐太组

的Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ比值并 未 有 明 显 变 化．前 期 研 究 发 现

佐太和甲基汞结合蛋白能够分别影响肥大细胞和神

经细胞炎症因子的释放［２４－２５］，因此检测炎症因子相

关基 因ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α的 表 达，ＲＴ－ＰＣＲ结 果

显示甲基 汞 组 在 孵 育 的３个 时 间 点，ＩＬ－６、ＩＬ－１β、

ＴＮＦ－α的表达均极显著增加，佐太虽然也能引起炎

症因子基因表达的增加，但远低于甲基汞．

以上试验结果表明不同孵育时间下，甲基汞均

可以通过增加Ｃａｓｐａｓｅ家族基因和炎症因子基因表

达，改变线粒体凋亡基因的表达比例来加剧神经细

胞Ｎｅｕｒｏ－２ａ的凋亡 状 态，使 得 细 胞 存 活 率 降 低，细

胞凋亡率增加，改变细胞的正常形态，而等汞含量的

佐太对神经细胞 Ｎｅｕｒｏ－２ａ的 凋 亡 状 态 并 无 显 著 影

响，说明汞含量相同时藏药佐太对神经细胞Ｎｅｕｒｏ－

２ａ的毒性远小于甲基汞．推测造成这种影响差异的

决定性因素在于汞形态的不同，传统含汞药物中汞

的形态均为硫化汞，例如中药朱砂、印度药 Ｋａｊｊａｌｉ，

佐太中汞的形态为β－ＨｇＳ，与甲基汞相比在 溶 解 度

和肠道吸率等方面有显著差异［２６］．已有研究表明含

汞药物中汞的形态可能是决定其药效和毒性的关键

因素［２７］，而佐太中经过特殊炮制后存在的汞可能是

其药效学的基础［２８］．此外，由于佐太的颗粒性，在通

过体外细胞系培养探索其毒性和药理时，均采用悬

浮液给药方式［１６，２５］，本文中采用的是ＰＢＳ配制佐太

悬浮液，未考察汞溶出情况，在后续研究中应结合汞

溶出情况进一步深入探索．

通过以上探 究 证 实 藏 药 佐 太 对 神 经 细 胞 Ｎｅｕ－

ｒｏ－２ａ凋亡的影响远小于甲基汞，提示藏药佐太对神

经系统的毒性不能只考虑汞元素而应该充分考虑汞

的形态．本研究比较了藏药佐太和甲基汞在神经细

胞毒性方面的差异性，为佐太安全性用药和药效学

评价提供了新的依据．
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