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　　摘要:目的　研究单唾液酸神经节苷脂 (GM1)对2 , 5-己二酮 (2 , 5-HD)诱导 PC12 细胞凋亡的保护作用 , 并探讨

其作用机制。方法　以 PC12 细胞为神经元的细胞模型 , 2 , 5-HD、 GM 1及磷脂酰肌醇 3-激酶 (PI3-K)抑制剂 LY294002

单独或联合处理细胞 , MTT 法检测细胞存活率 , Giemsa染色法观察细胞形态 , 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA断裂 , 流式细

胞术 (FCM)检测细胞凋亡率 , 免疫印迹检测蛋白激酶 B (Akt)和磷酸化-Akt (P-Akt)蛋白的表达。结果　GM 1可以有

效地改善凋亡引起的细胞形态学改变 , 提高细胞存活率 (P<0.05), 最高可提高36.35%;降低 DNA断裂程度 , 减少凋

亡率 (P<0.001), 最明显可降低 69.36%。 GM1 能够促进 Akt 磷酸化 , LY294002 可以阻断这种作用。 结论　GM1 对

2 , 5-HD诱导的 PC12细胞凋亡有保护作用。该保护作用可能是通过启动PI3-K信号通路 ,激活Akt及其下游信号而产生的。
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Abstract:Objective To study the protective effect of monosialoganglioside (GM1) on apoptosis of PC12 cells induced by 2 , 5-

Hexanedione (2 , 5-HD)and the potential mechanism involved.Method As the experimental model of neurons , PC12 cells were exposed

to different concentrations of 2 , 5-HDwith or without GM1 and LY294002(inhibitor of PI3-K).Cell viability was determined by MTT as-

say;morphological changes were observed by Giemsa method;DNA fragment was observed with agarose gel electrophoresis;apoptotic ratio

of PC12 cells was determined by flow cytometry (FCM);expressions of Akt and P-Akt were detected by immunoblotting .Result GM1 can

significantly ameliorate the morphological changes of PC12 cells induced by 2 , 5-HD , increase the cell viability(P <0.05 , increased about

36.35% almost), meanwhile , DNA fragments and apoptotic ratio decreased(P<0.001 , decreased nearly 69.36%).Immunoblotting

showed that GM1 could increase the expression of phospho-Akt , which might be blocked by LY294002.Conclusion GM1 shows protective

effect on apoptosis of PC12 cells induced by 2 , 5-HD , which may related to the activation of PI3-K/Akt pathway and its downriver events.
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　　正己烷作为一种有机溶剂 , 在我国仍广泛应用于

制鞋 、印刷等多个行业。长期接触低浓度正己烷而缺

乏有效防护的作业者 , 可发生正己烷中毒。研究表明

正己烷中毒主要是其代谢产物2 , 5-己二酮 (2 ,5-Hex-

anedione , 2 ,5-HD)所致[ 1] , 临床上主要表现为慢性

多发性感觉运动型周围神经病 。长时间接触正己烷与

帕金森病 (Parkinsons disease , PD)也有明显联系
[ 2]

。

不同因素引起的帕金森病最终都会出现黑质致密部多

巴胺能神经元的凋亡[ 3] , 并有研究表明 , 2 ,5-HD可

直接诱导神经以及非神经系统细胞出现凋亡[ 4 ,5] 。因

此抑制2 , 5-HD诱导的神经元凋亡是正己烷中毒的一

种有效治疗措施 。

单唾液酸神经节苷脂 (monosialoganglioside , GM1)

是神经系统必不可少的神经营养物质 , 动物和临床实

验表明GM1对于中枢神经系统以及外周神经系统损

伤具有一定的保护 、 修复作用[ 6 , 7] 。故推测 GM1可应

用于治疗正己烷中毒引起的外周神经损伤以及由正己

烷中毒引起的帕金森病 。本研究建立2 , 5-HD诱导的

PC12细胞凋亡模型 , 探讨GM1的保护作用及其可能

的作用机制。

1　材料与方法

1.1　试剂和仪器

2 ,5-HD(Sigma公司),GM1购自TRB Pharma S.A公
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司 ,LY294002 购自 Promega 公司 ,兔抗鼠单克隆 Akt抗

体 、兔抗鼠单克隆磷酸化Akt抗体(Ser473)购自 Cell Sig-

naling公司 。酶联免疫检测仪(华东电子管厂),XSZD倒

置相差显微镜(重庆光学仪器厂),Bio-1D型凝胶成像系

统(法国VL),EPICS ALTRA-Ⅱ型流式细胞仪(美国 Beck-

man),电泳槽 、电泳仪 、电转印槽(美国 Bio-Rad)。

1.2　细胞培养及处理

高分化PC12细胞 (购自中科院上海细胞生物所)

常规培养 , 选取指数生长期细胞以 1 ×105/ml 的密

度 , 分别接种于 96孔板 (100 μl/孔)作MTT 检测和

24孔板 (800 μl/孔)作形态学观察;以 2×10
5
/ml的

密度 , 接种于 60 mm培养皿 (3 ml/皿), 作琼脂糖凝

胶电泳 、 流式细胞仪和免疫印迹检测。接种的细胞常

规培养 24 h 后随机分组如下:(1)正常对照组 , 于

正常培养液 (含 10%胎牛血清 、 5%马血清 、 10 000

U/L青霉素及10 000 μg/L 链霉素的 RPMI 1640 培养

基)培养;(2)HD组 , 以 5 、 10 、 20 、 30和 40 mmol/L

2 ,5-HD处理48 h;(3)GM1+HD组 , 以25 、 50 、 75 、

100 μmol/L GM1 预处理细胞 24 h 后加入20 mmol/L

2 ,5-HD 继续共培养 48 h;(4)GM1组 , 以 25 、 50 、

100 μmol/L GM1 处理细胞 30 min;(5)LY294002 +

GM1组 , 以 50 μmol/L LY294002 处理细胞 5 min 后 ,

再以 25 、 50 、 100 μmol/L GM1处理细胞 30 min。各处

理组均为含血清的 RPMI 1640培养液 。

1.3　MTT法检测细胞存活率

细胞如前述分组处理毕 , 每孔加入 5 g/L MTT 20

μl , 37℃孵育 4 h , 弃上清 , 每孔加入 DMSO 100μl ,

37℃孵育 30 min , 酶联免疫检测仪测 570 nm吸光度 ,

细胞存活率=处理组 A570/对照组 A570 ×100%。

1.4　Giemsa染色观察细胞形态

如前述处理细胞后 , 弃培养液 , 室温晾干 , 无水

甲醇固定 5 min , Giemsa 染液染色 10 min , 流水冲洗

后干燥 , 置倒置显微镜下观察细胞形态并照相。

1.5　DNA琼脂糖凝胶电泳

收集处理好的细胞 ,4 ℃1 000 r/min离心10 min ,

去上清 , 加入 20 μl 细胞裂解液(20 mmol/L EDTA ,

100 mmol/L Tris ,pH 8.0 ,0.8 %SDS),10 μl RNase酶(10

g/L),37℃水浴 90 min ,加入10 μl蛋白酶 K(20 g/L),

55℃水浴过夜后 ,取 20 μl样品加入适量上样缓冲液 ,

经2 %琼脂糖凝胶电泳(电压 40 V)10 h ,EB染色后 ,凝

胶成像系统观察并照相。

1.6　FCM 检测细胞凋亡率

收集处理好的细胞 , 70%乙醇 4℃固定 24 h ,

1 000 r/min离心 10 min , 弃乙醇 , PBS 洗 2次 , 加入

200 μl的 RNase 酶 (0.5 g/L), 37 ℃水浴 30 min , 再

加入 800 μl的碘化丙锭染液(100 mg/L PI , 9 g/L NaCl ,

1%Triton X-100(V/ V),4 ℃避光放置30 min后流式细

胞仪检测 。

1.7　免疫印迹

参照文献 [ 7] , 处理的细胞以预冷 PBS洗 3次 ,

加入裂解缓冲液 (200 μl/10
6
细胞), 冰浴 20 min ,

12 000 r/min离心 10 min , 收集上清 , 测定蛋白含量 ,

调整浓度一致后以 7.5%SDS-PAGE 电泳 , 每孔上样

30 μg。样品分离后转印至 NC膜 。转印后 NC膜置于

含5%BSA的 TBS-T缓冲液中室温封闭 1 h , TBS-T 漂

洗 , 加入一抗 (1∶1 000), 4 ℃孵育过夜 , TBS-T 漂

洗 , 加入辣根过氧化物酶标记的二抗 (1∶1 000)室

温孵育 1 h , TBS-T 漂洗后 NBT 显色 , 凝胶成像系统

扫描分析灰度值 。

1.8　统计学分析

每个实验至少重复 3次 , 实验数据以 x±s表示 ,

数据用 SPSS11.2软件的单因素方差分析和相关分析

进行统计学处理 , 取 P <0.05为差异有显著性。

2　结果

2.1　MTT法检测细胞存活率

HD处理组细胞存活率明显低于正常对照组 (P

<0.001), 且存活率随着2 ,5-HD浓度升高而下降 (r

=-0.994 , P<0.001), 见图 1。GM1 +HD组与 HD

组相比 , 细胞存活率升高 (P <0.05), 以 50 μmol/L

GM1组的细胞存活率最高(P<0.01),见图 2。

2.2　细胞形态学变化

Giemsa染色后相差显微镜下可见:正常对照组细

胞密度较大 , 胞体多呈梭形或多边形 , 有较长突起;

核多为圆形 , 大而饱满 。2 , 5-HD处理组细胞密度降

低 , 胞体变小 , 呈圆形或近圆形 , 突起变短或消失 ,

可见凋亡小体 , 核固缩 , 染色质边聚 , 呈半圆形 、新

月形或肾形。且随着处理浓度升高 , 细胞形态改变更

加明显 , 出现较多细胞碎片。GM1 预处理细胞 , 细

胞长出长短不等突起 , 细胞形态较 HD组完整 , 死亡

细胞 、细胞碎片减少 , 上述改变以 50 μmol/L GM1组

最明显。见图 3。

2.3　DNA琼脂糖凝胶电泳

正常对照组仅见离加样孔不远的基因组 DNA条

带。HD处理组 DNA出现片段化 , 是凋亡典型的生化

特征 ,电泳图上可见呈阶梯状的DNA断裂条带 ,且随着

2 ,5-HD浓度升高 ,断裂条带更加明显 。GM1+HD组和

HD组比较 ,DNA断裂条带减少 ,说明GM1可以抑制2 ,5-

HD诱导的DNA片段化的发生。见图4。
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与对照组比较 , ＊＊P <0.001

图 1　2 , 5-HD对 PC12 细胞存活率的影响

与 20 mmol/ L 2 , 5-HD组比较 , ＊＊P <0.001;与 25 、 75 、

100 μmol/ L GM1组比较#P<0.01

图 2　GM 1对2 , 5-HD染毒 PC12 细胞存活率的影响

A :对照;B～ D:10 、 20 、 40 mmol/ L 2 ,5-HD;E、 F :25 、 50 μmol/ L GM1

图 3　细胞形态变化(×400)

M :marker;1:对照;2～ 4:10 、 20 、 40 mmol/ L 2 , 5-HD;

5 、 6:25、 50 μmol/ L GM1+20 mmol/ L 2 ,5-HD

图 4　DNA琼脂糖凝胶电泳

2.4　FCM 检测细胞凋亡率

表1显示 , 2 , 5-HD 处理组在 G1峰之前出现明

显的 “亚 G1峰” , 此为典型的凋亡峰 。除 5 mmol/L

2 ,5-HD组外 , 2 , 5-HD处理组凋亡率均高于对照组

(P <0.001);并且2 , 5-HD 浓度升高 , 凋亡率升高

(r =0.968 , P<0.001)。GM1预处理细胞 , 与 HD组

相比细胞凋亡率下降 (P <0.001), 以50 μmol/L GM1

组凋亡率减低最明显 (P<0.001)。
表 1　PC12 细胞凋亡率 (x±s , n =6) %

组别 剂量 凋亡率

对照组 1.78±0.12

HD组 5 2.56±0.25

10 10.00±1.23＊

20 33.78±3.34＊

30 36.21±3.12＊

40 48.46±3.59＊

GM1(μmol/L)+HD(20 mmol/ L)组 25 20.67±1.68#

50 10.35±0.97#△

75 22.04±2.03#

100 26.57±3.24#

　　与对照组比 , ＊P <0.001;与 20mmol/ L HD组比#P <0.001;与

25 、 75 、 100 μmol/ L GM1+HD组比 , △P <0.001

2.5　PI3-K/Akt的表达水平以及 LY294002对 Akt磷

酸化的影响

GM1组细胞总 Akt水平和正常对照组基本相同 ,

但Akt的磷酸化水平随着 GM1浓度升高而增加 , 正

常对照组 P-Akt基本上不表达 (图 5)。以 PI3-K抑制

剂LY294002预处理细胞后 , 再以 GM1 处理 , P-Akt
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基本上未表达 , 提示 PI3-K抑制剂有效地阻断了 GM1

诱导的Akt磷酸化 (图 6)。

　1～ 3:25 、 50 、 100 μmol/ L GM1

　　图 5　GM1 对 Akt和 P-Akt表达影响

1～ 3:25 、 50 、 100 μmol/ L GM1;A :No LY294002;

B:Cells pretreated with 50 μmol/ L LY294002 for 5 min

图 6　LY294002对 GM1 诱导 P-Akt表达的影响

3　讨论

细胞凋亡是不同的内外环境刺激 , 激发凋亡信号

传导 , 激活细胞死亡基因而导致的一种主动性细胞死

亡过程。凋亡在包括帕金森病在内的许多神经系统疾

病中发挥重要的作用。研究表明 , 以低浓度2 , 5-HD

处理小鼠背根神经节细胞 , 细胞出现凋亡[ 4] ;在非神

经系统中也观察到2 ,5-HD诱导凋亡的作用
[ 5]

。表明

在正己烷中毒过程中凋亡同样发挥作用 , 故本研究建

立了2 , 5-HD诱导的 PC12细胞凋亡模型 。PC12细胞

具有神经分泌细胞的性质 , 分化的 PC12细胞具有神

经突起的表现 , 常作为神经元的细胞模型。实验结果

显示 , 2 , 5-HD可以诱导细胞凋亡。其中 20 mmol/L

2 ,5-HD作用 48 h 后细胞形态上表现出明显凋亡特

征 , 可见凋亡小体 , 核固缩;DNA 电泳呈 “阶梯

状” ;细胞存活率为 59.40%, 凋亡率为 33.78%, 具

有显著性 , 选择该条件应用于后续研究 。

GM1是维持神经元存活 、生长 、 分化和功能所

必需的神经营养物质 , 动物和临床实验表明 GM1对

于中枢神经系统以及外周神经系统损伤 , 包括脑血管

疾病 , 糖尿性 、 酒精性 、 尿毒性神经病具有一定的保

护 、修复作用 , 并且对于中枢神经系统退行性疾病 ,

包括帕金森病 、 老年性痴呆等都具有一定的改进生化

指标 、 改善症状 、 延缓疾病进展 , 保护神经元的作

用。但尚无其治疗正己烷中毒性周围神经病的临床及

体外实验报告。本实验研究了 GM1对于2 ,5-HD诱导

PC12凋亡的保护作用 。结果显示 , GM1对2 , 5-HD诱

导的 PC12凋亡有明显的抑制作用 , 提高了细胞存活

率 , 降低了凋亡率 , 50 μmol/L GM1组的细胞存活率

为81.02%, 凋亡率为 10.35%, 与HD组比较差异有

显著性;且 50 μmol/L GM1的保护作用最为明显 , 细

胞存活率最高 , 100 μmol/L 浓度组的细胞存活率较 50

μmol/L组反而下降。Bo Rum Ryu认为 GM1 只在凋亡

显著的情况下表现出保护作用 , 对激烈损伤引起的坏

死反而有害[ 9] 。故我们推测GM1高于 50 μmol/L后保

护作用趋于下降这可能是中毒过程中既出现了凋亡 、

又出现了坏死 , 浓度高于 50 μmol/L 时GM1对凋亡的

保护作用达到饱和 , 从而表现出对坏死的促进作用 ,

细胞生存率下降 , 因而GM1的用量不可过大。

对于 GM1 的神经保护机制 , 有观点认为 , GM1

插入细胞膜 , 并引起局部细胞膜成分改变 , 可促进酪

氨酸激酶受体(Trk)二聚化及随之活化
[ 10]

;促进神经

生长因子(NGF)活化 TrkA 受体;激活 PI3-K和丝裂原

活化蛋白激酶(MAPK),进一步活化 C 反应元件结合

蛋白(CREB)[ 11] 。为了研究 GM1对 PC12细胞2 ,5-HD

中毒的保护机制 , 检测了 Akt和 P-Akt的表达情况。

结果显示GM1 处理后 Akt的表达水平基本不变 , 但

促进了Akt磷酸化 , 提示Akt磷酸化可能在GM1保护

中毒 PC12细胞的过程中发挥作用。以 PI3-K 抑制剂

LY294002预处理 PC12细胞后再以 GM1处理 , 则几乎

检测不到 P-Akt 的表达 , 表明 GM1 可能通过活化

PI3-K后再激活 Akt , 即通过激活 PI3-K/Akt这条细胞

信号通路来保护 PC12细胞 , 减少细胞死亡。PI3-K在

细胞存活信号中扮演一重要的角色 , 可被许多因子激

化 , 引起Akt活化 ,抑制了促凋亡蛋白 Bad 、 Caspase-9

的活化 , 并诱导抗凋亡蛋白 Bcl-xl 、 Bcl-2的表达 , 从

而促进细胞存活
[ 12]

。结合以往研究 , 我们推测GM1的

保护作用机制可能通过活化Trk 受体 ,激活了 PI3-K/Akt

通路及其下游抗凋亡信号表达 ,促进细胞存活。
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·病例报告·
二溴氯丙烷作业女工宫颈上皮不典型增生 4例

Cervical epithelial atypical hyperplasia in dibromochloropropane exposed female workers:Report of four cases

战波 , 史懋功 , 李友好

(烟台市职业病防治院 , 山东 烟台　264025)

　　国内某氯碱厂于1976年 1月开始生产二溴氯丙烷 (DBCP)

乳剂 , 每年生产 500～ 700 t , 成品浓度为 80%～ 82%, 至 1982

年 7月停产。期间接触 DBCP 女工 20 名 , 均为操作工 , 工作

需要时常从事 DBCP分装与包装作业。1981 年我们对 DBCP 生

产车间各作业点进行了空气浓度测定 , 成品包装处浓度最高 ,

为20.00 mg/ m3;分装计量室次之 , 为 7.26 mg/m3 ;操作室 、

合成槽处均为 3.26 mg/m3。 20 名女工入厂时一般健康检查均

健康 , 但无妇科检查资料;其后 20 余年未作过健康检查。

2000年体检时发现宫颈上皮不典型增生 4 例 , 而同期进入该

厂不接触 DBCP的 112 名女工中未发现该病变。现将 4例宫颈

上皮不典型增生报告如下。

1　病例介绍

【例 1】女 , 51 岁 , 从事 DBCP生产 6 年 3个月。头晕 、 头

痛 、 失眠 、 乏力 20 余年 , 阴道分泌物增多 3 年余。 月经

16
3 ～ 4

30 ～ 35
量多 , 近 10 年月经间期逐渐延长至 50 余天。2000 年

6 月体检:双肺呼吸音清 , 无 音。心率 63次/min , 律齐。肝

脾肋下未及。妇科检查示:宫颈重 Ⅰ度糜烂 , 以子宫颈管内

糜烂为主 , 接触性出血。宫颈涂片细胞学检查 , 巴氏染色分

级为Ⅲ级细胞。宫颈活检示慢性宫颈炎伴鳞状上皮轻度不典

型增生。

【例 2】女 , 47 岁 , 从事 DBCP生产 6 年 2个月。头晕 、 乏

力 、 月经不调 20余年 , 阴道分泌物增多 4 年。月经经期不定 ,

量多 , 有血块 , 痛经。双肺呼吸音清 , 无 音。心率 60 次/

min , 律齐。肝脾肋下未及。 2000 年 6 月妇科检查示:宫颈Ⅲ

度糜烂 , 以子宫颈管内糜烂为主 , 接触性出血明显。宫颈涂

片细胞学检查 , 巴氏染色分级为 Ⅲ级细胞。宫颈活检示慢性

宫颈炎伴鳞状上皮轻度不典型增生。

【例 3】女 , 46 岁 , 从事 DBCP生产 6 年 6个月。头晕 、 失

眠 、 乏力 20 余年 , 阴道分泌物减少 3年余。月经 16
4 ～ 5

30
41 量

中 , 无痛经。双肺呼吸音清 , 无 音。心率 68 次/min , 律齐。

肝脾肋下未及。 2000 年 6月妇科检查示:宫颈肥大Ⅰ 度糜烂 ,

以子宫颈管内糜烂为主 , 轻度接触性出血。 宫颈涂片细胞学

检查 , 巴氏染色分级为Ⅳ级细胞。 宫颈活检示慢性宫颈炎伴

鳞状上皮中-重度不典型增生。

【例4】女 , 48 岁 , 从事 DBCP生产 6 年。头晕 、 乏力 、 睡

眠障碍 20 余年 , 阴道分泌物增多 5 年余。月经紊乱 , 经期 15

～ 70 d 不等 , 量多少不定 , 痛经 , 近几年加重。2000年 6 月体

检:双肺呼吸音清 , 无 音。心率 70 次/ min , 律齐。 肝脾肋

下未及。妇科检查示宫颈Ⅲ度糜烂 , 以子宫颈管内糜烂为主 ,

接触性出血明显。 宫颈涂片细胞学检查 , 巴氏染色分级为Ⅳ

级细胞。宫颈活检示慢性宫颈炎伴鳞状上皮重度不典型增生。

上述 4例均经波姆光及抗炎对症治疗 , 宫颈糜烂好转。分

别于 2001 年 7月 、 2002 年 9月 、 2003 年 10 月复查宫颈涂片细

胞学及宫颈活检 , 较前无变化。

2　讨论

动物实验表明 , DBCP 对哺乳动物有致突变性。 子宫颈上

皮不典型增生又通称为癌前期的细胞改变 , 包括除子宫颈原

位癌及浸润癌以外的所有子宫颈鳞状上皮细胞和腺细胞的发

育分化异常。最终能否发展为子宫颈癌 , 需进一步追踪观察。

2000～ 2004 年我们多次对 4 名女工进行垂体性腺激素放免测

定 , 每次结果基本相同 , 显示黄体期雌激素下降 , 卵泡刺激

素及黄体生成素升高。职业卫生学调查显示 , 20 名女工因常

从事 DBCP分装与包装作业 , 其接毒时间从 3 个月至 6.5 年不

等 , 有 9 名女工接毒时间超过 4年。本组病例接毒时间则均在

6年以上 , 时隔 20 年后子宫颈上皮不典型增生的发生率达

20%, 出现如此高的发病率是否与 DBCP有关 , 因例数太少有

待于进一步研究。
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