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无机砷的肝细胞毒性和氧化应激
CytotoxicityandoxidativestressinducedbyinorganicarseniteonChanglivercells

李冰 , 张新玉 , 李昕 , 朱博
LIBing, ZHANGXin-yu, LIXin, ZHUBo

(中国医科大学公共卫生学院劳动卫生教研室 , 辽宁 沈阳　110001)

　　摘要:为研究亚砷酸钠 (NaAsO2)的肝细胞毒性和氧化

应激作用。 NaAsO2(5、10、20、 40、 80、 100和 200 μmol/L)染毒

24 h, 用 AlamarBlue法检则细胞活力;NaAsO2 (2.5、 5、 10

和 25μmol/L)染毒 24 h, 或 NaAsO
2
(10μmol/L)染毒 2h、

6 h、 12 h和 24 h, 用流式细胞术检测细胞内 2′, 7′-二乙酰二

氯荧光素 (DCFH-DA)的荧光强度 , 间接反应细胞内氧化应

激水平。结果 NaAsO2(5 ～ 200 μmol/L)染毒 24 h能够显著降

低 Chang肝细胞的细胞活力 , 且具有剂量-效应关系 (P<

0.01);不同剂量 NaAsO2 (2.5、 5和 10 μmol/L)染毒 24 h,

细胞内荧光强度明显增高 , 分别是对照组的 1.67、 1.96和

2.30倍 (P<0.01);而浓度 10 μmol/L的 NaAsO2 染毒组 ,

细胞内荧光强度在 12 h和 24 h均显著高于对照组 (P<

0.01)。提示无机砷能够产生肝细胞毒性 , 增强细胞内的氧化

应激水平 , 并且具有剂量和时间反应关系。
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砷是一种具有类金属特性的原生质毒物 , 具有广泛的生

物学效应 , 已被美国疾病控制中心和国际防癌研究机构确定

为致癌物 [ 1] 。人类砷暴露主要来自于职业环境 、 自然环境以

及含砷药物的医疗应用等三个方面。 慢性砷中毒具有皮肤角

化 、 色素沉着和脱失等典型的皮肤损伤以及远期潜在的致癌

效应 [ 2] 。关于慢性砷中毒的发病机制 , 目前得到广泛认同的

是无机砷能够诱发机体处于氧化应激状态 , 产生大量活性氧

(reactiveoxygenspecies, ROS)并造成机体多组织和器官的氧

化性损伤。人群流行病学调查表明 , 慢性砷暴露引起人群氧

化应激反应增强和 ROS产生增多 , 从而造成人体脂质和 DNA

等大分子氧化损伤。 本实验用亚砷酸钠 (sodiumarsenite,

NaAsO2)对培养的正常人肝细胞株 Chang肝细胞进行染毒 ,

观察 NaAsO2对 Chang肝细胞的毒性和氧化应激作用 , 为进一

步的深入实验提供依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

Chang肝细胞株购自中国科学院细胞库 , 亚砷酸钠

(NaAsO2 , Fluka, 美国), RPMI1640培养基 (Gibco, 美国),

2′, 7′-二乙酰二氯荧光素 (DCFH-DA)、 AlamarBlue(Sigma,

美国), CO2恒温培养箱 (Heraeus, 荷兰), FACSCalibur流式

细胞仪 (BD, 美国), 酶标仪 (Labsystems)。

1.2　细胞培养

Chang肝细胞株购自中国科学院细胞库。 5%CO
2
、 37℃

下常规培养于 RPMI1640培养基 , 10%胎牛血清(FBS), 1×105

U/L青链霉素。细胞进入对数生长期后用 0.25%胰蛋白酶消

化和常规传代 , 细胞生长至 80%融合后进行染毒和相关试验。

1.3　细胞活力检测

采用 AlamarBlue法 [ 3] 。 Chang肝细胞以 1 ×105 /ml的密

度接种于 96孔板 , 加入 NaAsO2 (0、 5、 10、 20、 40、 80、

100和 200 μmol/L)染毒 24 h。 将原培养液吸出 , 换以含

10%AlamarBlue的无血清 RPMI1640培养基 100 μl/孔 , 继续

培养 4 h。用酶标仪在波长 570 nm和 640 nm处测定各孔光密

度值 , 并分别计算各孔的 AlamarBlue还原率。实验结果以细

胞存活率表示 , 即:细胞存活率 (%) = (实验组 Alamar

Blue还原率 /对照组 AlamarBlue还原率) ×100%。每个剂量

组设 4个平行样。

1.4　细胞内 ROS平均荧光强度检测

Chang肝细胞以 1×105 /ml的密度接种于 24孔板 , 加入

NaAsO2 (0、 2.5、 5、 10和 25 μmol/L)染毒 24 h;或者将
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NaAsO
2
(10 μmol/L)染毒 2 h、 6 h、 12 h和 24 h。染毒终

点 , 弃去含砷培养液 , 将含 DCFH-DA(终浓度为 20 μg/ml)

的无血清培养基加入 , 孵育 30 min, 0.25%胰蛋白酶消化后

收集细胞 , 用流式细胞仪测量荧光强度 , 每个样品收集

10 000个细胞 , 激发波长 488 nm, 发射波长为 525 nm。所有

的步骤需要避光操作 。以 2′, 7′-二氯荧光素 (DCF)的平均荧

光强度代表 ROS含量 , 并用 CellQuest软件分析结果。 最终

实验数据用各实验组的平均荧光强度与对照组的平均荧光强

度的相对比值表示。平行样 n=3。

1.5　统计分析

数据用x±s表示。 用 SPSS11.5软件进行单因素方差分

析 , 比较实验组和对照组之间的差异 , 用 LSD检验法进行两

两比较 , P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　NaAsO2暴露对 Chang肝细胞活力的影响

5 ～ 200 μmol/L的 NaAsO
2
作用于细胞 24 h后 , 细胞活力

显著下降且呈剂量-效应关系。见表 1。

表 1　NaAsO2对 Chang肝细胞活力的影响 (x±s, n=4)

NaAsO2 (μmol/L) 作用时间 (h) 细胞生存率 (%)

0 24 100.00±4.82

5 24 91.40±4.17

10 24 84.43±2.11

20 24 87.30±3.16

30 24 72.99±4.05

40 24 65.26±2.01

100 24 70.44±4.87

200 24 58.36±1.70

　　各组与对照组比较 , P<0.01

2.2　不同剂量 NaAsO2暴露 24 h细胞内 ROS平均荧光强度

NaAsO2染毒 24h, 浓度为 2.5、 5和 10 μmol/L组的细胞

内荧光强度随染毒剂量升高而明显上升 (P<0.01), 呈剂量-

效应关系。 25 μmol/L组的细胞内荧光强度与对照组相比差异

无统计学意义。见表 2。

表 2　不同剂量 NaAsO2暴露 24 h细胞内

ROS平均荧光强度 (x±s, n=3)

NaAsO2 (μmol/L) 平均荧光强度 相对比值

0 87.83±5.72 1.00±0.07

2.5 146.31±19.97 1.67±0.23＊＊

5 172.20±8.68 1.96±0.10＊＊

10 202.31±9.62 2.30±0.11＊＊

25 84.62±6.10 0.96±0.07

　　与对照组比较 , ＊＊P<0.01

2.3　不同时间 NaAsO2染毒细胞内 ROS平均荧光强度

10 μmol/L的 NaAsO2染毒 , 6 h开始出现 ROS诱导产生 ,

是对照组的 (1.12±0.26)倍;12 h和 24h的 ROS平均荧光

强度分别是对照组的 (1.62±0.04)倍和 (2.30±0.11)倍

(P<0.01)。见图 1。

图 1　不同时间 NaAsO2染毒细胞内 ROS平均

荧光强度 (x±s, n=3)

3　讨论

AlamarBlue是近年用于定量检测细胞活力的一种物质 ,

由于它对活细胞几乎没有毒性 , 而且比传统应用的 MTT更加

敏感 , 得到越来越广泛的应用。其主要原理是 AlamarBlue能

被生长良好的细胞摄入 , 细胞内的还原环境将其变为红色;

而生长抑制的细胞维持的氧化环境则使其保持原有的蓝色。

检测两个颜色波长吸光度则可计算出 AlamarBlue的还原率 ,

从而定量检测细胞活力。 本研究结果发现 , NaAsO2 作用于

Chang肝细胞 24 h能够使 AlamarBlue还原率显著降低 , 且具

有良好的剂量-效应关系 , 表明无机砷能够明显诱导 Chang肝

细胞损伤。另外 , 本实验结果与应用 MTT法进行的细胞活力

测定结果基本一致 , 且标准差很小 , 提示 AlamarBlue法可以

为多种化学物质的细胞毒性检测提供一种新的敏感和可靠的

实验学手段。

ROS是细胞氧代谢的产物 , 其产量增多提示细胞处于氧

化应激状态 , 并可能进而导致机体氧化和抗氧化水平失衡和

机体的氧化损伤。 2′, 7′-二乙酰二氯荧光素是一种常用的荧光

标记探针 , 能够被细胞内产生的 H2O2等 ROS氧化而产生绿

色荧光。通过流式细胞仪检测细胞内荧光强度 , 可间接反映

细胞内氧化应激水平 。有实验表明 , 砷可诱导多种细胞产生

H2O2和O
-·
2 等 ROS产物

[ 4];低浓度 NaAsO2即可引起猪内皮

细胞中 ROS产生增加 , 并降低其细胞活力 [ 5] 。本研究发现 ,

NaAsO2染毒 24 h, 细胞内荧光强度随染毒剂量升高而明显上

升;而浓度 10μmol/L的 NaAsO2染毒时 , 细胞内 6 h即开始

出现 ROS水平增高 , 12 h和 24 h则持续大量产生。提示无机

砷能够在一定剂量和时间内诱导 Chang肝细胞内 ROS产生 ,

从而导致 Chang肝细胞处于氧化应激状态。
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