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丙烯酰胺对人神经母细胞瘤 NB-1 细胞的毒性
Toxic effect of acrylamide on human neuroblastoma NB-1 cells
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摘要: 分析丙烯酰胺 ( ACR) 对人神经母细胞瘤 NB-1 细
胞毒作用的剂量-效应和时间-效应关系，进一步探讨丙烯酰胺
的神经毒性机制。将 NB-1 细胞诱导成熟后，设置正常对照及
染毒浓度组、时间组，采用 MTT法和 LDH法检测各组细胞存
活和生长情况，分析 ACR 对 NB-1 细胞的毒性作用。MTT 结
果表明， ＞ 60 μg /ml 的 ACR 对 NB-1 细胞开始表现出明显的
抑制作用，浓度越大，抑制作用越强。LDH 结果表明，24 h、
72 h 时间点，ACR 浓度 ＞ 60 μg /ml，LDH 释放率明显增高;
而 48 h则在 ACR浓度 ＞ 40 μg /ml，LDH释放率明显增高，且
均随浓度的加大，LDH 释放率逐渐升高。时间上，LDH 结果
与 MTT一致，均以 48 h表现最为显著。提示在一定浓度范围
内，ACR显示出对 NB-1 细胞的毒性作用。
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丙烯酰胺对人体造成的伤害越来越被人们所了解，低浓

度长期和高浓度短期接触丙烯酰胺可导致作业工人神经、遗
传和生殖系统的损伤，其中尤以神经系统的损害为重［1 ～ 4］。
鉴于体外细胞培养易控制干扰，因而成为了机制研究的重要

手段。本实验选择性状稳定的 NB-1 细胞株，观察丙烯酰胺对
NB-1 细胞毒作用的剂量-效应和时间-效应关系，以期在细胞
水平上为丙烯酰胺神经毒性机制提供线索。
1 材料与方法
1. 1 主要仪器及试剂

C02 培养箱 ( THERMO ) ，倒置显微镜 ( OLYMPUS ) ，
VERSA型酶标仪 ( 美国分子仪器公司 Molecular Devices ) 。
ACR ( 国药集团化学试剂有限公司) ，db-cAMP、MEM培养基
( Sigma) ，胎牛血清 ( Hyclone) ，马血清 ( GIBCO 公司) ，细
胞培养板 ( costar) ，BCA 蛋白定量试剂盒 ( 北京艾德莱生物
科技有限公司) ，噻唑兰 ( MTT) 、二甲亚砜 ( DMSO) ( Am-
resco) ，LDH试剂盒 ( 南京建成生物技术公司) 。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 细胞培养 细胞培养基由 80%MEM、10%小牛血清、
10%马血清、100 IU /ml青霉素和 100 μg /ml链霉素组成，pH
为 7. 4。培养箱设置为 37 ℃、95% O2、5% CO2，在此环境

下，每 4 天换液 1 次。待细胞达到其对数生长期时对其传代。
NB-1 细胞在实验培养条件下生长稳定后对其进行诱导分化。
使用的诱导剂 db-cAMP，终浓度为 1 mmol /L，隔 2 天换液 1
次。在 db-cAMP诱导下，幼稚细胞向成熟细胞分化。本实验
使用的是经 db-cAMP处理 10 d后的细胞，几乎所有的幼稚细
胞都能够分化成熟。
1. 2. 2 细胞相对存活率的测定 诱导成熟后的细胞以 105

个

/ml接种于 96 孔培养板，待其贴壁后小心吸弃全部培养液，
加入含丙烯酰胺的 MEM，染毒终浓度分别为 0、10、20、40、
60、80、100 μg /ml; 每个浓度设 5个复孔，共铺 4 块板，分别
在染毒 24、48、72 h时各处理一块板，每孔加入 15 μl MTT ( 5
mg /ml) ;继续培养 4 h后吸弃全部培养液;每孔加入 150 μl DM-
SO; 摇床振荡 10 min; 酶标仪 550 nm 波长下测定吸光度
( OD) ; 计算 OD均值，并按如下公式计算细胞的相对抑制率。

细胞相对抑制率 = 1 － ( OD染毒组 － OD染毒空白)
OD对照组 － OD对照空白

× 100%。

1. 2. 3 乳酸脱氢酶 ( LDH) 的测定 诱导成熟后的细胞以
105
个 /ml接种于 96 孔培养板，待其贴壁后，小心吸弃全部
培养液，加入含丙烯酰胺的 MEM，染毒丙烯酰胺终浓度分别
为 0、10、20、40、60、80、100 μg /ml，分别在染毒 24、48、
72 h测定 LDH活力，每个剂量组每个时点设 3 个复孔。实验
终点从每孔吸取培养液 20 μl，加入 1 ml 基质缓冲液中，
37 ℃水浴 5 min，等分成两管，一管加 0. 5%辅酶Ⅰ ( 现用现
配) 0. 1 ml，另一管 ( 对照管) 不加，共同水浴 15 min 后，
对照管再加辅酶Ⅰ和 0. 5 ml 二硝基苯肼，实验组只加 0. 5 ml
二硝基苯肼，水浴 15 min后加 0. 4 mol /L的 NaOH 5 ml显色，
440 nm处比色。按照下述公式计算待测细胞的 LDH 释放率:

LDH 释放率 = LDH染毒组 － LDH对照组
LDH对照组

× 100%。同时用

BCA蛋白定量试剂盒测定细胞培养液中蛋白的含量。
1. 3 统计分析
用 SPSS13. 0 软件进行统计分析，计量资料采用 ANOVA

方差分析，且各组之间的两两比较采用 LSD 检验; 计数资料
采用卡方检验，显著性水平均为 α = 0. 05。
2 结果
2. 1 细胞相对存活率测定
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丙烯酰胺对诱导分化后神经母细胞瘤 NB-1 细胞具有明显
的抑制作用。表 1 可见，24 h 时间点除了 100 μg /ml 染毒组
OD值与对照组差异有统计学意义外，其余各组 OD 值与对照
组差异均无统计学意义，而从 48 h 开始，各染毒组 OD 值开
始与对照组出现明显差异，逐渐下降。同一时间点，各染毒
组与对照组比较，OD 值逐渐下降; 同一染毒组不同染毒时
间，则以 48 h OD值最高。同一时间点，随染毒浓度的增加，
增殖抑制率越来越高; 同一染毒组，作用 24 h、48 h、72 h三
个时间点，除了 10 μg /ml和 20 μg /ml两个染毒组外，其余各
组均以 48 h 增殖抑制率最高，24 h、48 h、72 h 时间点均在
ACR浓度 ＞ 60 μg /ml，增殖抑制率开始明显增高，其中以 48

h最为显著，72 h与 48 h比较稍微下降，但比 24 h高。
2. 2 乳酸脱氢酶 ( LDH) 测定结果
表 1 表明，对照组各时点的 LDH 活力无明显差异。10

μg /ml染毒组在 24 h和 48 h两个测定点的 LDH释放率与对照
组无明显差异; 40、60、80 μg /ml 三个染毒组在所有测定点
的 LDH释放率均以 48 h最高，而 20、100 μg /ml两个染毒组
则在 72 h LDH释放率最高。24 h、72 h时间点均在 ACR浓度
＞ 60 μg /ml，LDH释放率开始明显增高; 而 48 h 时间点则在
ACR浓度 ＞ 40 μg /ml，LDH 释放率开始明显增高，且均随着
浓度的增大，LDH释放率逐渐升高。总体趋势可见，时间的
延长也会使 LDH释放率逐渐增大，以 48 h最为显著。

表 1 丙烯酰胺对各染毒浓度 OD值、细胞抑制率及 LDH释放率的影响 ( x ± s)

染毒浓度

( μg /ml)
n

OD值 细胞抑制率 ( CI% ) LDH释放率 ( % )

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

0 5 0. 272 5 ± 0. 103 9 0. 328 2 ± 0. 029 4 0. 312 0 ± 0. 049 1 0. 97 1. 94 2. 92 0. 97 0. 94 0. 91

10 5 0. 266 9 ± 0. 277 0 0. 309 1 ± 0. 007 0 0. 277 1 ± 0. 160 1* 3. 21* 5. 48* 12. 79* 0. 94 0. 99 3. 17*

20 5 0. 263 1 ± 0. 041 8 0. 279 2 ± 0. 014 1* 0. 254 6 ± 0. 021 9* 6. 94* 17. 32* 24. 34* 4. 13* 4. 39* 6. 52*

40 5 0. 230 8 ± 0. 064 6 0. 246 5 ± 0. 007 9* 0. 243 6 ± 0. 014 5* 20. 04* 36. 76* 30. 01* 6. 84* 20. 50* 18. 68*

60 5 0. 225 4 ± 0. 035 5 0. 237 1 ± 0. 142 9* 0. 236 4 ± 0. 196 9* 22. 94* 46. 76* 33. 80* 7. 44* 35. 70* 19. 18*

80 5 0. 204 4 ± 0. 065 2 0. 204 9 ± 0. 125 2* 0. 193 9 ± 0. 017 2* 40. 03* 52. 57* 50. 90* 13. 53* 43. 96* 43. 88*

100 5 0. 165 4 ± 0. 027 7* 0. 169 3 ± 0. 008 2* 0. 154 5 ± 0. 179 4* 54. 43* 69. 87* 69. 49* 16. 30* 48. 98* 60. 26*

注: 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 05。

3 讨论
NB-1 细胞株是由 Miyake 等于 1973 年在日本建立的第一

个人类神经母细胞瘤细胞系
［5］，能够表达出与神经元相似的

生化、药理和功能方面的特性，故可提供一个可以用来研究
神经细胞各种功能在内的表达和调节的体外模型系统。
当 NB-1 细胞受到损伤时，细胞线粒体功能就会发生异

常，氧化呼吸链受到损伤，电子传递阻断，造成 ATP 产生减
少。琥珀酸脱氢酶是琥珀酸氧化呼吸链里重要的复合酶之一，
其活性可以反映神经细胞损伤的程度; MTT 法即是根据检测
线粒体中琥珀酸脱氢酶的活性的高低来间接反映活细胞数量。
本实验表明，各时间点、各染毒组与正常对照组比较，吸光
度值均逐渐降低，但作用 24 h各染毒组 OD值下降并不明显，
而从 48 h开始明显下降，且均与对照组差异有统计学意义，
提示 24 h细胞内琥珀酸脱氢酶的活性并未受到太大的影响;
而从 48 h开始，细胞内琥珀酸脱氢酶的活性已经开始明显降
低，细胞呼吸功能受到损害，提示丙烯酰胺已损害神经细胞

代谢能力。其细胞增殖抑制率分析表明，当丙烯酰胺浓度低
于 60 μg /ml时，细胞相对存活率大体上接近 80%，表明细胞
尚未受到明显影响; 而当丙烯酰胺浓度超过 60 μg /ml 时，本
实验的半数存活抑制浓度为 80 μg /ml，与杨翠香等关于 MTT
法检测丙烯酰胺对神经细胞的毒性作用的研究结果一致

［6］，

提示细胞已明显受抑。此种现象可能是因丙烯酰胺引起神经
细胞能量异常，导致神经损伤。赫秋月等采用酶分析法发现
ACR染毒后 6J鼠脑组织匀浆中 ATP水平明显降低，脑能量负
荷值降低，认为能量代谢的抑制可能是 ACR 产生神经元损伤
的生化基础

［7］。

LDH实验结果进一步证实 ACR的神经毒性。因当细胞严
重受损时，LDH从细胞中释放到细胞外的量增加，通过测定
LDH的释放量反映细胞的完整性［8］。乳酸脱氢酶是参与细胞
能量代谢的一个重要的酶，同时产生 ATP。外界刺激导致细
胞损伤时，细胞膜完整性遭到破坏，细胞通透性增加，LDH

将从胞浆中释放出来，是反映胞膜完整性的重要检测指标［9］。

本实验结果显示，不同浓度丙烯酰胺作用 NB-1 细胞后，细胞
膜通透性发生了改变，各染毒浓度组 LDH的渗出明显高于正
常对照组，总体趋势可见，时间的延长会使 LDH 释放率逐渐
增大。说明丙烯酰胺对 NB-1 细胞确实存在毒性作用，能够造
成细胞的损伤，而且细胞损伤的形态学改变是与 LDH 的释放
成正相关。产生毒性的原因也可用丙烯酰胺造成的能量代谢
学说解释。丙烯酰胺通过抑制能量代谢相关的酶，使 ATP 酶
的活性降低到一定水平后造成快速轴突转运障碍，出现轴突

变性肿胀，继而表现出神经毒性。
( 本研究使用的 NB-1 细胞株由 Kagoshima University 的

Masaki Kameyama教授惠赠，在此表示衷心的感谢! )
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镍精炼烟尘致 NIH /3T3 细胞生长抑制作用的实验研究
Study of the growth suppression effect of nickel-refining fume on NIH /3T3 cell
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摘要: 研究镍精炼工人接触镍精炼烟尘的生物学效应。
通过 MTT 染色法观察细胞形态，用四甲基偶氮噻唑蓝
( MTT) 法检测细胞生长抑制率。结果发现，不同浓度下，作
用一定时间细胞生长均受到抑制，且随作用时间增长，受试物

浓度增加，细胞抑制作用增加，呈现出时间-反应关系和剂量-
反应关系，且细胞在形态学上也出现不同程度的改变。提示镍
精炼烟尘能使 NIH/3T3细胞凋亡，细胞的生长受到抑制。
关键词: 镍精炼尘; 细胞形态; 细胞毒性
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我国职业性镍所涉及的作业达 30 余种［1］。镍及其化合物
被广泛应用于现代工业如硬币、珠宝和其他金属合金的生产
和电镀

［2］。在职业环境中，镍暴露主要发生在镍精炼、电镀
和焊接等环节

［3］。镍化学物可能在生产、循环和处理的所有
阶段以相当大的量扩散到环境中。已经有充分的证据表明镍
是人类致癌物

［4］。镍的物理和化学性质比较复杂，值得注意
的是致癌危险性与镍化物的形式有关系

［5］。人们对其致癌机
制也做了大量研究，但对镍精炼烟尘的研究却少见报道，由

于镍精炼烟尘中还存在其他金属污染物，所以对于镍精炼烟

尘与镍化学物引起的毒性作用是否一致还存在疑问。本研究
通过检测镍精炼烟尘对细胞的毒性的影响，探讨镍精炼烟尘

的致癌危险性。
1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1. 1 靶细胞 小鼠肺成纤维细胞 ( NIH /3T3 细胞) ，购自
北京市肿瘤研究所，接种于含体积分数为 10%胎牛血清的

DMEM培养液中，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，EDTA/
胰蛋白酶混合液消化，传代，备用。
1. 1. 2 受试物与试剂 受试物来源于某镍精炼厂的精炼炉前
沉降尘，用玛瑙研钵磨细后，检测分散度，受试物颗粒 ＜ 5

μm者占 99. 9%，受试物用紫外线照射灭菌，磷酸盐缓冲液
( PBS) 配成一定浓度的混悬液，备用，再稀释时摇匀。噻唑
蓝 ［溴化-3- ( 4，5-二甲基乙噻唑基) -2，5-二苯基四氮唑，
MTT］购自上海华舜生物技术有限公司，二甲基亚砜 ( DM-
SO) 分析纯，购自北京化工试剂厂，正常熔点琼脂糖购自
Gibco公司，低熔点琼脂糖购自 Gibco公司。
1. 1. 3 主要仪器 TE-HE 型 CO2 培养箱，倒置荧光显微镜

( OLYMPUS-IX71 型) ，全自动酶标仪 ( BIO-RAD公司) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞制备 将细胞密度为 1 × 105

个 /ml 的 NIH /3T3

细胞接种到含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液的细胞培养瓶
中，置 37 ℃、5%CO2 培养箱中培养。
1. 2. 2 NIH /3TE 细胞形态学观察 选取生长良好的细胞，

接种于 24 孔细胞培养板上，每孔加入 800 μl不同浓度的染毒
液，终浓度分别为 100. 00、50. 00、25. 00 μg /ml。37 ℃、5%
CO2 培养箱中培养 24 h，在倒置显微镜下观察细胞形态。
1. 2. 3 MTT染色法观察 NIH /3T3 细胞凋亡及坏死 取对数
生长期的细胞，接种到 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入含不
同浓度的镍精炼烟尘的 10%的胎牛血清的 DMEM培养液，使
其终浓度分别为 6. 25、12. 50、25. 00、50. 00 和 100. 00 μg /
ml，同时设阴性对照组和不加细胞的空白对照组，分别培养
24 h。倒置显微镜下观察细胞形态。
1. 2. 4 镍精炼烟尘对 NIH /3T3 细胞增殖作用的影响 取对
数生长期的细胞，接种到 96 孔板中，待细胞贴壁后，加入含
不同浓度镍精炼烟尘的胎牛血清 ( 质量分数 10% ) 的 DMEM
培养液，使其终浓度分别为 6. 25、12. 50、25. 00、50. 00 和
100. 00 μg /ml，同时设阴性对照组和不加细胞的空白对照组，
每组均设 8 个重复孔。37 ℃、5%CO2 条件下分别培养 6、12、
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