
ALI的发病过程。推测氯气可直接导致 AT Ⅱ受损，SP-A合成
和分泌减少; 或是氯气引起化学性炎症，使 TNF-α、IL-1、IL-
6 等增多，进一步抑制 SP-A表达［10］，由于氯气吸入可使肺泡
-毛细血管膜通透性增加，使 SP-A 通过损伤的肺泡-毛细血管
膜进入血液引起血清中 SP-A水平升高。
本研究并未观察到明确的氯气染毒浓度与 BALF及肺组织

SP-A蛋白水平的剂量依赖性变化，可能低浓度 ( 10 mg /m3 左

右) 强烈的腐蚀作用迅速侵袭肺内 AT Ⅱ，导致广泛而持续的
化学性炎症，即使进一步提高氯气染毒浓度，并不能观察到

SP-A的相应改变; 氯气染毒停止 6 h 后也未见恢复，其确切
机制尚有待进一步研究。
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砷对脑星形胶质细胞的毒性作用
Toxic effects of arsenite on brain astrocytes

王艳1，赵凤红2，金亚平2，马越娇3，李革新2，吕秀强2，孙贵范2

WANG Yan1，ZHAO Feng-hong2，JIN Ya-ping2，MA Yue-jiao3，LI Ge-xin2，LV Xiu-qiang2，SUN Gui-fan2

( 1． 沈阳医学院公共卫生学院职业卫生与职业医学教研室，辽宁 沈阳 110034; 2． 中国医科大学公共卫生学院劳动卫生
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摘要: 探讨砷对脑星形胶质细胞的毒性作用。以原代培
养脑星形胶质细胞 ( astrocyte，AST) 为实验对象，在含砷浓
度分别为 0、5、10、20、30 μmol /L的培养液中培养 24 h，采
用 MTT法检测细胞活力，流式细胞仪测定细胞线粒体膜电位
的水平，荧光双波长分光光度计法检测细胞内游离钙离子浓
度 ( ［Ca2 +］i ) 。与对照组相比，AST活力及线粒体膜电位水

平随砷暴露浓度的增加而明显下降; ［Ca2 +］i 随砷暴露浓度
的增加而显著升高。砷对 AST 具有明显的毒性作用，在 5 ～
30 μmol /L的浓度范围内其毒性作用随砷暴露浓度的增加而增
强，可引起 AST内钙超载，并破坏线粒体功能。
关键词: 砷; 星形胶质细胞; 线粒体膜电位; 钙离子
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研究显示长期砷暴露可引起实验对象的行为异常和智力

障碍［1，2］，但其毒性作用机制目前尚未完全阐明。星形胶质细
胞 ( astrocyte，AST) 是脑组织中数量最多的细胞群体，其功
能除支持、保护和营养神经元外，还参与突触间隙神经递质
的清除与代谢、促进突触形成与维护突触的正常功能［3，4］;
AST还是血脑屏障的结构基础，在血管和神经元之间形成屏
障，将神经元与外界环境隔离。因此，血液中的砷透过毛细
血管后首先进入 AST，成为砷在脑组织中初始损伤的靶细胞。

本研究以体外原代培养的 Wistar 大鼠的脑 AST 为研究对象，

探讨砷对 AST的毒性作用，为阐明砷对中枢神经系统损伤的
机制提供理论依据。
1 材料与方法
1. 1 主要动物和试剂

Wistar大鼠仔鼠由中国医科大学实验动物中心提供。亚
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砷酸钠 ( NaAsO2，Fluka 公司，美国) ，DMEM 培养基 ( Hy-
clone公司，美国) ，胎牛血清 ( Hyclone 公司，美国) ，胰蛋
白酶 ( Gibco 公司，美国) ，MTT ( Sigma 公司，美国) ，
mouse anti-GFAP抗体 ( Millipore公司，美国) ，Rh123 ( Sigma
公司，美国) ，fura2-AM ( 日本同仁化学研究所) 。
1. 2 AST原代培养与纯化
无菌条件下取出生 1 ～ 3 d 的 Wistar 大鼠仔鼠的双侧大脑

半球，分离出大脑皮质，仔细剔除脑膜和表面血管，剪碎后

用含 20%胎牛血清的 DMEM 培养液反复吹打分散细胞，100
目筛网过滤，差速贴壁 1 h，以 1 × 106 /ml 的密度加入预先铺
有多聚赖氨酸的培养皿中，置 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养，

24 h后更换含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液，每 3 d 换液 1
次。至第 7 天细胞基本长满皿底后进行传代培养。每 4 d传代
1 次，共传 2 次，经胶质纤维酸性蛋白 ( glial fibrillary acidic
protein，GFAP) 免疫荧光染色进行鉴定，荧光显微镜下对
GFAP免疫阳性反应细胞进行计数，纯度达到 95%进行下一
步实验研究。
1. 3 染毒及分组
以 NaAsO2 为受试物。将纯培养的 AST随机分为 5 组，待

细胞形成单层后，分别换成含 0、5、10、20、30 μmol /L
NaAsO2 的培养液，培养 24 h后进行各指标的检测。
1. 4 检测指标
1. 4. 1 AST形态观察 将纯化的 AST接种于 6 孔板中，按上
述方法染毒培养 24 h，倒置相差显微镜下观察各组细胞形态
的变化。
1. 4. 2 细胞活力 采用 MTT法，将 AST悬液接种于 96 孔板
中，按上述方法染毒培养 24 h后，每孔加入 20 μl MTT试剂，
继续培养 4 h 后弃去培养液，每孔加入 150 μl 二甲基亚砜
( DMSO) 溶液，于酶标仪上 490 nm处测定 OD 值，通过与对

照组 OD值的比较，计算各实验组细胞的相对活力。
1. 4. 3 线粒体膜电位 将纯化的 AST 接种于 6 孔板中，按
上述方法染毒培养 24 h，换成含 Rh123 染液的无血清 DMEM，
37 ℃避光孵育 40 min，弃掉染液，PBS 洗 2 次，经 0. 25%胰
酶消化后 800 r /min离心 5 min，制成细胞悬液，调整细胞密
度为 1 × 106 /ml，流式细胞仪检测。激发波长为 488 nm，发射
波长为 525 nm。
1. 4. 4 细胞内游离钙离子浓度 ( intracellular free Ca2 + con-
centration，［Ca2 +］i ) 将纯化的 AST接种于 6 孔板中，按上
述方法染毒培养 24 h，换成含 fura2-AM染液的无血清 DMEM，
37 ℃避光孵育 45 min，弃掉染液，PBS 洗 2 次，经 0. 25%胰
酶消化后 800 r /min离心 5 min，弃上清后 PBS 洗 1 次，弃上
清，PBS定容至 1 ml，荧光双波长分光光度计检测。以激发
波长 340 nm和 380 nm，发射波长 510 nm测定荧光强度比值，
加入 10%的 Triton X-100，测定最大荧光强度值 Fmax，加入
0. 3 mol /L的 EDTA测定最小荧光强度值 Fmin，样品 ［Ca2 +］i

由日立 F-4500 钙定量测定软件自动输出。
1. 5 统计分析
实验数据采用 SPSS 13. 0 进行统计分析。多组间比较采用

单因素方差分析 ( ANOVA ) ，组间两两比较采用 q 检验
( SNK) 。以 P ＜ 0. 05 作为差异有统计学意义的判定标准。
2 结果
2. 1 AST形态观察
由图 1 可见，20 μmol /L 砷暴露后，少量细胞开始脱壁，

细胞呈圆形; 随着砷暴露浓度的增加，脱壁细胞数量明显增

多，细胞间隙增大; 30 μmol /L染砷组细胞变大，突起变短或
消失。5、10 μmol /L染砷组细胞形态与对照组相比未见明显
改变。
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2. 2 AST细胞活力
与对照组相比，5 μmol /L 砷暴露可引起 AST 细胞活力显

著下降，随砷暴露浓度的增加，细胞活力均显著下降。
2. 3 AST内线粒体膜电位及 ［Ca2 +］i

表 1 显示，不同浓度砷暴露后，AST内线粒体膜电位随砷
暴露浓度的增加而降低，其中 20、30 μmol /L染砷组的线粒体
膜电位水平显著低于对照组。与对照组相比，10 μmol /L砷暴
露可引起 AST内 ［Ca2 +］i 显著升高，并随着砷暴露浓度的增

加，AST内 ［Ca2 +］i 均显著升高。

表 1 不同浓度砷暴露后 AST内线粒体膜电位及 ［Ca2 +］i

的比较 ( n = 5，x ± s)

组别 线粒体膜电位荧光强度 ［Ca2 +］i ( μmol /L)

对照组 769. 60 ± 55. 94 0. 20 ± 0. 03

5 μmol /L染砷组 746. 83 ± 15. 72 0. 23 ± 0. 02

10 μmol /L染砷组 737. 74 ± 15. 24 0. 26 ± 0. 01* #

20 μmol /L染砷组 580. 72 ± 9. 62* 0. 29 ± 0. 02* #△

30 μmol /L染砷组 577. 45 ± 15. 17* 0. 32 ± 0. 01* #△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与 5 μmol /L染砷组比较，#P ＜ 0. 05;

与 10 μmol /L染砷组比较，△P ＜ 0. 05。

3 讨论
AST与神经元之间存在复杂的相互作用，以维持中枢神

经系统内环境的平衡。我们前期研究发现，无机砷及其代谢
产物能顺利通过胎盘屏障和血脑屏障进入胎、幼鼠的脑组
织［5］，因此，发育早期的砷暴露会增加无机砷对中枢神经系

统损伤的危险性。在体外细胞毒理实验研究中，细胞活力的
改变是反映有害因素对细胞毒性损伤的较敏感指标。本研究
发现，虽然 5 μmol /L砷暴露的 AST形态未发生明显改变，但
5 μmol /L砷暴露可明显抑制 AST活力，表明 5 μmol /L砷暴露
可对 AST产生明显的毒性损伤，且其对 AST 的损伤作用随砷
暴露浓度的增加而增强。
线粒体是细胞能量代谢的重要亚细胞单位，对于维持正

常的细胞生理功能起着十分重要的作用。线粒体膜电位是由
于线粒体内膜两侧质子及其他离子不平衡而形成的，是保持

线粒体功能所必需的。Rh123 是一种亲脂性阳离子荧光染料，
具有很好的膜通透性，其荧光信号主要集中于线粒体，故其

荧光强度的变化反映线粒体膜电位的变化。本研究结果显示，
各砷暴露组 AST的线粒体膜电位随砷暴露浓度的增加而呈下

降的趋势，20 μmol /L 即引起 AST 内线粒体膜电位的明显改
变，提示砷可能对 AST 内线粒体具有明显的毒性作用，导致
AST内线粒体膜电位的下降，引起 AST 能量代谢的障碍，并
最终对 AST的生理功能产生毒性损伤作用。有研究表明线粒
体在调控细胞凋亡中起关键作用［6］，线粒体膜电位的降低可

引起线粒体通透性转换孔 ( mitochondrial permeability transition
pore，MPTP) 形成，导致线粒体通透性的改变，这种改变是
多种促细胞凋亡级联传导信号的枢纽，本研究结果中砷暴露

引起 AST内线粒体膜电位下降，可能会激活凋亡核心酶级联
反应，从而诱导细胞凋亡和死亡。

Ca2 +作为细胞内重要的第二信使，广泛参与细胞内外信

息的传递。因此，细胞内环境中 ［Ca2 +］i 的稳态对于机体正

常生理功能的维持具有重要作用。当细胞受到刺激时可导致
细胞膜对 Ca2 +的通透性改变和 /或细胞内钙库释放增加，引起
［Ca2 +］i 的变化，触发一系列的生理、生化反应。本实验结果

显示，10 μmol /L砷暴露即可引起 AST 内 ［Ca2 +］i 明显升高，

随着砷暴露浓度的增加，AST 内 ［Ca2 +］i 进一步升高，提示

砷暴露可导致细胞内钙超载，从而引起细胞内信号传递的紊

乱，对 AST产生毒性损伤作用。［Ca2 +］i 的变化与线粒体膜电

位的变化是否存在相互的关联或影响，尚需进一步的研究。
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