
胸腹内压变化等因素有关。 脂肪肝患者脂肪变性与纤

维化过程中, 随着病变时间的增加, 肝内纤维结缔组

织逐渐增加, 使肝实质顺应性降低; 同时肝内纤维结

缔组织的增加和肝实质僵硬程度加重, 使肝静脉狭窄

或变细; 肝静脉管道结构变模糊, 使肝静脉的顺应性

降低, 从而影响肝静脉的血流频谱和血流动力学变

化。 本研究中脂肪肝组与无脂肪肝组造模前、 后肝右

静脉最大流速差异无统计学意义 (P>0. 05), 可能与

本研究中大鼠造模时间短、 脂肪肝程度较轻有关外,
还可能与麻醉致不同个体大鼠呼吸周期中胸腹内压变

化不同有关。
综上, NAFL 致肝脏体积增大, 超声测量肝脏各

径线也随之增大, 可为 NAFL 研究提供有力的基础数

据, 但剪切波 V 值、 E 值以及肝脏血流动力学的改变

对于脂肪肝的诊断价值有待进一步研究。
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丙烯酰胺对人神经母细胞瘤 NB-1 细胞一氧化氮、
一氧化氮合酶、 谷氨酸水平的影响
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　 　 摘要: 为研究丙烯酰胺 ( ACR) 对 NB-1 细胞一氧化氮

(NO)、 一氧化氮合酶 ( NOS) 及谷氨酸 ( Glu) 表达水平的

影响, 将 NB-1 细胞诱导分化成熟后, 用不同浓度 ACR ( 0、
40、 80、 120

 

μg / ml) 对 NB-1 细胞染毒 48
 

h, 检测细胞内外

NO、 NOS 及 Glu 的含量。 结果显示, ACR 可以降低和减少细

胞内 NOS 活性和 NO 分泌, 细胞内、 外 Glu 含量降低, 其机制

可能与 ACR 抑制 Ca2+ / CaM 的合成有关。
关键词: NB-1 细胞; 丙烯酰胺 (ACR); 一氧化氮 (NO);

一氧化氮合酶 (NOS); 谷氨酸 (Glu)
中图分类号: R994　 　 文献标识码: B
文章编号: 1002-221X(2023)03-0241-03
DOI: 10. 13631 / j. cnki. zggyyx. 2023. 03. 013

研究发现[1-3] , 丙烯酰胺 (acrylamide, ACR) 具

有遗传、 生殖和发育毒性。 近年来, 虽有大量研究致

力于探讨 ACR 的神经毒性机制, 但具体机制尚未阐

明。 本研究选择性状稳定的 NB-1 细胞株, 研究 ACR
对 NB-1 细胞一氧化氮 (NO)、 一氧化氮合酶 (NOS)
及谷氨酸 (Glu) 表达水平的影响, 以期在细胞水平

上为 ACR 神经毒性机制研究提供线索。

1　 材料与方法

1. 1　 主要仪器及试剂　 CO2 培养箱( Thermo); 倒置

显微镜 ( Olympus); 2S-3 型酶标仪 ( 北京新机电公

司)。 ACR(国药集团化学试剂有限公司), db-cAMP、
MEM 培养基( Sigma 公司), 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), Glu、
NO、 NOS 测定试剂盒(南京建成生物技术公司)。
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1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养 　 实验所需 NB-1 细胞由中国疾病

预防控制中心职业卫生与中毒控制所提供。 细胞培养

基由 80%
 

MEM、10%胎牛血清、10%马血清、100
 

IU / ml
青霉素和 100

 

μg / ml 链霉素组成, pH
 

7. 4。 培养箱设

置为 37
 

℃ 、 95%O2、 5%CO2, 在此环境下, 每 4
 

d 换

液 1 次。 待细胞达到其对数生长期时对其传代。 NB-1
细胞生长稳定后对其进行诱导分化。 使用诱导剂 db-
cAMP, 终浓度为 1

 

mmol / L, 每隔 2
 

d 换液 1 次。 本

次实验使用经 db-cAMP 处理 10
 

d 后的细胞, 几乎所

有的幼稚细胞均分化成熟。 将诱导成熟的 NB-1 细胞

用不同浓度 ACR 处理后使其终浓度分别为 0、 40、
80、 120

 

μg / ml, 培养 48
 

h 后进行试验。 酶标仪

550
 

nm 波长下测定吸光度 (OD)。
    

1. 2. 2　 NO、 NOS、 Glu 含量测定　 将 NB-1 细胞反复

冻融 3 次使其破碎, 按照试剂盒说明书要求进行操

作, 采用酶标仪分别测定各波长 OD, 根据试剂盒说

明书中公式计算 Glu、 NO、 NOS 含量。 细胞外直接用

细胞培养液测定, 采用 Bradford 法测定蛋白含量。
1. 3　 统计分析　 采用 SPSS

 

21. 0 软件进行统计分析,
显著性检验采用 ANOVA 方差分析, 各组之间的两两

比较采用 LSD 检验, 显著性水平为 α= 0. 05。

2　 结　 果

随 ACR 浓度增高, NB-1 细胞内 NO、 NOS 及细

胞内、 外 Glu 含量均降低, ACR 三个剂量染毒组与对

照组相比较, 差异均有统计学意义 (P< 0. 05), 以

80
 

μg / ml 染毒组减少最为显著; 当染毒浓度增至

120
 

μg / ml 时, 其抑制效应减退, 但与对照组相比仍

有抑制作用。 细胞外 NO 含量无明显改变, NOS 活性

降低不明显, 仅 120
 

μg / ml 染毒组 NOS 表达水平显著

低于对照组 (P<0. 01)。 详见表 1。

表 1　 不同浓度 ACR 对 NB-1 细胞内外 NO、 NOS、 Glu 表达水平的影响 (x±s)

ACR 浓度

(μg / ml)

NO NOS Glu

细胞外(μmol / L) 细胞内(μmol / g
 

prot) 细胞外(μmol / L) 细胞内(μmol / g
 

prot) 细胞外(μmol / L) 细胞内(μmol / g
 

prot)

0 (对照) 16. 121±0. 032 29. 751±0. 008 3. 746±0. 091 2. 440±0. 005 22. 746±0. 068 35. 772±0. 057
 

40 15. 938±0. 068 23. 657±0. 036a 3. 815±0. 085 2. 324±0. 029a 15. 339±0. 092a 24. 072±0. 010a
 

80 16. 073±0. 047 22. 649±0. 037a 3. 669±0. 078 2. 154±0. 025a 9. 779±0. 051a 14. 442±0. 006a

120 15. 879±0. 071 27. 032±0. 002a 2. 436±0. 054b 2. 303±0. 476a 17. 003±0. 078a 28. 558±0. 064a

　 　 注: 与对照组比较, a, P<0. 05; b, P<0. 01。

3　 讨　 论

NB-1 细胞株是日本学者于 1973 年建立的第一个

人类神经母细胞瘤细胞系, 其提供了一个离子通道在

分化过程中的表达和调节的体外模型系统[4] , 能够

表达出与神经元相似的生化、 药理和功能方面的

特性。
NO 广泛分布于生物体各组织中, 是一种重要生

物信使分子和效应分子, 具有多种生理功能[5] 。 NO
在细胞内由 NOS 催化精氨酸而成, 包括神经细胞性

NOS (nNOS)、 诱导性 NOS ( iNOS) 和内皮细胞性

NOS (eNOS) 三种亚型。 所有 NOS 均有钙调蛋白

(CaM) 结合位点, 与 CaM 结合后才能够活化, 当

Ca2+进入细胞与 CaM 结合形成 Ca2+ / CaM 复合物, 与

cNOS 结 合 而 激 活 cNOS, 使 其 活 性 及 NO 合 成

增加[6-7] 。
本研究表明, ACR 浓度在 40 ~ 120

 

μg / ml 时均可

抑制 NB-1 细胞产生 NOS 和 NO, 以 80
 

μg / ml 作用最

为明显。 推测 ACR 可能直接作用于 CaM, 抑制 Ca2+ /

CaM 复合物的形成, 使 NOS 激活受阻而导致 NO 合

成减少, 表明 ACR 对 NB-1 细胞有毒性作用。 李冲

等[8]研究证实, ACR 可导致 NB-1 细胞内 Ca2+ 紊乱,
进而引发一系列的细胞损伤效应; 与 LoPachin[9] 、
Nordin-Andersson 等[10]的研究结果一致。 尽管在 ACR

 

120
 

μg / ml 时细胞内 NOS 和 NO 含量呈升高趋势, 但

相对于正常对照组仍有抑制作用, 提示大量 Ca2+只能

活化部分被抑制的 CaM, 高浓度 ACR 对 CaM 有较强

的抑制作用, 在一定程度上促进了 NOS 和 NO 释放。
随着 ACR 浓度的增高, 细胞内、 外 Glu 含量均

减少, 且 ACR 高剂量组较低、 中染毒剂量组有升高

趋势, 推断其机制仍与神经组织中的 CaM 有关。
CaM 对突触功能有重要的调节作用, Ca2+ / CaM 可通

过激活一些神经递质合成所需的酶系而调节神经递质

的合成, 影响神经递质的释放。 ACR 直接作用于

CaM, 使 Ca2+ / CaM 复合物合成受阻, 导致 Glu 合成

及释放减少。 神经递质释放是一精细复杂的过程, 关

于 ACR 影响神经递质释放的机制尚有待进一步研究。
(下转第 270 页)
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剂量监测值均<1
 

mSv / 年; 放疗技师、 放疗医师与病

人接触时间较长, 个人剂量监测值高于其他临床岗

位, 如放疗医师岗位个人剂量监测最大值达 2. 97
 

mSv / 年。 运行维护人员的受照剂量主要来自对治疗

设备的直接接触, 终端运维岗有 3 人次个人剂量监测

值>1
 

mSv / 年, 加速器运维岗、 电源辅助运维岗各有

2 人次> 1
 

mSv / 年。 提示临床工作人员中放疗医师、
放疗技师及运行维护人员需加强个人辐射防护。

为进一步做好职业病危害防护工作, 降低医用重

离子相关放射工作人员个人受照剂量, 保护其身体健

康, 结合相关研究[7] 现提出如下建议: (1) 加强医

用重离子相关工作人员职业素养和防护意识。 医务工

作人员避免在治疗室内治疗机头和治疗床区域停留过

长时间; 运行维护人员在原有加速器停机通风时间的

基础上, 增加通风间隔时间, 减少在治疗室内的停留

时间; 减少临床工作人员在治疗结束后立刻与患者接

触的时间。 (2) 加强医院内部重离子监督管理制度

的建设。 补充完善医院辐射安全管理制度; 持续加强

核安全文化宣贯, 全面培植核安全文化素养, 提高医

用重离子相关工作人员的守法意识; 高度重视辐射安

全关键岗位人员的管理工作, 落实岗位职责, 加强对

各岗位人员的监督管理, 加强辐射安全与防护的专业

培训, 避免不规范穿戴防护装备或其他原因造成的超

剂量照射。
(志谢　 中国科学院近代物理研究所苏有武研究员及兰

州大学循证医学中心对本研究的帮助)
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