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INFLUENCE OF POTASSIUM CIaORIDE OR GLUTAMATE ON 
CALCIUM ION PERMEABILITY OF HUMAN NEUROBLASTOMA 

SH-SY5Y CELL LINE 

CHEN Wen llir咆 LI Ya Li LI Lin 

(应归rtrrumt of Pharmacology , Xuan-Wu Hospiωl of Capital Un时时ty of丸创ical

&证'ences ， .&咒ijing Key La切ratory for Brain Aging ,Beijing 1∞053) 

ABS1RACf 

The pre妃nt study investigated the injury of cultured human neuroblastαna SH-SY5Y cell line induα对 by potassi田B

chloride(KCl)αglutarnate ， usi咱 th巳 metl时s of M1T and τBA 岱says which measured the cell viability and malondialde

hyde (MDA) , re5p!划内ly. ηle results showed that , when the cultur时 SH-SY5Y 民lls were incubated with KCl (40 -

8OmmollL)or glutarnate (50 - 10伽nmollL)for 4 hours in 抽血's buffer ∞ntaining 0;+ ,the cell viability was 吨nificantly

d田eased and the MDA∞ntent standi鸣 for the d鸣ree of lipid peroxidation increa剧; but the incubation of KCl or glutarnate 

with SH-SY5Y cells in 陆此's buffer without ea2 + did ∞t induce the obvio凶 char唱es in cell viability and lipid peroxidation. 

The morphol，句ical ch吨.es oOOerv刨 出m鸣h the pha世∞ntrast rnicros∞pe were in a=rd with above results. The 出peri

rnentsindicate 也at the cult町ed human neuroblast∞18 SH-SY5Y cellline can be injured by KQ or glutarnate ,and their injur 

d町ts 缸e relatedωthe inflow of extracellular ea2 + and lipid peroidation.ηliscellmc对el may pro\赳e a quick and simple 

means for screening the n四ro-protecti ve 企1耶

Key WonJs: Neuroblast创na cell lir阳 SH.SY5Y PotassilDD chloride G1utamate Cellular iIÜ町y Lipid 

阴~xidation Calcimnion 

还原型谷脱甘肤对亚硝酸纳诱导的内皮细胞凋亡的保护作用

肖南刘韧田昆仑刁有芳汪志文

(第三军医大学大坪医院野战外科研究所重庆 40∞42)

内皮细胞( endothelial cells , ECs)由于其分

布的特殊性，在结构和功能上均很重要。 ECs

的凋亡可能导致血管内皮屏障功能的丧失，使

血管易于渗漏及组织器官水肿。 研究表明 ECs

的凋亡与细胞内氧化应激反应有关[1] ，而还原

型谷脏甘肤(glutathione ， GSH)及其相关氧化一

还原循环在维持细胞还原状态，抗氧化损伤中

具有重要意义[2) 。本研究采用亚碑酸纳(时i

um arsenite，Ars)诱导 ECs 发生凋亡，观察 GSH

对 ECS 的保护作用，并初步探讨其保护作用的

机理。

材料和 方法

1.主要试剂和仪器

臼H(匈na) ， DMEM 培养基(Giboo ) , Ars (Me础，
Gennany) ， 腕蛋白酶( Sigma ) , Dihy巾。rhodamine 123 

(Sigma) , mo四皿ti human CD54: Fr配( Serotec ) , 7-

ami胁actinomycin D ( 7 -AAD ) ，流式细胞仪(Coulter ) , 

α元培养箱 (Shel-Lab) ，恒温水浴(Co1e-Par古段r) ，其他

有关试剂均为国产分析纯。

2. 人内皮细胞的培养

本文 1朔年 9月 7 日收到1削年 2月 14 日接受。
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人内皮细胞株 ECV-304 来摞于人脐静脉内皮细

胞，从 A'ICC细胞库引进。 培养液用 D岛1EM(含 10%

FCS ， l∞U/I时 青霉素， 100问/m1 链霉素) ， 37't 、 5%

α元培养，0.25%膜蛋白酶/0.02%E町A消化传代。

3. 实验分组

配V-304 消化后制成单细胞悬液，调整细胞浓度 4

X 105 /1时，接种至无菌培养管 (2m1/'管)。分为 7 个组

别:对照， 4 x 1O-5moIILArs, 8 x 1O - 5 mo1ILAI哩 ，1. 6 x

10 - 4 molILAI宫， 4 X 10-5 mol!LArs + 5 x 10-5 moIl 

IβSH ， 8x 1O-5mo1ILArs + 5 x 1O- 5moIILGSH , 1. 6 x 

1O-4mol!LArs+ 5 x 1O- 5molll启础。 培养 24h 后测定

相关指标。

4. 凋亡细胞的定量[3]

上述各组配V-304 ，培养 24h 后离心， 0.01moIIL

PBS 洗涤两次，加入 20问/m1 7-AAD 于 4't放置

20nùn，在流式细胞仪上测定饲亡细胞数，激发波长

488皿1，发射波长 650nm，收集 5∞0个细胞。

5. 细胞闰粘附分子-1 ( Inter咽lIu1ar adhesion 

mole钮'时， IC灿1-1)表达测定

ECV-304 离心洗涤后，加 10μ1m。因e anti human 

∞64:FITC ， 4'C放置3Onún，在流式细胞仪上测定平均

通道荧光 (mean channel fluor四ence ， MCF) ， 激发波长

488nm，发射波长 525nm，收集 5∞0 个细胞。

6. ECS 氧化状态(oxidative state)分析[4]

ECV-304 离心洗涤后， 加 10μ Dihy也urhodamine

123(终浓度 10才mollL) ， 37'C水浴 10nún，在流式细胞

仪上测定 MCF，激发波长 488nm，发射波长 525nm，收

集 50∞个细胞。

7. 统计学处理

结果以均数土标准差(云土 S)表示，采用 t 检验进行

统计分析。

结 果

1. Ars诱导 ECs 凋亡及 GSH 的保护作用

(图 1)

Ars 可明显诱导 ECs凋亡，与对照相比相

差显著 ( P<O.Ol) ，并且在一定范围内呈剂量

依赖关系。 4 X 1O- 5mollLArs 时应用 GSH 不

能使 ECs凋亡降低，且略有升高，但二者无统

计学差异。 8 X 1O - 5 mollLArs及1. 6 X lO- 4

mol/LArs时应用 GSH 可显著降低 ECs凋亡，

使凋亡细胞百分率分别从 25.67 士 1.98 % 、

54. 43 :1: 11. 06 %降低至 17.93 :t 0.76% 、26.07

士 0 . 75%(P<0 . 01 ， P<0 . 05 ) 。

70嘈 ** 
60 

50 
~ 
~ 40 
dω 。 30
。。巳。。

1rl 

Ars Ar s Ars 

图 1 AI百诱导 ECsì.周亡及 GSH(50μM)的保护作用

x士 s ， n= 6 铮铮 P<O.Ol vs ∞ntrol; 

+ + P <O.Ol vs8 X10-5molIL Ars; 

# P <0.05 vs 1. 6 X 1Q -4mol1LArs 

2. Eα 的 IC灿1-1 表达(图 2)

三种剂 量的Ars均可 以使 ECs表达

IC丛1-1升高，其中 4 x 10 - 5 mollLArs组与对照

相比元显著差异， 8 x 10 - 5 mollLArs及1. 6 x

1O - 4mol几Ars 组与对照相比有显著差异(P<

0 . 05) 0 GSH 处理后 4 X 1O - 5mollLArs + 5 x 

10 - 5mollLGSH 组 IC灿1-1 表达略有升高，但

与对照及 4 x 10 - 5 mollLArs组相比元显著差

异; 8 x 10 - 5 mollLArs及1. 6 X 1O-4mol lLArs 

浓度时应用 GSH 可以使 IC丛1-1 表达减少(P

<0 . 0日，但仍未恢复到对照水平。

* 

事
〈
U

图 2 Ars及臼H(5 X 10- smoI/ L) 
对 ECS IC灿1-1 表达的作用

x :t s ， n=6 ，铃 P<0 . 05 vs ∞ntrol; + P< 0. 05 vs 8 x 
1O-5mollL Ars; 拌 P<0.05 vs 1. 6x 1O-4mollL Ars 

3. ECs氧化状态的变化(图 3)
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与对照相比，4 X 1O- 5 mollL、 8 X 1O - 5moll 
L、1. 6 x 10 - 4 mollLArs 均可以使 ECs氧化状

态明显降低(P<O. 05-0. 01) ;GSH 能使氧化状
态升高，其中 4 X 1O-5mollLArs+ 5 X 1O - 5moll 
LGSH 组可恢复到对照水平，其余两组与对照

相比仍有显著差异(P<0.05) 。
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图 3 Ar百及 GSH(5 X 10 - SmoI/ L) 
对皿》 氧化状态的作用

x士 s ， n=6 ， * P<O. 05 , * * P<O. 01 vs control 

讨 论

亚呻酸纳(Ars)诱导 ECs凋亡是文献中常

见的在体外研究细胞凋亡的模型，效果明显而

且稳定。 用 7-AAD 染色在流式细胞仪上可区

分正常细胞、凋亡细胞和坏死细胞，保证了凋亡

细胞检测的准确性。 由于我们采用悬浮式细胞

培养，ECs 的增殖被大大抑制，因此可以探讨对

一定数量的细胞而言 GSH抗凋亡的作用。

本研究发现，Ars可明显诱导 ECs凋亡，并

具有剂量依赖性。 Ars还使 ECs粘附分子

IC灿1-1产生增加，细胞内氧化状态降低。 GSH

是细胞内主要的抗氧化剂，细胞内 GSH 水平升

高可以使细胞对碑剂诱导的凋亡不敏感，我们

观察到给予 5 X 10-5mollL GSH 可明显降低高

剂量Ars诱导的 ECs 凋亡，最高可达 50% 以

上;同时，抑制 IC丛凹 的产生，升高细胞内氧

化状态，提示给予外源性 GSH 确能防止Ars诱

导的 ECs凋亡。 Pollman 等人研究表明，血管

平滑肌细胞凋亡与细胞内 GSH 水平降低有

关[5] ，抑制细胞内 GSH合成还可促进眼镜蛇毒

诱导的内皮细胞凋亡[6] ，进一步说明 GSH有保

护细胞、防止凋亡的作用。 GSH 防止凋亡与其

改变细胞内氧化还原状态有关[1 ， 2 ) 0 ECs氧化

状态反映了细胞内还原物质的水平，氧化状态

越高表明还原物质水平越高。本研究发现Ars

可降低氧化状态，使凋亡增加，而 GSH 则可升

高氧化状态，降低凋亡，提示 GSH 可能通过改

变细胞内氧化状态而防止凋亡。 Wang 等已证

实Ars 可使 ECs氧化状态降低，牛磺酸能升高

氧化状态，降低凋亡比例[7) 。 还有研究显示，

血细胞内 GSH 水平决定其对三氧化二碑诱导

凋亡的敏感性[剖，并且细胞内氧化还原状态在
细胞凋亡中起决定性作用[9) 。

本研究还发现，在低浓度Ars(4 X 10- 5 

mollL)情况下， GSH 虽可升高氧化状态，但并

未明显降低凋亡比例和 IC且1-1 产生，其原因

尚不清楚。 可能与Ars浓度有一定关系。另

外，近来认为细胞内氧化还原状态对凋亡有双

重作用[ 1 ， 10 ) 。 在低浓度 Ars时是否与此有关尚

有待进一步研究。

摘 要

本文主要观察还原型谷脱甘肤(GSH)对亚

呻酸纳(Ars)诱导的培养内皮细胞凋亡的保护

作用。 体外培养人内皮细胞株 ECV-304 ，用 4

X lO - 5 、 8 X 10 - 5 、 1. 6 X 1O - 4 mol几Ars及 5 x

10 - 5molILGSH 作用 ， 24 小时后用流式细胞仪

进行凋亡细胞定量、 IC灿1-1 表达及氧化状态

的测定。 结果Ars 以剂量依赖方式引起 ECs的

凋亡，增加 IC且在-1 表达，降低氧化状态;GSH

可使 8 X 10 - 5和 1. 6 X 10 - 4mollLArs 引起的凋

亡分别降低 30 .2% 和 52.1% (P< O. 01 , P< 
0.05 ) ;GSH 还明显降低 Ars引起的 ECs I
C灿凹的表达，但对 4 X 1O- 5mollLArs引起者

作用不明显 ， GSH 可升高 ECs的氧化状态，而

且对 4 X 10 - 5 mollLArs 引起者最为明显。 结

果表明 GSH 对Ars引起的 ECs凋亡有保护作

用，且可能与调节 IC灿M表达有关。

关键词:内皮细胞 凋亡谷脱甘歇
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PROTECfION OF GLUTATHIONE AGAINST ENDOTIlELIAL 
APOPTC郑IS INDUCED BY SODIUM ARSENITE 

XIAO Nan LIU Ren TJAN Kun Lun DIAO You Fang WM币2咀 Wen

(Rωmπh lnstitute of Surg町，Thping I如户tal , the Third Military Medical University Chang qing 40∞42) 

ABS1RAcr 
In ord巳z ωstudy the prot优tive effect of glutathione(GSH) on endothelial apoptasis , the endothelial cells strain E)αT-304 

wasα:x:ultured in vitro with 40 ,80 and 160 问nollL sodium arsenite( Ars) alone and with 50 阳ollL GSH res阿6四ly.
Twen勾rfour hours after 叫t町， end。由elial apoptosis , ICAM-l 四pression and oxidative state were detennir黯d by flow cytcxn
etry. τbe results showed that Ars in口创反对 endothelial apoptasis with d倒也pendent rnaru町，叩E嗯血时 lCAM-l expres
sion and suppres民d the oxidativl巳 state.GSH d回回况d 由巴巴ndothelial apoptosis induced by 80 and 160 阴阳llL Ars by 30. 
2% and 52.1 % ， res阳tively ， and down-r嗯ùated JCAM- 1 四pression . As for apoptosis and lCAM-1 expr臼sion at 40 闪而11

L Ars, GSH did ∞t show significant effects. GSH ∞uld also pr岱缸ve the 0泪dative stat怠 ， which was more potent in 由at in
duced by 40μM Ars.We ∞ncl叫ed that GSH ∞uldpro阳t the endothelial apoptasis induced by Ars, and trus may 路即iate
with down-r喀ulation of lCAM-l 四presslon.

Key wo时S: Endo也elial cells A阴>ptosis Glutathione 

多色荧光原位杂交对昆明山海棠和丙烯酷股

诱发微核染色体组成的研究

杨明杰曹佳

(第三军医大学预防医学系分子毒理实验室重庆 40∞38) 

前期我室报道了使用小鼠次要卫星 DNA

探针荧光原位杂交和 C阻ST染色对昆明山海

棠和丙烯眈胶诱发微核的着丝粒组成比例的研

究[13] ，这两种方法虽然可以较好地了解微核

(micronuclei) 的组成情况，但却无法提供微核

染色体断片组成的信息 ，为此，我们采用更为精

确的着丝粒和端粒 DNA 探针多色荧光原位杂

交(Multi∞lor f1uorescen t in situ h ybridization , 
多色 FISH)技术，深入研究了昆明山海棠和丙

烯酌胶诱发小鼠 N田 3τ3 细胞微核的着丝粒

和端粒组成比例，以了解微核的染色体组成，进

而了解这两种化合物的遗传毒性。

材料和 方法

1.曼试化合物

昆明山海棠 [Tri岁的客ium hyj略laucum ( Level ) 

本文 1999 年 1 月 28 日收到 ， 6 月 29 日接受。
本课题由国家自然科学基金资助(基金编号

39400114 ) 。
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