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亚砷酸钠对辽宁绒山羊皮肤成纤维细胞的毒作用分析
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(辽宁师范大学生命科学学院/辽宁省生物技术与分子药物研发重点实验室, 大连 116081)

摘要      该研究将辽宁绒山羊作为一种新的砷染毒动物模型来探究亚砷酸钠对其皮肤成纤维

细胞的毒性作用, 为砷影响绒山羊皮肤成纤维细胞的毒性效应及毒理作用机制提供理论依据。实验

中采用不同浓度(0~120 μmol/L)的亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞分别染毒24、48、72、96 h。通

过MTT法检测各实验组亚砷酸钠对细胞增殖与抑制的影响; 用免疫荧光、透射电镜观察细胞骨架、

细胞质与细胞器的变化; 用彗星实验检测DNA损伤; 用流式细胞仪检测细胞凋亡及溶酶体和线粒体

的变化。研究发现在处理时间为24 h和48 h时, 剂量范围为0~5 μmol/L的亚砷酸钠能促进绒山羊皮肤

成纤维细胞增殖, 5~120 μmol/L浓度的亚砷酸钠会引起细胞毒性和基因毒性; 72 h和96 h时各浓度亚砷

酸钠始终对细胞生长表现出抑制作用。当处理时间为24 h时, 亚砷酸钠已经对细胞表现出明显的毒

物兴奋效应, 因此, 该文选取24 h为亚砷酸钠染毒辽宁绒山羊皮肤成纤维细胞的最佳处理时间。低水

平(0~5 μmol/L)亚砷酸钠处理细胞时, 此时细胞骨架形态均匀且细胞骨架中微管蛋白聚合, 活细胞数

目增多, 细胞器完整, 线粒体膜电位升高, 溶酶体数量增多; 高水平(5~120 μmol/L)亚砷酸钠处理细胞

时, 细胞骨架形态差异较大, 微管蛋白荧光明显减弱, 细胞器损伤、DNA损伤严重、细胞凋亡数目

明显增多, 溶酶体活性和线粒体膜电位(ΔΨm)降低, 表明亚砷酸钠诱导的绒山羊皮肤成纤维细胞凋

亡机制可能与溶酶体和线粒体途径相关。该研究得出亚砷酸钠对绒山羊皮肤细胞的毒性作用呈“剂
量–时间效应”关系, 即作用时间为24 h时, 低浓度的亚砷酸钠会促进细胞增殖, 且对细胞生长起促

进作用的最佳浓度为0.5 μmol/L, 然而亚砷酸钠(>5 μmol/L)会引起绒山羊皮肤成纤维细胞的细胞毒

性与基因毒性。
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Abstract       Liaoning cashmere goats were used as a new arsenic-infected animal model to explore the toxic 

研究论文



赵凤琴等: 亚砷酸钠对辽宁绒山羊皮肤成纤维细胞的毒作用分析 695

effects of sodium arsenite on its skin fibroblasts, providing a theoretical basis for the effects of arsenite on skin fi-
broblasts of cashmere goats and the mechanism of toxicological action. In the experiment, different concentrations 
of sodium arsenite (0-120 μmol/L) were used to infect skin fibroblasts of cashmere goats for 24, 48, 72, 96 h, respec-
tively. The effects of sodium arsenite on cell proliferation and inhibition were detected by MTT assay. The changes 
of cytoskeleton, cytoplasm and organelle were observed by immunofluorescence and TEM (transmission electron 
microscopy). The comet assay was used to detect DNA damage. FCM (Flow cytometry) was used to detect the 
changes of cell apoptosis, lysosome and mitochondria. Based on all results, at 24 h and 48 h, the lower concentra-
tions of sodium arsenite (0-5 μmol/L) were found to induce the proliferation of Liaoning cashmere goat skin fibro-
blasts, while higher concentrations (5-120 μmol/L) inhibited proliferation and could cause cytotoxicity and geno-
toxicity. Furthermore, at 72 h and 96 h, all concentrations of sodium arsenite always showed inhibitory effects on 
cell growth. When the treatment time was 24 h, sodium arsenite had shown obvious toxic excitatory effect on cells, 
so this study chosed 24 h as the best treatment time for sodium arsenite to infect cells. When treated with sodium 
arsenite (0-5 μmol/L) for 24 h, the cytoskeleton morphology was uniform and microtubule proteins in the cytoskel-
eton were polymerized; the organelles were complete; the number of living cells and lysosomes increased; as well 
as MMP (mitochondrial membrane potential) increased. Nevertheless, when the concentration of sodium arsenite 
was 5-120 μmol/L, there were significant differences in cytoskeleton morphology, and the microtubule protein 
fluorescence was significantly weakened; the number of organelle damage, DNA damage and apoptosis signifi-
cantly increased; lysosomal activity and MMP (ΔΨm) were decreased. These results indicate that the mechanism 
of apoptosis induced by sodium arsenite may be associated with lysosomal and mitochondrial pathways. This study 
concludes that sodium arsenite on the toxic effects of cashmere goat skin cells show “dose-time-effect” relationship, 
that is, at 24 h, low concentrations of sodium arsenite can promote cell proliferation, and the optimal concentration 
for cell growth is 0.5 μmol/L. However, sodium arsenite (>5 μmol/L) can cause the cytotoxicity and genotoxicity.

Keywords        sodium arsenite; Liaoning cashmere goat; skin fibroblast; cytotoxicity; apoptosis; genotoxicity

砷是自然界分布极广的类金属元素, 我国是受

砷中毒影响较重的国家之一[1]。自然界中砷多以化

合物的形式存在, 近年来, 一些砷制剂(阿散酸、洛

克沙胂等)被用于动物饲料中, 以促进动物生长[2-3]; 
还有一些砷化合物[如三氧化二砷(As2O3)、砷酸钠

等]用作木材防腐剂、杀虫剂和杀菌剂等[4]。这些砷

制剂的广泛使用导致动物经食物或饮水摄入过多残

留的砷从而引发慢性砷中毒。砷化合物分为有机砷

(如一甲基砷酸、二甲基砷酸)和无机砷, 其中, 无机

砷多以三价(如三氧化二砷、亚砷酸钠等)和五价(雄
黄、雌黄等)状态存在, 一般来说, 三价砷比五价砷

毒性大, 约为60倍, 且三价砷易与体内巯基(-SH)结
合, 会在机体的肝、肾、肺等部位蓄积, 特别是在角

蛋白含量较多的皮肤、毛发和指甲中蓄积。皮肤被

认为是对亚砷酸盐毒性最敏感的器官之一[5]。

辽宁绒山羊是我国严禁出境的珍贵品种资源

之一, 主要分布在中国辽宁省的瓦房店、庄河、辽

阳以及盖州等地, 所产山羊绒具有产绒量高、绒纤

维长、粗细度适中等优越品质。但在畜牧养殖过程

中用于促进动物生长发育的砷制剂饲料以及工农业

中砷化合物添加剂的使用, 直接或间接导致砷在绒

山羊的皮肤和体内蓄积, 致使受影响的靶器官之一

的羊皮肤正在发生着一系列变化, 并最终会影响到

羊绒的品质。

当前学术界主要从细胞和分子水平来探究环

境污染物砷对动物(人、鹿、鼠等)细胞的影响。

MUHAMMAD等[6]在研究砷化物对巴基斯坦泰迪

山羊雄鹿的精液质量和生殖激素的毒性作用时发

现, 当每天喂予雄鹿砒霜(主要成分为As2O3)的处理

量为5 mg时, 会对雄鹿的生殖产生不良影响, 同时还

发现了维生素C可以有效改善砷对精液质量和激素

的不良影响。LIBIA等[7]研究亚砷酸钠对人表皮角质

细胞的增殖影响发现, 亚砷酸钠在0.001到0.010 μmol/L
浓度时诱导细胞增殖, 但在高浓度(>0.5 μmol/L)时
抑制细胞增殖, 产生细胞毒性效应。XIE等[8]发现, 
砷在0.5~10.0 μmol/L的浓度范围对人类支气管成纤
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维细胞和上皮细胞是有细胞毒性的。研究表明, 无
机砷化物可诱导DNA损伤, 一般认为砷在高剂量下

才诱导细胞DNA断裂损伤, 从而引起基因毒性[9]。

ZHANG等[10-11]发现,  亚砷酸钠可以诱导人类皮肤细

胞DNA单链断裂。有研究者利用彗星实验检测得出

亚砷酸钠可引起人肺细胞和淋巴细胞DNA单链断

裂, 说明亚砷酸钠具有基因毒性作用[12]。在高浓度

时, 砷可抑制细胞分化, 导致基因组不稳定和细胞凋

亡[13-14]。研究表明, 溶酶体和线粒体在细胞凋亡中

起着重要的作用, 其作用机制是外界条件刺激诱导

细胞凋亡的重要途径[15-16]。也有文献表明外源刺激

可以使细胞内溶酶体稳定性破坏从而释放相关酶类

并作用于线粒体, 使线粒体膜的稳定性遭到破坏, 导
致细胞凋亡[17]。目前, 研究砷染毒机制的实验对象

多为人、鹿、小鼠细胞, 尤以对肝细胞影响的研究

居多, 而对于砷影响绒山羊皮肤细胞的相关研究还

未展开。因此, 本研究以亚砷酸钠为染毒物质, 采
用MTT、免疫荧光检测、透射电镜分析、彗星实

验以及流式细胞术检测亚砷酸钠对绒山羊皮肤成

纤维细胞毒性、基因毒性与细胞凋亡的情况, 初步

探究环境污染物砷对绒山羊皮肤细胞增殖和细胞

凋亡的作用, 为后续研究砷导致绒山羊皮肤细胞损

伤及环境因素对绒山羊皮肤细胞生长的影响提供

理论依据。

1   材料与方法
1.1   实验动物采集

实验动物购自中国辽宁省大连市金石滩的绒

山羊养殖场。研究涉及的动物实验经由辽宁师范大

学动物保障与使用委员会批准。

1.2   绒山羊皮肤成纤维细胞的分离、培养与处理

在绒山羊腹部剪取皮肤, 用无菌PBS冲洗, 75%
酒精浸泡5 min, 再用大量无菌PBS冲洗, 将组织剪成

1 mm×1 mm×1 mm体积的碎块, 加入2倍体积混合酶

液, 37 °C消化30~45 min, 1 500 r/min离心5 min, 弃上

清, 加无菌PBS清洗并离心2次后, 弃上清, 往沉淀中

加适量完全培养基(Hyclone, 美国), 重悬后所有细胞

在37 °C、5% CO2条件下培养。

1.3   MTT检测

将辽宁绒山羊皮肤成纤维细胞扩增培养, 待细

胞生长至对数期时, 调整细胞密度为5×104个/mL, 
分别接种至96孔细胞培养板中培养, 每孔100 μL, 每

个浓度梯度3个复孔。用不同浓度(0~120 μmol/L)的
亚砷酸钠(Sigma, 纯度≥99%)进行给药处理, 培养24、 
48、 72、 96 h, 每孔加入10 μL的MTT(Sigma, 美国), 避
光条件下培养3~4 h后, 吸去培养液, 每孔加入150 μL 
DMSO(Invitrogen, 美国), 于摇床上混匀10 min, 将酶标

仪调至492 nm波长进行检测。结果为3次实验的均值。

1.4   免疫荧光检测

根据MTT实验筛选出24 h的数据更能明显反

映出增殖和抑制的趋势, 所以后续实验均选用不同

浓度的亚砷酸钠处理24 h的细胞。将其完全附着在

盖玻片的表面上, PBS漂洗3次, 用4%多聚甲醛固定

10 min。然后于室温条件封闭在10% FBS中10 min。
加入抗微管蛋白一抗(Abcam, 美国), 4 °C孵育过夜, 
PBS洗涤。加入FITC标记的鬼笔环肽(Actin-Trakcer 
Green, C1033), CY3标记二抗(带有红色荧光CY3标
记的二抗), 37 °C孵育30 min。细胞核用蓝色荧光

(Hoechst33258, 中国, C1017)染色30 s, PBS漂洗3次
后封片, 免疫荧光显微镜下拍照。

1.5   透射电镜分析

收集用不同浓度亚砷酸钠处理24 h后的细胞, 
加2.5%戊二醛进行固定, 再用1%锇酸固定, 丙酮脱

水处理, 包埋剂与丙酮3:1处理样品, 70 °C恒温过夜。

超薄切片后加醋酸铀染色液(Spi-Chem, 美国)和柠

檬酸铅染液(Spi-Chem)染色, 用电镜观察。

1.6   彗星实验

细胞收集后制成单细胞悬液, 用PBS冲洗后

5 000 r/min离心5 min, 离心后将细胞浓度调整为

106~107个/mL, 取10 μL约含1 000个细胞的细胞悬

液和75 μL 0.5%低熔点琼脂糖LMA在37 °C条件下

混匀, 迅速盖上盖玻片。用细胞裂解液裂解1 h, 裂解

后, 置于加电泳缓冲液(0.186 g Na2EDTA、 6 g NaOH、

500 mL双蒸水, pH13)的水平凝胶电泳中, DNA解旋

20 min, 在25 V、300 mA条件下电泳20 min。电泳后

置于Tris-HCl(pH7.5)缓冲液中15 min, 然后用50 μL 
30 μg/mL的溴化乙锭(Sigma)染色20 min。利用荧光

显微镜观察和CASP软件分析。

1.7   细胞凋亡检测

将绒山羊皮肤细胞接种至6孔板中, 接种密度

为105个/孔(细胞达到80%黏连), 每孔加入1 mL培养

液。细胞经胰酶消化后, 收集细胞悬液, 用PBS调整

细胞浓度, 75%冰乙醇固定细胞1~2 h, 取200 μL细
胞悬液与10 μL PI混匀, 室温孵育45 min, 冷PBS溶液
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洗涤细胞, 流式上机检测, CELL Quest软件分析细胞

散点图, 根据各象限细胞数计算凋亡细胞比例。

1.8   溶酶体分析

将细胞铺板于24孔板中, 密度为5×104个/mL, 
给予不同浓度的亚砷酸钠进行处理, 于24 h后去除

细胞培养液, 加入至37 °C温育的Lyso-Tracker Red染色

液中, 与细胞共孵育30~120 min, 每组随机选择50个细

胞测量其荧光强度, 用共聚焦显微镜进行观察分析。

1.9   线粒体膜电位(ΔΨm)分析

将细胞铺板于24孔板中, 密度为5×104个/mL, 
给予不同浓度的亚砷酸钠进行处理, 于24 h后取

出细胞培养液, 加入至37 °C预温育的Mito-Tracker 
Green染色液中, 与细胞共孵育30 min, 用荧光显微

镜观察进行拍照, 图像软件分析。

1.10   统计学分析 
采用SPSS 19.0软件进行统计学分析。数据以

均值±标准偏差表示, 采用单因素方差分析, 差异显

著表示为P<0.05, 差异极显著表示为P<0.01。

2   结果
2.1   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞的细胞

毒性

2.1.1   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞增殖与

抑制的影响      按照0、 2、 5、 10、 15、 30、 60、 120、 
240、 480 μmol/L亚砷酸钠给药处理后进行MTT检
测, 没有找到对细胞生长起促进作用的最佳浓度以

及产生毒性作用的临界浓度。因此, 后期对浓度作

了相应的调整, 从5 μmol/L继续往下稀释到2.5、 1、 
0.5、 0.1 μmol/L, 同时将最高浓度设定在120 μmol/L, 
继续MTT检测实验。检测后的数据显示, 24 h和48 h
均出现明显的先增殖后抑制的趋势, 存在一定的剂量

效应关系。但48 h细胞的增殖效果要弱于24 h, 细胞

的抑制效果较24 h稍明显; 而72 h和96 h时只出现抑

制作用, 由于亚砷酸钠在24 h时, 已经对细胞产生了

明显的毒性效应, 因此选取24 h进行后续实验。24 h时, 
亚砷酸钠浓度为0.5 μmol/L时对绒山羊皮肤细胞有明

显的促进增殖作用; 浓度在1~2.5 μmol/L时, 增殖效果

减弱; 而浓度范围为5~120 μmol/L时对绒山羊皮肤成

纤维细胞产生显著的毒性作用(P<0.05)。见表1和表2。
根据MTT实验的结果, 选择24 h条件下的四个浓度组

进行下面的实验, 分别为对照组(0 μmol/L)、增殖组(增
殖, 0.5 μmol/L)、临界组(临界, 5 μmol/L)和半致死浓

度组(IC50, 45.66 μmol/L)。亚砷酸钠对绒山羊皮肤细

胞的IC50浓度值利用Curve 1.4软件估算。

2.1.2   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞骨架的影

响      荧光显微镜观察, 结果表明, 与对照组相比, 增
殖组细胞骨架伸展, 细胞形态均匀, 轮廓较清晰, 核
周红色荧光较密集排列, 促进微管蛋白聚合; 临界组

的细胞形态有所改变, 细胞间隙变大, 细胞微丝收缩

明显, 细胞骨架形态差异较大, 核周红色荧光较分散

排列; IC50组的细胞皱缩, 形态不均匀, 细胞间隙更

大, 细胞微丝收缩更明显, 细胞骨架形态差异更大, 
核周红色荧光较弱, 抑制微管蛋白聚合(图1)。
2.1.3   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞质和细胞

表1   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞增殖的影响

Table 1   Effects of sodium arsenite on skin fibroblast proliferation

浓度/μmol·L–1

Concentration /μmol·L–1

               D492        

24 h 48 h 72 h 96 h
    0
    0.1
    0.5
    1.0
    2.5
    5.0
  10.0
  15.0
  30.0
  60.0
120.0

0.785±0.003       
0.789±0.005      
0.865±0.002**     
0.846±0.009**     
0.814±0.014*    
0.769±0.006*     
0.744±0.009**      
0.666±0.007**    
0.559±0.008**    
0.287±0.003**     
0.236±0.002**     

0.896±0.010
0.907±0.005
0.927±0.005**
0.918±0.005*
0.914±0.008
0.859±0.006**
0.824±0.007**
0.733±0.004**
0.582±0.008**
0.226±0.004**
0.200±0.008**

1.096±0.008
1.079±0.004*
1.048±0.004**
1.006±0.003**
0.963±0.003**
0.918±0.005**
0.874±0.003**
0.754±0.006**
0.517±0.006**
0.199±0.004**
0.174±0.002**

1.176±0.050
1.105±0.003
1.049±0.006*
0.991±0.005**
0.939±0.005**
0.880±0.006**
0.828±0.006**
0.690±0.008**
0.439±0.005**
0.191±0.003**
0.153±0.003**

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs CK group.
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器的影响      透射电镜超微结构分析发现, 对照组和

增殖组细胞质分布均匀, 细胞器清晰可见, 有丰富的

内质网和线粒体, 内质网边界明显, 同时线粒体膜完

整, 嵴清晰; 临界组细胞质稍有弥散, 细胞器仍可见, 
但视野下的内质网数量减少且内质网呈扩张状态且

已不清晰, 同时线粒体肿胀疏松, 嵴模糊; IC50组细

胞质分布弥散, 不均匀, 细胞器已呈不清晰或无的状

态, 其中线粒体膜不完整, 嵴断裂, 内质网等已呈现

不清晰的状态(图2)。 

2.2   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞的基因

毒性

本研究利用彗星实验进一步探究亚砷酸钠对

绒山羊皮肤成纤维细胞的基因毒性。结果显示, 空
白对照组细胞DNA部分保持球形(有头无尾), 增殖

组DNA仍呈球形未有拖尾现象, 然而临界组开始出

现拖尾现象, IC50组细胞DNA则产生较明显的彗星

样拖尾(图3)。增殖组和临界组以I级DNA链断裂为

主, 而IC50组出现I、II、III级DNA链断裂, 随着浓度

蓝色荧光为染核, 绿色荧光为微丝, 红色荧光为微管。

The blue fluorescence is stained nucleus, green fluorescence is microfilament, and red fluorescence is microtubule.
图1   亚砷酸钠处理24 h细胞骨架荧光标记合并图

Fig.1   Cytoskeleton fluorescent labeling merge graph after 24 h sodium arsenite treatment

CK Promote

Critical IC
50

20 µm 20 µm

20 µm 20 µm

表2   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞的抑制率/%
Table 2   Inhibition rates of sodium arsenite on skin fibroblasts of cashmere goats /%

浓度/μmol·L–1

Concentration /μmol·L–1 

           抑制率

Inhibition rates
     

   24 h  48 h 72 h 96 h
    0.1
    0.5
    1.0
    2.5
    5.0
  10.0
  15.0
  30.0
  60.0
120.0

  –0.552 016 985       
–10.191 082 800
  –7.770 700 637    
  –3.694 267 516    
    2.080 679 406     
    5.180 467 091     
  15.159 235 670     
  28.832 271 760     
  63.481 953 290     
  69.893 842 890     

–1.227 678 571
–3.497 023 810
–2.418 154 762
–2.046 130 952
  4.166 666 667
  8.072 916 667
18.229 166 670
35.081 845 240
74.813 988 100
77.715 773 810

  1.909 090 909
  4.757 575 758
  8.545 454 545
12.454 545 450
16.545 454 550
20.515 151 520
31.454 545 450
52.969 696 970
81.939 393 940
84.212 121 210

  6.065 759 637
10.827 664 400
15.702 947 850
20.153 061 220
25.170 068 030
29.591 836 730
41.354 875 280
62.698 412 700
83.758 503 400
86.961 451 250
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的增加, DNA链断裂程度加强, 亚砷酸钠引起细胞

DNA尾的百分比(DNA彗星尾巴占总DNA的百分

数)明显升高, DNA损伤越来越严重, 其差异具有统计

学意义(P<0.01)(表3)。说明了高浓度亚砷酸钠可以

引起绒山羊皮肤成纤维细胞DNA链断裂, 从而引起

图2   亚砷酸钠处理24 h细胞质与细胞器形态变化图

Fig.2   Cytoplasm and Organelle change after 24 h sodium arsenite treatment

CK Promote

Critical IC
50

0.5 µm 0.5 µm

0.5 µm 0.5 µm

图3   亚砷酸钠处理24 h细胞DNA荧光标记合并图

Fig.3   Cellular DNA fluorescent labeling merge graph after 24 h sodium arsenite treatment

CK Promote

Critical IC
50

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

DNA损伤。     
2.3   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞凋亡的

检测

将绒山羊皮肤成纤维细胞用亚砷酸钠处理24 h，
并用Annexin V-FITC和PI染色。流式细胞仪定量检测
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各组细胞凋亡数量, 经统计学分析, 与对照组相比, 临
界组和IC50组的亚砷酸钠使凋亡细胞数增加(P<0.01), 
增殖组凋亡细胞数目减少(P<0.05)(图4和图5)。表明

低浓度的亚砷酸钠对细胞有增殖的作用, 而超过临界

浓度的亚砷酸钠使细胞凋亡, 且凋亡率随着亚砷酸钠

浓度的升高而显著上升, 在IC50组时细胞凋亡率显著

增加。

2.4   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞溶酶体的

影响

细胞凋亡是细胞自主性死亡的过程, 溶酶体和

表3   亚砷酸钠处理24 h DNA链断裂分类结果

Table 3   The results of DNA chain fracture classification after 24 h sodium arsenite treatment

组别

Groups
时间

Time
尾部DNA/%
Tail DNA /%

DNA链断裂分级

Degree of DNA strand breaks

Degree I Degree II Degree III

CK 24 h   0.71±1.21 100%   0   0

Promote 24 h   0.49±0.58 100%   0   0

Critical 24 h   1.06±1.07 100%   0   0

IC50 24 h 20.45±12.57**   50% 40% 10%

I级: 彗星尾长/彗星头长>0, 且≤1; II级: 彗星尾长/彗星头长>1, 且<2; III级: 彗星尾长/彗星头长≥2;  **P<0.01, 与对照组比较。

Degree I: comet tail length/comet head length >0 and ≤1; degree II: comet tail length/comet head length >1 and <2; degree III: comet 
tail length/comet head length ≥2; **P<0.01 vs CK group.

Q1: 坏死细胞; Q2: 晚期凋亡细胞; Q3: 早期凋亡细胞; Q4: 完整细胞。

Q1: necrotic cells; Q2: late apoptotic cells; Q3: early apoptotic cells; Q4: intact cells.
图4   亚砷酸钠处理24 h绒山羊皮肤成纤维细胞凋亡

Fig.4   Apoptosis in skin fibroblasts after 24 h sodium arsenite treatment
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CK Promote

Critical IC
50

20 μm

20 μm

20 μm

20 μm

线粒体的变化在此过程中起着重要的作用。激光共

聚焦显微镜检测分析绒山羊皮肤成纤维细胞溶酶体

的变化, 如图6和表4所示, 与对照组相比, 增殖组的

细胞溶酶体数量较多, 活性升高, 变化较明显, 以圆

形或椭圆形为主(P<0.01); 临界组溶酶体数量稍增

多, 无明显差异; IC50组的溶酶体大量外泄, 细胞核皱

缩, 活性明显降低(P<0.01)。

2.5   亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞线粒体及

线粒体膜电位的影响

荧光显微镜观察结果显示, 对照组中的线粒体

数目多, 线粒体形态完整, 内部的嵴丰富清晰, 多为

囊状和管状; 增殖组的线粒体则明显增多, 结构更

加清晰; 临界组和IC50组的线粒体都明显减少, 形态

不完整, 细胞线粒体内部嵴明显变得模糊(图7)。说

*P<0.05, **P<0.01, 与对照组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs CK group.
图5   亚砷酸钠处理24 h细胞凋亡率柱形图

Fig.5   Column of apoptosis rate after 24 h sodium arsenite treatment 

蓝色荧光是细胞核, 红色荧光是溶酶体。

The blue fluorescence is the nucleus and the red fluorescence is the lysosome.
图6   亚砷酸钠处理24 h溶酶体荧光标记合并图

Fig.6   Lysosome fluorescent labeling merge graph after 24 h sodium arsenite treatment
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明亚砷酸钠的作用剂量越大, 相应的作用效果也越

明显。

亚砷酸钠对绒山羊皮肤成纤维细胞ΔΨm的

影响如图8所示。与对照组相比, 24 h的IC50组平

均荧光强度下降, 膜电位明显降低, 具有显著差异

(P<0.01); 24 h的增殖组和临界组平均荧光强度虽然

表4   亚砷酸钠处理24 h溶酶体数变化结果

Table 4   The results of changes in lysosome number after 24 h sodium arsenite treatment
时间

Time
对照

CK
增殖

Promote
临界

Critical
半致死浓度

IC50

24 h 18.16±0.25 37.21±1.62** 18.23±0.16 16.29±0.58**

**P<0.01, 与对照组比较。

**P<0.01 vs CK group.

图7   亚砷酸钠处理24 h线粒体荧光染色图

Fig.7   Mitochondria fluorescence staining graph after 24 h sodium arsenite treatment
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50

20 µm 20 µm

20 µm 20 µm

**P<0.01, 与对照组比较。

**P<0.01 vs CK group.
图8   亚砷酸钠处理24 h MMP值变化柱形图

Fig.8   MMP values after 24 h sodium arsenite treatment
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有所上升和下降, 但与对照组相比无显著差异。结

果表明, 亚砷酸钠可以使ΔΨm下降, 损伤线粒体。      

3   讨论
砷化合物是自然界中一种常见的环境毒物, 且

亚砷酸钠是砷元素在环境中的主要存在形式。毒

物兴奋效应是毒理学用来描述毒性因子(刺激)的双

相剂量效应的一个术语, 即高剂量致毒因素(包括毒

物、辐射、热、机械刺激等)对生物体有害, 而低剂

量致毒因素对生物体有益。这种双相剂量效应在上

世纪40年代被定义为毒物兴奋效应。在体外和体内

实验中, 低浓度的砷可促进细胞生长和增殖[18-20], 这
其实就是著名的“hormesis”效应。本实验结果显示, 
亚砷酸钠染毒24 h后剂量范围为0~5 μmol/L的亚砷

酸钠可以刺激细胞生长, 促进羊皮肤细胞增殖, 且
当亚砷酸钠浓度为0.5 μmol/L时, 对细胞的增殖促进

效果最好; 5~120 μmol/L浓度的亚砷酸钠会抑制细

胞增长且引起较强的细胞毒性(P<0.05)(表1和表2)。
说明无机三价砷对绒山羊皮肤成纤维细胞增殖有双

向调节作用, 通过与人表皮角质细胞和肺细胞的比

较, 发现亚砷酸钠对这些细胞的细胞毒性是相似的, 
都呈现细胞毒物兴奋效应[21-23]。然而, 砷对不同类

型细胞产生毒性的浓度有所不同, 例如, ORTEGA-
MORALES等[24]发现当山羊接触0.15~5.45 μmol/L砷
饮用水, 会出现体重减轻、心脏和呼吸频率的改变、

行为变化、侧翼脱发和鼻子和嘴角化症等生理现象; 
XIE等[8]得出砷在0.5~10 μmol/L的浓度范围对人肺细

胞是有细胞毒性的; WANG等[25]发现0.125~10 μmol/L
的亚砷酸钠在处理鱼的鳍细胞和卵巢细胞时会对细

胞产生毒性作用; 本研究则发现5~120 μmol/L浓度

的亚砷酸钠处理绒山羊皮肤成纤维细胞对细胞产生

明显毒性作用, 这与其他学者的研究报道相比, 对细

胞产生毒性的亚砷酸钠浓度较高。究其原因, 一方

面是不同类型细胞对砷的吸收程度不同, 导致细胞

中砷的积累含量不同, 且不同受试动物种属对砷的

敏感度不同, 同时不同类型的动物细胞的中毒表现, 
毒性指标不同; 另一方面是砷对不同类型细胞甲基

化代谢活动不同或DNA甲基化和细胞周期蛋白磷

酸化的改变导致的毒性作用不同[26-27]。除了亚砷酸

钠对细胞的毒性作用与剂量相关外, 同时本实验发

现随着染毒作用时间的延长, 48 h的毒物兴奋效应

减弱, 72 h和96 h的毒物兴奋效应会逐渐消失, 仅对

细胞生长产生抑制作用, 表明亚砷酸钠对辽宁绒山

羊皮肤成纤维细胞的作用体现为“剂量–时间效应”
关系。

细胞骨架由微丝、微管及中间丝三部分构成, 
细胞骨架与细胞形态密切相关, 并参与细胞多种功

能, 如细胞分裂、分化、基因表达等。其中, 微管是

细胞骨架的主要成分, 在有丝分裂中起着重要作用, 
是许多药物和毒物的作用靶点, 有毒物质与微管蛋

白的亲和作用会导致细胞骨架形态的改变甚至细胞

骨架的溶解, 影响细胞形态、分裂、代谢及运动, 进
而诱发细胞毒性[28]。三价砷与富含巯基的组织蛋白

(微管蛋白、角蛋白、酶等)具有高度的亲和力[29-30], 
这种亲和力通过影响微管动力学来影响纺锤体的形

成, 扰乱纺锤体的结构, 进而影响细胞分裂, 导致细

胞异常增殖; 同时目前研究表明, 砷会抑制多种酶的

酶活性, 干扰酶的功能及转录调控, 对生物体多种功

能产生影响, 这些都可能是三价砷染毒细胞的毒性

机制。在本研究中, 不同浓度亚砷酸钠干扰绒山羊

皮肤成纤维细胞后, 细胞骨架发生明显改变。当为

增殖浓度(0~5 μmol/L)时, 细胞骨架伸展, 微管蛋白

增加; 随着浓度(5~120 μmol/L)的增加细胞形态有所

改变, 细胞微丝收缩明显, 细胞骨架形态差异较大, 
微管蛋白严重缺失。因此可以说明, 亚砷酸钠可以

诱导绒山羊皮肤成纤维细胞骨架发生改变, 低浓度

时微管蛋白增加并促进细胞分裂, 从而使细胞增殖; 
随着亚砷酸钠浓度的增加, 毒性作用明显, 细胞骨架

形态改变, 高浓度三价砷抑制了微管蛋白的合成, 使
微管结构紊乱, 从而干扰纺锤体的形成及结构, 并且

将影响细胞分裂、分化等多种功能。通过对比三价

砷染毒肺细胞、鱼的鳍细胞和卵巢细胞、人成纤维

细胞、辽宁绒山羊的皮肤成纤维细胞, 研究者发现

这些细胞中微管缺失, 细胞骨架产生缺陷[31-32]。至

于三价砷诱发的毒性作用是由于细胞骨架微管蛋白

的缺失导致染色体断裂, 还是因为细胞周期被干扰

引起细胞功能的改变, 还需从分子水平上进一步探

究。另外, 本研究还通过透射电镜分析发现, 较高浓

度的亚砷酸钠使细胞质与细胞器形态发生改变, 细
胞器破裂, 细胞质分布不均匀, 表明亚砷酸钠破坏了

绒山羊皮肤成纤维细胞的内部结构, 产生明显的细

胞毒性。

高水平的砷化物可通过产生大量活性氧(reac-
tive oxgen species, ROS)引起DNA损伤, 同时砷又可
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抑制DNA的修复, 促进其他致突变剂的作用, 诱发

细胞突变以及增加基因组的不稳定性, 从而对细胞

产生基因毒性, 但其诱导基因毒性的分子机制有待

进一步研究。本研究结果表明, 随着亚砷酸钠浓度

的增加, 细胞DNA均出现彗星样拖尾现象, 且DNA
链出现不同程度的断裂, 导致DNA损伤, 对绒山羊

皮肤成纤维细胞产生基因毒性, 且DNA损伤程度与

亚砷酸钠的剂量有关。DEEPSHIKHA等[33]的研究

表明, 慢性砷暴露于淋巴细胞可引起DNA单链的

断裂, 细胞呈现彗星样拖尾现象, 引起DNA损伤。

ZERTASHIA等[34]报道, 随着亚砷酸钠浓度的增加, 
大鼠卵巢细胞的DNA彗星拖尾现象越明显, DNA损

伤越严重。当损伤的DNA不能及时修复时, 即可激

活DNA依赖性的蛋白激酶, 从而促进凋亡相关蛋白

的表达, 进而引起细胞凋亡[35]。YIH等[36]研究发现, 
亚砷酸钠能使DNA损伤, 通过抑制G2周期检测点的

活性导致CGL-2细胞凋亡。另外, 高浓度砷化物可

诱导基因的缺失突变、染色体损伤等。WANG等[37]

发现高浓度亚砷酸盐会造成斑马鱼的GH/IGF轴相

关基因和神经相关基因显著减少, 从而对斑马鱼的

内分泌系统产生破坏作用, 导致斑马鱼胚胎发育毒

性。

砷可通过细胞增殖与凋亡参与各种生物的整

个生命过程, 高浓度砷会抑制NF-κB活性以及细胞

分化, 导致细胞凋亡失控而引发各种症状。在细胞

凋亡的过程中, 溶酶体(lysosome)的数量及形态变

化起着重要作用, 目前研究普遍认为, 溶酶体通透

性增加存在于早期的凋亡级联反应, 促进其他凋亡

反应 [38]。在鱼类中, 高浓度砷会导致鱼肝细胞的溶

酶体异常以及凋亡小体和自体吞噬泡的数量增加。

本研究结果表明, 高浓度的亚砷酸钠使绒山羊皮肤

成纤维细胞溶酶体膜稳定性发生改变, 溶酶体外

泄, 活性降低。当细胞内溶酶体膜稳定性明显下降

后, 溶酶体内的酸性水解酶(如酸性神经鞘磷脂酶

和组织蛋白酶D)释放进入至细胞质, 诱发了DNA
损伤, 而且在高浓度的刺激作用下, 细胞内溶酶体

膜的损伤呈剂量依赖关系, 高浓度的亚砷酸钠对溶

酶体膜损伤严重, 导致溶酶体内容物的大量释放, 
引发了细胞的快速凋亡, 这一结果说明了亚砷酸钠

诱导的细胞凋亡机制与溶酶体损伤有关。线粒体

作为多种促细胞凋亡信号转导分子的靶点, 在细胞

凋亡中起着决定性作用。当细胞受到外界诱导物

刺激时, 细胞的线粒体上通透性转换孔开放, 进而

影响线粒体的功能, 导致线粒体膜电位发生改变以

及细胞色素C及其他促凋亡因子的释放和激活, 最
终导致细胞发生凋亡[39]。本研究结果发现, 高浓度

亚砷酸钠干扰的绒山羊皮肤成纤维细胞线粒体内部

结构变模糊, 嵴已经无法辨认, 同时ΔΨm显著下降。

表明高浓度亚砷酸钠干扰后线粒体膜已经受到破

坏, 膜电位发生改变, 线粒体损伤, 这将影响一些促

凋亡因子的释放或氧化应激, 从而导致细胞凋亡, 也
说明了线粒体损伤机制是亚砷酸钠诱导绒山羊皮肤

细胞凋亡的一个重要途径。另外, 本次实验也证明

了亚砷酸钠导致的绒山羊皮肤成纤维细胞DNA损

伤与细胞内溶酶体和线粒体遭到破坏有关, 即在亚

砷酸钠浓度较高时, 溶酶体和线粒体膜稳定性被破

坏, 线粒体膜电位改变, DNA损伤严重, 进而细胞凋

亡数目增多, 其相互作用之间的联系有待于进一步

研究。

4   结论
本研究探究了亚砷酸钠对辽宁绒山羊皮肤成

纤维细胞的毒性作用, 发现亚砷酸钠对辽宁绒山羊皮

肤成纤维细胞的毒作用体现为“剂量–时间效应”关系, 
即当作用时间为24 h且亚砷酸钠浓度为0~5 μmol/L
时, 会促进辽宁绒山羊成纤维细胞增殖, 且其最佳促

进浓度为0.5 μmol/L; 但当其超过5 μmol/L时, 细胞

骨架形态改变, 溶酶体和线粒体遭到破坏, DNA严

重受损, 细胞凋亡率显著增加, 表现为明显的细胞

毒性和基因毒性作用。至于三价砷对绒山羊皮肤

成纤维细胞的毒性分子生物学机制以及三价砷诱

发凋亡的溶酶体和线粒体途径则正在进一步研究

中。
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