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镉诱导鲫肝细胞内 R.

( \

J*-$酶与金属硫蛋白的表达

吴婷婷!'魏'华"

!'郭'敏!'曹'娜!'李国鹏
#上海海洋大学水产与生命学院"上海'$%&!%#$

摘要! 研究了镉诱发鲫肝细胞相关的胞内游离钙离子变化!以及4H

$ k

F-PC酶及金属硫蛋白表达

量的变化$ 试验分为对照组%"%&%%&"%$%

'

G67B.4\47

$

" 个组$ 4H

$ k用/9UHF$B-R方法检测!

试验后 $A Z用荧光倒置显微镜观察细胞内游离钙离子变化&分光光度法检测4H

$ k

F-PC酶&石墨

炉(原子分光光度法检测了细胞内镉离子浓度&免疫酶联法"3.01-#检测了金属硫蛋白"RP#含

量$ 结果显示!镉可导致细胞存活率下降!具有一定的毒性$ 镉离子引起胞内4H

$ k荧光强度和

4H

$ k

F-PC酶活性增加"!l%8%&#$ 随镉浓度升高!处理组4H

$ k

F-PC酶浓度活性分别是对照组

的 A8"$%#8=!%#8#?%=8&>%#8&?倍&暴露 $A Z后各组细胞内镉离子均有上升!其中 "

'

G67B.组最

高!达"$8%A" m%8!$$#

'

G67B.&各处理组金属硫蛋白"RP#含量增高"!l%8%&#!且 "

'

G67B.低

浓度组RP增幅最大!达 &=8&"j$ 结果提示!镉诱导下细胞内 4H

$ k升高!RP表达量上升!且

RP可螯合进入细胞内的镉离子!这种螯合可能是降低镉毒理作用的机制之一$

关键词! 肝细胞& 镉& 4H

$ k

F-PC酶& 金属硫蛋白

中图分类号! T>""& 1>&='''''''文献标志码'-

''镉是一种危害较大的环境污染物"被美国毒物

与疾病登记署#-P1@+$列为第八位危害人体健康

的有毒物质*&+

( 工业生产所产生的镉广泛存在于

大气)水)土壤中"由于其生物半衰期较长"可在水

生生物及农作物体内富集( $% 世纪 #% 年代"日本

富山县的镉中毒事件是世界有名的公害事件之

一*$+

"事发后调查发现"当地居民长期食用受污染

的&镉米'造成的( 急性镉中毒可导致肺水肿)内

脏出血)重型肝炎)睾丸损伤"严重可致死( 长期接

触镉"将造成骨)肾脏及免疫系统的损害*!+

( 在大

鼠的急性镉染毒实验中发现"肝脏组织是体内最初

镉积累和产生毒性的主要部分"远远超过了睾丸和

心脏组织的积累程度*A+

( 研究表明"在哺乳动物"

镉可诱发胞内钙离子升高"通过0C

!

信号通路引发

细胞的毒性效果 *" <#+

( 但是"镉等金属离子#锌)

汞)银等$也可诱发胞内一种小分子富含巯基的金

属硫蛋白#G;MH776MZI6:;I:"RP$产生"RP又可以与

金属离子结合"降低镉等金属离子浓度"减轻毒性

效应*!+

( 目前RP减轻金属毒理作用的机制正引

起学者高度重视( 肝脏是脊椎动物维持生命活动

和代谢稳态的重要器官之一"是经消化道吸收的)

毒物的毒作用首当其冲的部位"具有浓缩和代谢转

化外源化学物的能力"在排泄外源化学物及其代谢

产物中起重要作用"是研究急性毒理作用的敏感器

官*=+

( 利用原代培养细胞进行毒理研究"具有简

便)快速)可减少诸多干扰因素)因果关系明显的优

势( 本试验选择鲫原代培养肝细胞为模型"研究镉

对鲫肝细胞的毒害及细胞内 4H

$ k

F-PC酶和 RP

的表达量的变化(

&'材料与方法

!&!'试验材料

试验用鲫购于上海临港新城古棕路市场"鱼

体长#$&8=A m%8>!$ OG"体质量为 #$!=8?& m

&=8"$$ X"水温#$!8$> m%8%"$ g"N2#?8#& m

%8%A$暂养一周后用于后续试验(

!&('试剂和仪器

新生牛血清)青链霉素)%8$"j胰蛋白酶均购
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# 期 吴婷婷"等!镉诱导鲫肝细胞内4H

$ k

F-PC酶与金属硫蛋白的表达 ''

于0:^IMU6X;:公司"R&>>液体培养基#PZ;UG6$"氯

化镉和台盼蓝购自国药控服股份有限公司"4H

$ k

F

-PC酶测定试剂盒#南京建成生物工程研究所$"

鲫金属硫蛋白3.01-试剂盒#D79;[;:;$"/9UHF$B

-R#DI6MI9G$"44̀ F?试剂盒#碧云天$"贴壁型细

胞培养板#D@/H7O6:$( 二氧化碳培养箱#PZ;UG6

##%%$"酶标仪 #DI6P;b 37Q?%% $"倒置显微镜

#R6MIOHF-3$& $" 荧 光 倒 置 显 微 镜 # )7VGN9S

0o=&$"石墨炉原子分光光度计#普析通用 P-1F

>>%$"紫外可见光分光光度计#普析通用 P#,新

世纪$(

!&+'试验方法

鲫肝细胞的分离与纯化''将暂养的鲫用高

锰酸钾浸泡 !% GI:"断鳃弓放血( 粗剪刀沿侧线

剪开腹腔"暴露内脏( 取出肝组织"浸泡在%8&j

葡萄糖洗必泰 !% GI: 对组织块消毒"用A g @F

2H:b氏液漂洗干净"然后将组织剪碎成& GG

!的

小块"并用 @F2H:b 氏液洗至无血污( 加入 " 倍

体积的 %8$"j胰蛋白酶"$? g水浴消化&% GI:"

其间不停地晃动"收集消化液并用 $%% 目不锈钢

滤网过滤"添加新鲜酶液重复 ! 次( 将过滤的消

化液 & %%% UBGI: 离心 " GI:"弃上清"加入 @F

2H:b氏液清洗再离心"重复 $ 次( 最后一次加入

R&>> 培养液#内含 &%j小牛血清"&% *BG.青霉

素 &%

'

XBG.链霉素$清洗 & 次( 用上述培养液

重悬细胞"台盼蓝排除法评价细胞活性"活细胞数

达到总细胞数 >"j用于后续实验*?+

(

细胞原代培养与氯化镉暴露''细胞密度调

整为 & f&%

#

BG."$A 孔板每孔加入 & G.细胞液"

># 孔板每孔加入 &%%

'

."操作时反复吹打"避免

细胞沉降造成密度不均( ># 孔板最外一圈加入

缓冲液"二氧化碳培养箱 $? g培养 $A Z( 对原代

培养 $A Z)A? Z的正常肝细胞进行观察并拍照(

试验设对照组与处理组共 " 组"每组 A 个平

行( 将灭菌的氯化镉溶液加入孔内"各组孔内最

终浓度分别为 ")&%)&")$%

'

G67B."对照组不作

处理"完成后将培养板转移至二氧化碳培养箱内

$? g培养 $A Z"用于后续观察和检测(

a1PF?法测定细胞活性''加入氯化镉继续

培养 $A Z后"每孔加入 &%

'

.44̀ F?试剂"同时做

培养液空白对照"于培养箱中继续孵育 $ Z( 用酶

标仪测定)@值"其中测量波长为 A"% :G"参考波

长为 #!% :G( 实验结果用细胞存活率表示"细胞

存活率#j$ p#实验组 )@值 <空白孔 )@值$B

#对照组)@值<空白孔)@值$ f&%%

4H

$ k荧光染色与相片采集''试验使用的

/9UHF$B-R是一种可以穿透细胞膜的荧光染料(

其进入细胞后可被胞内的酯酶水成/9UHF$"/9UHF$

具有较强的亲水性"不易透过细胞膜"并且可与游

离钙离子特异性结合"在特定波长的紫外光源下

激发产生荧光"可在荧光显微镜下直接观察"荧光

强度可表示4H

$ k的多少(

用@R1)溶解 /9UHF$B-R至 $ GG67B.遮

光保存( 去除细胞上层培养基"并用无4H

$ k的@F

2H:b氏液反复清洗 ! 次"加入 $%

'

.含有 /9UHF

$B-R溶液的新生牛血清 $? g避光孵育 $% GI:

#/9UHF$B-R的最终浓度为 "

'

G67B.$( 弃染液"

用不含4H

$ k的 @F2H:b 氏清洗 ! 次"荧光倒置显

微镜下采集影像"为防止染料淬灭"拍摄时间控制

在 $ Z内(

镉离子浓度的测定''使用石墨炉,原子分

光光度计检测镉离子浓度(

参数设置!波长 $$?8? :G"干燥!&$% g"升温

&" S"保持 $" S%灰化!A%% g"升温 &% S"保持 $% S%

原子化!& "%% g"升温 $% S"保持 = S

*>+

(

配置 &)")&%)&")$%)A%

'

G67B.氯化镉标准

溶液"每个浓度设 A 个平行( ># 孔板每孔吹打至

细胞脱落"& %%% UBGI:离心 " GI:后弃上清"加入

%8$j PUIM6: 溶液 &%%

'

."充分吹打)混匀"进行

测量"测量时手动进样"样品量为 &%

'

."并记录

原子吸光度"结果为处理组 )@值 <对照组

)@值(

4H

$ k

F-PC酶的测定''-PC酶可分解 -PC

生成-@C和无机磷"通过测定无机磷的含量来判

断-PC酶活性的高低( 将 $A 孔培养板内细胞反

复吹打"至完全脱落"! "%% UBGI: 离心 &% GI:"弃

上清"留下层细胞"用不含磷 @F2H:b 氏液重悬至

& f&%

#

BG.的( <$% g反复冻融 ! 次"用考马斯

亮蓝试剂测定组织蛋白"并进行酶活检测(

酶活检测包括酶促反应和定磷"操作方法依

照试剂盒说明书( 波长 #!# :G"光径 %8" OG"测

量各管吸光度(

金属硫蛋白的 3.01-检测''金属硫蛋白

3.01-法依据间接免疫定量技术"微孔板中包被

有RP特异单克隆抗体( 当标准品或样品加入微

孔板孔内"RP会同包被结合( 再加入辣根过氧

$(&
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化物标记酶#2+C$可以特异性结合 RP成&三明

治'型"RP被固定在微孔板上"洗脱掉未结合的

标记酶"这样通过标记酶2+C的显色反应可间接

得出RP的含量(

将细胞吹打至脱落后" A %%% UBGI: 离心

&% GI:"取上清( 将 "%

'

.的标准品及样品加入

包被的酶标板孔内"样品孔加入 &%

'

.生物素(

然后各孔中加入 &%%

'

.酶标记液"将酶标板用封

口胶密封后"!= g孵育反应 & Z( 反应结束后用

洗涤液充分清洗酶标板 ! h" 次( 待孔内彻底干

透"加入显色剂 -)D液各 "%

'

."室温下避光反

应 &% GI:( 最后加 "%

'

.终止液终止反应"并在

波长 A"% :G的酶标仪上读取各孔的)@值(

!&,'数据处理

结果用3QO7;$%%= 和1C11&=8% 统计软件进

行处理"在!p%8%" 的置信水平对 4H

$ k

F-PC酶

活性)游离镉离子浓度及 RP含量的变化情况进

行单因素方差分析#):;FaHV -,)5-$"结果数

据均为 A 个样品的平均值(

$'结果与分析

(&!'原代培养细胞形态观察

倒置显微镜下进行细胞形态学观察"从图 &FH

中可以看出"细胞透光性强且呈圆形"培养 $A Z

后贴壁正常"培养 A? Z 后的细胞紧密相靠"出现

连成片的岛状连接#图 &FK$(

图 !'鲫肝细胞形态

#H$ 培养 $A Z的细胞% #K$培养 A? Z的细胞#放大倍数 &% f&%$(

D1;&!'L170<;0.8><F>38.=<7?=3%

#H$ O;77O97M9U;\ W6U$A Z% #K$ O;77O97M9U;\ W6UA? Z#GHX:IWIOHMI6: MIG;S&% f&%$8

(&('氯化镉对肝细胞活性的影响

肝细胞经过不同浓度的氯化镉处理 $A Z 后"

在所有试验浓度#")&%)&")$%

'

G67B.$范围内"

细胞活性受到抑制( 随着氯化镉浓度的增加")@

值呈下降趋势"细胞存活率降低#图 $$"具有一定

的浓度,效应关系(

图 ('氯化镉对肝细胞存活率的影响

D1;&('IFF37=<F7.:21527>9<01:3<6>38.=37?=3M1./191=?

(&+'氯化镉诱发肝细胞R.

( \的升高

采用/9UHF$B-R作为荧光染料"在荧光倒置

显微镜下通过滤光镜观察氯化镉诱发 4H

$ k的升

高"并采集影像*&%+

( 4H

$ k的升高程度可通过荧光

强度定性显示( 图 ! 中 K)O)\);A 个处理组的荧

光强度均高于对照 H"表明氯化镉诱发胞内 4H

$ k

升高(

(&,'氯化镉诱发R.

( \

J*-$酶活力增加

不同浓度的氯化镉作用下"鲫肝细胞 4H

$ k

F

-PC酶活性发生明显变化#图 A$( 对照组酶活力

为 &=8"$ *BGX NU6M"处理组 4H

$ k

F-PC酶活力分

别是对照组的 #8=!)#8#?)=8&>)#8&? 倍"均差异

极显著#!l%8%&$( 结果显示"氯化镉暴露 $A Z

后"鲫肝细胞中 4H

$ k

F-PC酶活力极显著高于对

照组水平( 镉诱导胞内游离钙离子浓度增加"钙

离子同钙调蛋白#4HR$形成的复合物与 4H

$ k

F

%(&
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# 期 吴婷婷"等!镉诱导鲫肝细胞内4H

$ k

F-PC酶与金属硫蛋白的表达 ''

-PC酶结合"将 4H

$ k

F-PC酶由非活性转化为活

性状态"活性 4H

$ k

F-PC酶便可将多余的钙离子

运送至钙库储存"维持胞内钙离子稳态(

图 +'氯化镉对肝细胞内R.

( \的影响

#H$ 对照组% #K$ "

'

G67B.处理组% #O$ &%

'

G67B.处理组% #\$ &"

'

G67B.处理组% #;$ $%

'

G67B.处理组#放大倍数 &% f$%$(

D1;&+'IFF37=%<F7.:21527>9<01:3<6R.

( \

93M3916>38.=<7?=3%

#H$ O6:MU67XU69N% #K$ MU;HMG;:MXU69N 6W"

'

G67B.% #O$ MU;HMG;:MXU69N 6W&%

'

G67B.% #\$ MU;HMG;:MXU69N 6W&"

'

G67B.% #;$

MU;HMG;:MXU69N 6W$%

'

G67B.#GHX:IWIOHMI6: MIG;S&% f$%$8

图 ,'氯化镉对肝细胞R.

( \

J*-$酶活力的影响

D1;&,'IFF37=%<F7.:21527>9<01:3<6

R.

( \

J*-$.%3.7=1M1=13%16>38.=<7?=3%

''4H

$ k

F-PC酶活力单位定义!每小时每毫克组

织蛋白的组织中 4H

$ k

F-PC酶分解 -PC产生

&

'

G67无机磷的量#

'

G67CIBGX NU6MBZ$(

细胞中 4H

$ k

F-PC酶活力 #*BGX NU6M$ p

#测定管 )@值 <对照管 )@值$ B#标准管 )@

值 <空白管 )@值$ f标准管浓度#%8%$

'

G67B

G.$ f# f$8?B匀浆蛋白含量#GX NU6MBG.$"其

中"# 为定义上每小时酶的活力"$8? 为反应体

系中的稀释倍数(

(&@'氯化镉诱发金属硫蛋白表达量的升高

用间接3.01-方法测定了4\47

$

暴露 $A Z 后

鲫肝细胞中RP含量的变化( 图 " 表明氯化镉诱

导细胞内RP含量升高"其中 "

'

G67B.组RP含

量为 #&8>!? m%8%&=$

'

XB.% &%

'

G67B.组为

#&8?"! m%8%A&$

'

XB.%&"

'

G67B.组为#&8?%& m

%8%$$$

'

XB.%$%

'

G67B.组为#&8=>? m%8%#$

'

XB

."而对照组RP含量为#&8#A m%8%&!$

'

XB."处理

组与对照组均呈极显著差异 #!l%8%&$( 且

"

'

G67B.浓度组 RP增加量达 %8$?&

'

XB."增加

幅度为 &=8&"j(

图 @'氯化镉对金属硫蛋白含量的影响
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''RP标准品线性良好"回归方程为 ;p

%I%=!Nk%I$AA"相关系数 G

$

p%8>>#"最低检测

限为%8%&

'

XB.( 标准品浓度范围为 %8" h&%

'

XB."回收率为 >"8A"j(

(&A'细胞内镉离子浓度

图 # 表明"氯化镉处理 $A Z 后"各组胞内镉

离子浓度均有不同程度的升高"其中 "

'

G67B.组

胞内镉离子浓度最高"达#$8%A" m%8!$$$

'

G67B

."这种变化同 RP含量有一定的相关性( 低浓

度 "

'

G67B.组"RP含量最大#图 "$"镉离子浓

度最高"而 &% h$%

'

G67B.组胞内镉浓度低于

"

'

G67B.组( 氯化镉标准溶液浓度在 " h$%

'

G67B.范围内线性良好"回归方程;p%I&>?Nk

=I&%% 相关系数G

$

p%8>>%( 通过回归方程"得到

氯化镉暴露 $A Z后细胞内镉离子浓度(

图 A'氯化镉暴露 (, >后细胞内镉离子浓度

D1;&A'->37<6736=0.=1<6<F7.:215216>38.=<7?=3%

=03.=3:P1=>7.:21527>9<01:3F<0(, >

!'讨论

+&!'氯化镉对肝细胞内钙离子的影响

4H

$ k作为一种重要的第二信使"存在于多种

的细胞反应中( 生理状态下"肝细胞内游离 4H

$ k

浓度为 %8& h%8A

'

G67B."不到细胞总钙的

%8&j"大多数以蛋白结合形式存在于胞浆和内质

网)线粒体等钙库中( 多数哺乳动物肝细胞外游

离4H

$ k浓度高于 $ GG67B."胞内外浓度相差 ! h

A 个数量级*&& <&$+

( 在缺氧)毒物)氧化应激性等

因素作用下"细胞 -PC缺乏"胞膜受损"伴随

4H

$ k内流)钙库大量地释放 4H

$ k

"致使钙超载(

钙超载将引起细胞骨架蛋白和磷脂双分子层损

害"造成胞膜泡形成及破裂"该现象是肝细胞致死

性损伤的普遍特征*&!+

(

镉的刺激可激活 [蛋白"诱发 0C

!

途径打开

4H

$ k通道"使钙离子进入胞质中*&A"&#+

( 4\

$ k同样

能使三磷酸肌醇受体 0#I:6SIM67MUISNZ6SNZHM;

U;O;NM6U0"0C

!

+0$的表达量增加*&= <&?+

"进一步诱

导4H

$ k的释放*&>+

(

采集的荧光影像中"处理组荧光强度明显高

于对照组"显示胞内游离钙离子浓度升高( 谢卓

艺*$%+认为这种升高的钙离子主要来源细胞内部"

由内质网B肌浆网释放( 随着 4H

$ k升高"平衡被

打破"则需要通过 ,H

k

B4H

$ k交换)4H

$ k

F-PC酶

以及线粒体的协同转运来降低细胞内游离钙离子

浓度( 其中的 4H

$ k

F-PC酶是一种钙调蛋白

#4HR$依赖性酶"受胞浆内和内质网B肌质网腔

内的4H

$ k同时调控"负责清除4H

$ k

"维持稳态( A

组处理中"4H

$ k

F-PC酶活性均显著增加"达 # 倍

以上( 其中 $%

'

G67B.的酶活力较其他 ! 组有所

降低"高浓度氯化镉有抑制 4H

$ k

F-PC酶的作用"

与谢卓艺*$%+的实验结果相一致"由于 4\

$ k同

4H

$ k半径十分接近"4\

$ k可直接在 4H

$ k

F-PC酶

上的钙结合位点部分或全部取代4H

$ k

"抑制4H

$ k

的转运"也可通过钙通道激活三磷酸肌醇0C

!

的形

成和钙流动"使细胞内钙浓度增高(

+&('氯化镉对肝细胞金属硫蛋白的影响

RP是一类低分子量蛋白## h= b9$)富含半

胱氨酸的金属结合蛋白家族"在金属代谢以及解

毒方面起重要作用*$&+

( 生物体内镉主要以 4\F

RP形式存在"镉在肝脏体内诱导合成 RP"并与

之结合形成的 4\FRP结合物"经血液运输至肾

脏"通过胞饮方式进入肾小管"最后在溶酶体内被

降解"并释放游离态镉*$$+

(

陈敏等*$!+在对小鼠急性毒性试验时发现"镉

主要蓄积在肝脏"证实了肝脏是镉急性中毒损伤

的主要靶器官( 在肝脏中"金属硫蛋白富含的巯

基可强烈螯合镉离子"从而诱导RP形成结合物"

具有应急保护作用( c-R-@-等*$A+观察到体外

用 %8& h%8" GG67B.4\1)

A

诱导外周淋巴细胞

#CD.$"RPG+,-水平与镉浓度呈剂量,效应

关系%任绪义等*$"+对大鼠的肝脏和睾丸支持细胞

的RP检测发现"镉处理 & Z 后"肝脏 RPG+,-

有明显诱导表达"! Z 达峰值( 在翻译水平"肝脏

中RP随着镉离子浓度的增加而明显增加"处理

$A Z后RP增加了 !8> 倍"睾丸支持细胞中 RP

却有所下降( 提示 4\

$ k对 RPG+,-的诱导表

达具有时间依赖性和组织特异性"4\

$ k能诱导睾

&(&
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# 期 吴婷婷"等!镉诱导鲫肝细胞内4H

$ k

F-PC酶与金属硫蛋白的表达 ''

丸的 RP转录"但没有促进其 RP的合成"推测

RP合成的调控可能在翻译水平*$"+

( 已有学者

观察到淋巴细胞 RP基因的基础 G+,-水平和

镉诱导后水平有个体差异"这种差异能否成为用

来表示个体对镉的易感性"还需进一步研究*$&+

(

本实验中暴露 $A Z 后#图 #$各组细胞内镉

离子浓度有不同程度升高"并且与 RP的升高相

关"表明进入细胞的镉离子可被RP螯合"其螯合

程度与RP浓度相关( 通过圆二色性和晶体结构

研究发现"RP分子中不含
#

F螺旋和
!

F折叠"构

象更稳定( 分子前半部的
!

结构域"后半部的
#

结构域"彼此单独呈球状"两者通过氨基酸残基连

接使整个分子呈哑铃状"在这两个结构域中多肽

链盘绕着金属离子形成 ! 个回折以适合结合金

属(

!

区含有 > 个半胱氨酸残基"可结合 ! 个原

子的4\%

#

区含有 && 个半胱氨酸残基"可结合 A

个原子的4\( 4\以二价状态和 A 个半胱氨酸的

巯基结合"形成*金属$ k

#4VS

<

$

A

+

$ <复合物而使

整个分子带负电"降低了游离金属离子浓度和消

除了金属氧化性*$#+

(

结果表明"镉诱导下细胞内4H

$ k升高"RP表

达量上升"且RP可螯合进入细胞内的镉离子"这

种螯合可能是降低镉毒理作用的机制之一(
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U;HOMÎ; 6QVX;: SN;OI;SFI:\9O;\ HN6NM6SIS* (+8

DI676XIOH74Z;GISMUV"$%%%"$="#!$!&??= <&?>#8

*&A+'.035+3R),P(C"20..- R" P+-, @" ,+/08

0:MUHO;7797HUOH7OI9G SM6U;SH:\ I:6SIM67&" A" "F

MUISNZ6SNZHM; U;O;NM6U I: UHM7Î;U O;77S* (+8
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