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摘要 目的：探讨染料木素对铅诱导的细胞毒性的影响。方法：PC12 细胞分为对照组、染铅组、染料木素组以及铅加染料木素组；

MTT 实验检测细胞活力的改变，流式细胞仪检测细胞凋亡水平的变化，荧光探针检测线粒体形态的改变，Western blot 方法检测

线粒体融合分裂相关蛋白表达水平的变化。结果：铅可诱导 PC12 细胞活力的下降以及细胞凋亡率的显著增高，染料木素可抑制

铅的这些毒性效应。与此同时，铅可诱导线粒体形态的损伤性改变，线粒体融合减少，分裂增多；而加入染料木素之后，线粒体损

伤程度显著下降，线粒体分裂减少，融合增多。此外，线粒体融合相关蛋白 Mfn2 的水平在铅暴露后显著下降，而线粒体分裂相关

蛋白 Drp1 的水平在铅暴露后显著升高，染料木素干预后均有所恢复。结论：染料木素可抑制铅诱导的 PC12 细胞毒性，其作用可

能与其对线粒体融合分裂过程的干预有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of genistein on lead-induced cytotoxicity in vitro. Methods: PC12 cells were

divided into four groups: control, lead, genistein, and genistein＋lead. MTT method was used to detect the cell viability; Flow cytometry
method was used to detect the apoptosis; A fluorescent probe was used to determine mitochondrial morphological changes; Western blot
was used to detect the expression of mitochondrial fusion and fission-related proteins. Results: The exposure to lead caused the decrease
of cell viability and the increase of apoptosis, both of which can be inhibited by genistein. And lead exposure induced the morphological
changes of mitochondria, which is characterized by the decrease of mitochondrial fusion and the increase of mitochondrial fission, which
also can be reversed by the supplement of genistein. Furthermore, the lead exposure resulted in the decreasing expression of
mitochondrial fusion-related protein Mfn2 and the increasing expression of mitochondrial fission-related protein Drp1, both of which can
be relieved with the supplement of genistein. Conclusion: Genistein can inhibit lead-induced cytotoxicity in PC12 cells, which can be
relevant to its effects on mitochondrial fusion and fission.
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前言

铅是环境中普遍存在的污染物，在体内可以长期蓄积，对

人体可以产生全身性多系统的损伤。近年来由于经济生活的发

展和工业环境的变化，环境中铅的含量逐渐升高，铅的毒性危

害也日益受到人们的重视。虽然许多国家采取了一系列降低环

境铅污染的措施，但慢性铅中毒依然是威胁人类健康的一个重

要公共卫生问题。铅在人体内几乎没有生理功能。铅对机体是

全身性多系统的影响，其主要蓄积在血液、肝、肾、骨骼和脑等

器官[1]。神经系统是铅毒性的敏感器官。铅对多个中枢和外周神

经系统中的特定神经结构有直接的毒害作用。在动物发育早期

（人类可能是在出生前） 暴露于铅主要表现为记忆和注意力的

变化，而成年期铅暴露则表现为外周神经毒性。在中枢神经系

统中，大脑皮层、海马和小脑是铅毒性作用的主要靶组织；而在

周围神经系统中，运动神经轴突则是铅毒害的主要靶组织[2]。尽

管开展了多年的研究，但是目前仍然缺乏有效的铅神经毒性的
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防护药物，本研究首次探讨植物提取物染料木素对铅诱导的

PC12 细胞毒性的防护作用，以期为铅神经毒性的防护提供新

的理论依据以及可能的途径。

1 材料方法

1.1 材料

高分化型 PC12 细胞购于中国科学院上海细胞所；新生牛

血清（四季青公司）；DMEM 培养基干粉（Gibco 公司）；铅、MTT
（Sigma 公司）；6 孔培养板(NUNC 公司) ；NU22500E 型 CO2 孵

箱 (Forma Scientif 公司) ；酶联免疫检测仪 （国营华东电子管

厂）；Drp1 兔多克隆抗体 （Santa Cruz 公司）；Mfn1 羊多克隆抗

体 （Santa Cruz 公司）；Mfn2 鼠单克隆抗体 （Abnova 公司）；

OPA1 鼠单克隆抗体 （BD 公司）；β-actin 小鼠单克隆抗体（Sig-
ma 公司）；HRP 标记抗兔、抗鼠、抗羊二抗 （北京中杉公司）；

BCA 蛋白定量试剂盒 （Pierce 公司）；ECL plus 化学发光液

（Pierce 公司）；MitoTracker Green FM 线粒体荧光探针（Invitro-
gen 公司）；FluorChem FC2 凝胶成像系统（美国 Alpha Innotech
公司）。染料木素由我校药物研究所提供。
1.2 方法

1.2.1 PC12 细胞及其培养 高分化型 PC12 细胞在含 10％新生

牛血清、100 U/ml 青霉素以及 100 μg/ml 链霉素的 DMEM 高

糖培养液中，37℃、50ml/L CO2、湿化条件下常规培养。每 3d 更

换培养液一次。待细胞长满至培养瓶底面积 80％之后直接吹

打传代。实验用细胞均处于对数生长期。
1.2.2 MTT 实验 取对数生长期的细胞按照 1×105 个 / 孔的密

度接种于 96 孔板中，常规培养。24 h 后换以分别含有不同处理

因素（对照、铅、染料木素、铅＋染料木素）的培养液，继续培养

24h。其中铅浓度为 100μM，染料木素浓度为 10μM。处理结束

后，取出培养板，按照 20μl/ 孔加入 MTT，继续培养 4 h。终止培

养，吸弃培养孔内上清液，每孔加入 150μl 的二甲基亚砜（DM-
SO），振荡摇匀 10min，在酶标仪上以波长 490nm 测各孔的吸

光度（A 值）值。实验时，每个浓度组均设置 6 个复孔，结果用

x±s 表示。分别计算各浓度组吸光度平均值与对照组相比的抑

制程度，以百分数表示，并作图。
1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 取对数生长期的细胞，按照

2×106 个 / 皿的密度接种于 60mm 培养皿，常规培养。24h 后将

细胞培养液更换为含有不同处理因素 （对照、铅、染料木素、
铅＋染料木素）的培养液继续培养 24h。直接利用培养液吹打、
悬浮细胞，PBS 洗涤 2 遍（1000 rpm 离心 5 分钟）。小心收集细

胞，加 485μl 的结合缓冲液重悬细胞；加入 5μl 的 Annexin
V-FITC（20μg/ml）及 10μl 的 PI（50μg/ml）染液，轻轻混悬，4℃
孵育 30 min；流式细胞仪分析，激发波长 488nm，发射波长 530
nm。实验重复三次，并进行统计分析。
1.2.4 线粒体形态的观察 取对数生长期的细胞，接种于预先放

置玻璃爬片的 35mm 培养皿中，不同处理因素作用结束后，用

100nmol MitoTracker Green FM 线 粒 体 荧 光 探 针 37℃孵 育

30min，3.7%多聚甲醛固定液固定 15min，PBS 漂洗 3 遍，风干，

抗荧光淬灭封片液封片，荧光显微镜观察，绿色荧光为线粒体。
1.2.5 Western blot 检测线粒体融合分裂相关蛋白 Drp1 Mfn2、
Opa1、Mfn1 的表达水平 对数生长期的 PC12 细胞按照 2×106

个 / 皿的密度接种于 90mm 培养皿，48h 后分别更换为含有不

同处理因素（对照、铅、染料木素、铅＋染料木素）的培养液继续

培养 24h。实验结束后，常规提取细胞蛋白样品，滤膜用脱脂奶

粉室温封闭 60 min，分别与一抗 4℃孵育过夜，辣根过氧化物

酶标记的二抗 37℃ 90min。ECL 发光法显色，β-actin 作为内参

照，使用 AlphaInnotech FluorChem FC2 型凝胶成像仪获取免疫

印迹图像。
1.2.6 统计学分析 结果以 x±s 表示，多组间比较采用单因素

方差分析(one-way ANOVA)，两两比较采用 LSD 检验，以 α=0.
05 为检验水准,采用 SPSS13. 0 统计软件进行分析。

2 结果

2.1 染料木素可抑制铅诱导的 PC12 细胞活力的下降

为了明确铅对 PC12 细胞的毒性作用以及染料木素的防护效

果。本研究首先使用 MTT 实验检测了细胞活力的改变。结果显

示：100μM 的铅作用 24 小时可明显诱导细胞活力的下降，而

10μM 染料木素可显著抑制铅所诱导的细胞活力的下降 （P＜
0.05）（图 1）。

2.2 染料木素可抑制铅诱导的 PC12 细胞凋亡率的增高

通过 Annexin V 和 PI 双染，流式细胞仪检测细胞凋亡情

况，发现染料木素能够显著抑制铅所诱导的 PC12 细胞凋亡率

的增加。100μM 的铅作用后 PC12 细胞凋亡率显著增高，达到

30.3±8.6%细胞凋亡率 （对照组为 5.2±2.1%）（图 2）。而加入

10μM 的染料木素能够显著抑制铅所诱导的细胞凋亡，凋亡率

由 30.3±8.6%下降到 16.5±5.8%（P＜0.05）。
2.3 染料木素可抑制铅诱导的 PC12 细胞线粒体损伤

利用 MitoTracker Green FM 线粒体荧光探针染色细胞线

粒体结果表明，铅作用 24h 后 PC12 细胞线粒体出现损伤的形

态改变，线粒体出现断裂现象；线粒体融合减少，分裂增多。而

加入染料木素之后，线粒体损伤程度显著下降，线粒体分裂减

少，融合增多（图 3）。
2.4 染料木素可抑制铅诱导的线粒体融合分裂相关蛋白的表

达变化

Western blot 结果显示：PC12 细胞内线粒体融合相关蛋白

图 1 染料木素对铅诱导的 PC12 细胞损伤的影响（MTT）（△P＜0.05 与

对照比较；# P＜0.05 与染铅组比较）

Fig.1 The effect of genistein on lead-induced cytotoxicity in PC12 cells

（MTT）（△P＜0.05 vs. Control；# P＜0.05 vs. Pb）
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Mfn2 的水平在铅暴露 12h 后显著下降，染料木素干预后有所

恢复；而 Mfn1、OPA1 的水平变化不明显。线粒体分裂相关蛋白

Drp1 的水平在铅暴露后显著升高，染料木素干预后有所恢复

（图 4）。

3 讨论

铅是环境中一种主要的神经毒物，在人体内几乎没有生理

功能，但它可以对机体产生一系列严重的损害作用，能影响神

经系统的多种功能，尤其对婴幼儿和儿童发育中的中枢神经系

统造成不可逆的损害，从而严重影响儿童智力发育和学习记忆
[3]。慢性铅暴露可导致儿童神经行为和智商改变。研究表明，低

于 " 安全值 " 的微量铅仍对脑发育有影响[4]。铅具有很强的神

经亲和性，可在神经组织中蓄积，引起神经系统功能长期不可

逆的损害。早期低剂量暴露即可导致脑功能的不可逆损伤，引

起儿童学习障碍、运动失调、头痛、惊厥和昏迷等明显的急性脑

病症状[5-6]。近年来，国内外在慢性铅中毒神经毒性的防护措施

方面开展了一系列研究，但是很多基础性问题仍然没有解决，

限制了对铅神经毒性的有效防护。同时，传统的以排铅为主的

药物治疗手段存在着种种的不足，限制了其在临床的应用。染

料木素（genistein）也称金雀异黄素，是一种大豆异黄酮类化合

物，具有雌激素样作用，广泛存在于金雀花、皂荚、槐角等传统

药用植物中，在大豆胚轴中含量也较为丰富。近年的研究发现，

染料木素作为一种植物雌激素，能改善去卵巢大鼠的学习记忆

能力[7]。染料木素具有多酚羟基结构，其上的氢原子易于在外来

物质的作用下与氧原子解离形成氢离子并发挥还原效应，对抗

超氧阴离子自由基（O2-），阻断自由基的链锁反应从而发挥抗氧

化作用。而海马 DG 区神经元随着年龄增长或者受损前后的再

生障碍可以看成一种氧化损伤的累积过程，因此染料木素可通

过抗氧化作用促进神经再生[8]。本研究结果显示，染料木素能够

抑制铅诱导的 PC12 细胞活力的下降以及凋亡率的增高，提示

我们染料木素具有一定的抗铅毒性效应，有望成为铅毒性防治

的候选药物。
一系列的研究表明线粒体在细胞内并不是一成不变的，而

是一直处于线粒体分裂和融合的动态平衡之中，若平衡破坏则

造成线粒体形态和功能的异常[9-10]。线粒体融合是由线粒体融

合蛋白 1、2 （Mitofusin1、2，Mfn1、Mfn2）、视神经萎缩蛋白 1
（Optic atrophy 1，OPA1） 介导的，发动蛋白相关蛋白 1（Dy-
namin-related protein 1，Drp1）和分裂蛋白 1（Fission 1，Fis1）则

执行线粒体分裂过程。线粒体融合、分裂与维持线粒体功能及

能量代谢关系密切。线粒体结构的破坏可导致线粒体膜电位异

常[11]，Mfn2 缺失导致丙酮酸盐、葡萄糖、脂肪酸氧化代谢和线

粒体膜电位丧失，而在 Mfn2 功能恢复后可以增加葡萄糖代谢

和恢复线粒体膜电位[12]。研究表明线粒体分裂在细胞凋亡的发

生中起重要作用，在凋亡细胞中发现内源性 Mfn2 与凋亡相关

蛋白 Bax 共定位[13,14]，提示 Mfn2 与 Bax 结合调节细胞凋亡。现

有证据显示，线粒体融合蛋白 Opal 和 Mfn2 突变可导致显性视

神经萎缩和进行性神经性肌萎缩的发生[15,16]，说明线粒体融合

过程缺陷可导致列神经系统疾病，因此对线粒体融合分裂过程

图 2 染料木素对铅诱导的 PC12 细胞凋亡的影响（△P＜0.05 与对照比

较；# P＜0.05 与染铅组比较）

Fig.2 The effect of genistein on lead-induced apoptosis in PC12 cells

（△P＜0.05 vs. Control；# P＜0.05 vs. Pb）

图 3 染料木素对铅诱导的线粒体形态改变的影响:A :Con; B: Pb ;C:

Gen; D: Gen＋Pb

Fig.3：The effect of genistein on lead-induced mitochondrial morphology

changes in PC12 cells:A :Con; B: Pb ;C: Gen; D: Gen＋Pb

图 4 铅及染料木素对 PC12 细胞线粒体融合分裂相关蛋白表达水平的

影响

Fig.4 The effect of lead and genistein on the expression of mitochondrial

fusion and fission-ralated proteins in PC12 cells
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的研究有利于开发针对性的新药，通过纠正线粒体融合缺陷而

达到治疗疾病的目的。本研究结果显示：铅暴露后线粒体损伤

显著增多，而加入染料木素之后，线粒体损伤程度显著下降，显

示为线粒体分裂的减少，融合增多，提示染料木素抑制铅诱导

的神经毒性可能与其对线粒体融合分裂的影响有关。此外，我

们的研究还发现，线粒体融合分裂相关蛋白 Mfn2 和 Drp1 在

染铅前后以及染料木素作用后的水平变化较为显著，而 Mfn1

与 OPA1 的水平变化不明显，提示我们线粒体融合分裂相关蛋

白在铅诱导的神经毒性过程中的作用并不一致，有必要在后续

研究中深入探讨这种差异的生理学意义。

因此，综合本研究的结果，铅暴露可以诱导线粒体的损伤

性改变，其特征是融合的减少和分裂的增多，而染料木素可抑

制线粒体的损伤，促进线粒体的融合，并同时抑制铅所诱导的

细胞损伤效应。因此，加强对染料木素的铅毒性防护研究，有望

为促进铅毒性的早期预防提供新的途径和思路。
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