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六氯苯对 PC-12 细胞凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨环境内分泌干扰物六氯苯对 PC-12 细胞凋亡的影响及其可能机制。方法：采用体外细胞培养方法，5 % CO2 37℃
恒温条件下，将 PC-12 细胞培养于含 10％灭活胎牛血清的高糖 DMEM 培养基中。0、1、10、20、100、200μmol.L-1 六氯苯处理组，

每组设 3 组复孔，培养 24 h 后应用 Cell Counting Kit-8 试剂盒进行六氯苯对 PC-12 细胞增殖和毒性分析；流式细胞术 FITC-An-
nexinV/PI 双染检测细胞凋亡率；Hoechst33258 染色及倒置荧光显微镜拍摄细胞平片，观察细胞形态学改变；免疫印记法（Western
blot） 检测相关蛋白 PLCγ及 ERK 蛋白磷酸化表达变化。结果：随着六氯苯浓度增加，细胞凋亡率升高，呈剂量依赖关系；

Hoechst33258 染色可见细胞核膨大、染色质边集浓染等凋亡特征；与对照组相比 p-PLCγ及 p-ERK1/2 表达均降低，呈剂量依赖

效用。结论：六氯苯能够诱导 PC-12 细胞凋亡，p-PLCγ及 p-ERK1/2 信号通路可能在此过程中发挥作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of Hexachlorobenzene on the apoptosis of PC-12 cells. Methods: The PC-12 cells
were cultured in high glucose Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) and supplemented with 10 % fetal bovine serum, 100 μg.
ml-1 penicillin, and 100 μg.ml-1 streptomycin at 37℃ in a 5% CO2 atmosphere. Treated with Hexachlorobenzene (0,1,10,20,100, 200
μmol.L-1) for 24 hours. Cell Counting Kit-8 was used to detected the proliferation and to do toxicity analysis. The morphological
changes of PC-12 cells were observed by microscope, and cell apoptosis rates were detected by flow cytometry. The expression of
p-PLCγ and p-ERK1/2 were determined by Western blot. Results: After treated with Hexachlorobenzene, PC-12 cells had morphologi-
cal changes and higher apoptosis rates. The changes was evident with the increasing of the dose of Hexachlorobenzene. The 50% inhibit-
ing concentration was 72μmol.L-1. The apoptosis rate of 200μmol.L-1 was 87.12± 3.21%. Conclusions: Hexachlorobenzene could in-
duce apoptosis of PC-12 cells, and the expression of p-PLCγ and p-ERK1/2 proteins may play a role in the process of PC-12 cells apop-
tosis induced by Hexachlorobenzene.
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前言

六氯苯( Hexachlorobenzen )为有机氯杀菌剂，属环境内分

泌干扰物( EEDs )[1]，能干扰人体正常激素的生理作用，曾广泛

应用与农业生产以及化工原料。六氯苯具有神经毒性，能影响

大脑中甲状腺激素调节基因的表达[2]，降低脑中甲状腺激素的

摄取而影响大脑功能[3]。在神经发育关键期暴露于六氯苯能引

起中枢多巴胺含量增加[4]，引起行为改变[5]。其健康危害已越来

越引起广泛的重视。本实验应用 PC-12 细胞作为多巴胺能神经

元体外模型，观察代森锰锌对 PC-12 细胞凋亡的影响，探讨六

氯苯诱发神经元凋亡的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料

PC-12 细胞购自中国科学院上海生命科学研究院细胞所；

六氯苯(Hexachlorobenzen) 购于美国 sigma 公司；各种规格培

养皿为 Corning Costar 产品；Cell Counting Kit-8 , 购于日本同

仁公司；流式细胞 FITC-Annexin V/PI 试剂盒购于南京联科公

司。DMEM 购自 Gibcol 公司；胎牛血清为杭州四季青产品；兔

抗鼠 p-PLCγ为 Santa Cruz 产品；p-ERK1/2 一抗为 CST 产品；

其余试剂为国产分析纯。
1.2 PC-12 细胞培养及细胞增殖和毒性分析

PC-12 细胞以 1×105 接种于 96 孔培养板，5 % CO2 37℃
恒温条件下，培养于含 10％灭活胎牛血清和青霉素（100 u/ml）
及链霉素（100 u/ml）高糖 DMEM 培养基中，显微镜下观察细胞

达到对数生长期时用于实验。六氯苯用 DMSO 溶解，初浓度为
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2 mmol.L-1，使用时用不含血清的 DMEM 培养基稀释到终浓度

为 0.1、1、10、20、100、200μmol.L-1，加入含有 PC12 细胞的培

养板中并标记，设立对照组（DMSO）和只含培养基的空白组，

继续培养 24 小时后，按照 CCK-8 试剂盒说明书的步骤加入试

剂，37 度孵育 1 小时，多功能酶标仪(TECON)检测吸光度值(A,
±S，n = 3)，细胞抑制率 =1-[(A 实验 -A 空白)/(A 对照 -A 空白)
]×100%。
1.3 细胞形态学观察

应用 Hoechst33258 核染色结合荧光照相技术检测细胞核

形态改变，取对数生长期 PC-12 细胞，按实验分组分别加入 0、
72μmol.L-1 六氯苯 24 h 后，PBS 洗两次，加入固定液，然后加

入 Hoechst33258（终浓度为 10 mg.L-1），37℃避光染色 15 min，

PBS 洗 3 次，用荧光显微镜（BX50-FLA, Olympus）观察，正常细

胞核表现为弥漫均匀的低强度荧光，凋亡细胞核呈浓染致密固

缩状态或颗粒状荧光，随机选取视野在荧光显微镜下摄片。
1.4 流式细胞术检测细胞凋亡

按凋亡检测试剂盒说明操作，培养细胞经消化处理，离心

收集细胞，沉淀加入结合缓冲液后加入 FITC-Annexin V 和 PI，
避光孵育 30 min 后流式细胞仪检测 10 000 个细胞，凋亡分析

软件计算 PC-12 细胞凋亡率，每一时相点重复检测 3 次。
1.5 Western blot 蛋白印迹法检测蛋白表达变化

培养 PC-12 细胞经不同浓度组 （0、1、50、100μmol.L-1）六

氯苯染毒处理 24 h 后收集细胞沉淀，PBS 洗 2 遍，加入裂解液

(南京凯基)，4℃摇床反应 30 min，12000 rpm/15 min 离心取上

清，BCA 法测定总蛋白含量。Western blot 检测 p-PLCγ 和

p-ERK1/2 蛋白表达变化，每孔上样 50 μg，15 ％体积分数

SDS-PAGE 分离样品。转膜、封闭，将 PVDF 膜与溶于 TBST 中

的一抗 4℃过夜孵育，洗涤 5 min× 3 次，将膜浸入 1:1000 体

积比的二抗稀释液，室温孵浴 1 h，洗涤 30 min，ECL 法显影，拍

摄图片，结果在 Gel-pro Analyzer 图像分析系统中进行积分灰

度值分析。
1.6 统计分析

数据经 SPSS 11.0 软件统计分析，实验数据用平均值±标

准差（X±S）表示，组间比较采用 One-way ANOVA 及 LSD-t 检

验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞增殖和毒性分析

六氯苯对 PC-12 细胞具有毒性作用，且具有剂量依赖性，

随着六氯苯浓度增加，PC-12 细胞的抑制率升高 （图 1）。200
μmol.L-1 六 氯 苯 细 胞 凋 亡 率 最 高 为 87.12 %。数 据 录 入

SigmaPlot 软件，经 Hill 方程曲线拟合，IC50 为 72μmol.L-1，h 系

数为 1.37。
2.2 流式细胞术细胞凋亡率检测

六氯苯作用 24 h 能够浓度依赖性的诱导 PC-12 细胞凋亡

（表 1），与对照组比较，各组细胞凋亡率（早期调往 + 晚期凋

亡，UR+LR）逐渐升高，具有统计学差异（* P < 0.05）。

2.3 Hoechest33258 染色观察细胞形态学形态改变

与对照组相比，72μmol.L-1 六氯苯处理组细胞数量减少

（图 2B），荧光显微镜下可见细胞核浓染的凋亡细胞，高倍镜下

可见胞核变形、膨大及核固缩、核小体形成(图 2D )。

图 1 六氯苯对 PC-12 细胞的剂量 - 反应曲线（Hill 方程拟合）。
Fig 1 Dose response curve of Hexachlorobenzen on PC-12 cells(Hill

equation)

图 2 Hoechest33258 染色分析 PC12 细胞核形态学改变:A、C ：对照组；B、D：72μmol.L-1 六氯苯处理组。A、B:× 100；C、D:× 1000.

Fig 2 Morphological change of nucleus of PC-12 cells: Figure A and C is control group; Figure B and D is treated with Hexachlorobenzene

of 72μmol.L-1. A, B:× 100；C, D:× 1000

表 1 流式细胞术 FITC-AnnexinV/PI 双染检测六氯苯对 PC-12 细胞凋

亡率(%)的影响

Tab 1 Effect of Hexachlorobenzene on apoptosis of PC-12 cells detected

by flow cytometry

Group (μmol/L) UR+LR (%,±S)

Control 1.48± 0.47

1 3.70± 0.462*

50 19.71± 5.78*

100 87.89± 9.35*

Note: Compared with control group (* P<0.05)
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2.4 六氯苯对 PC-12 细胞相关蛋白表达的影响

Western blot 蛋白印迹发现六氯苯处理 PC-12 细胞 24 小

时以后，p-PLCγ和 p-ERK1/2 表达均逐渐下降，具有剂量反应

关系（P < 0.05）。

3 讨论

细胞凋亡是机体在内外环境刺激下，启动自身机制，由基

因调控的细胞死亡过程，伴随基因转录和蛋白质合成。常用的

检测细胞凋亡的方法有很多[6]，主要包括形态学观察，荧光素标

记结合流式细胞术，DNA 断裂检测法，凋亡相关蛋白的检测法

以及线粒体内跨膜电位和膜渗透性变化的检测等。细胞外调节

蛋白激酶 (ERK) 包括 ERK1 和 ERK2，是将信号从表面受体传

导至细胞核的关键[7]。介导转录活化，参与细胞增殖与分化、细
胞形态维持、细胞骨架的构建、细胞凋亡等多种生物学反应。
ERK 是一种存活因子，当生长因子丧失和应用细胞毒性物质

时，ERK 通过磷酸化抗凋亡分子(如 Bad) ,同时激活转录因子

(如 CREB)以刺激表达存活相关基因而产生抗凋亡作用[8]。在锰

诱导的神经细胞调亡中这种凋亡前期的保护作用依赖细胞类

型、药物种类和以及其他信号转导途径的状态[9]。最近的研究发

现 ERK 也是一种凋亡因子，ERK 激活伴随 Bax 的表达增加[10]，

直接调控凋亡蛋白 Caspases 3 活化并诱发凋亡 [11]，同时 ERK
被认为涉及参与神经元的退化[12]，持续缓慢的激活 ERK 在神

经细胞凋亡中发挥作用 [13]，与帕金森等慢性神经系统疾病相

关。
磷脂酶 Cγ（PLCγ）是肌醇磷脂信号途径的一个关键酶

和重要中介，是细胞生长，分化，凋亡的重要调控分子。研究发

现磷脂酶 Cγ在双氧水诱导的 PC-12 细胞凋亡中发挥重要的

保护作用[14]，阻断磷脂酶 C 信号通路能启动大肠癌细胞的凋亡
[15]，在细胞信号转导过程中 PLCγ水解细胞膜上磷脂酰肌醇

4，5- 二磷酸（PIP2）产生三磷酸肌醇（IP3）和二酰基甘油( DAG )
两种重要的细胞内信使。三磷酸肌醇与内质网上的 IP3 配体门

钙通道结合，影响胞内钙稳态，最终导致细胞凋亡[16]。在 7 羟基

胆固醇诱导主动脉平滑肌细胞凋亡过程的实验中，在出现高尔

基体的裂解等超微结构改变之前，Ca2+ 和 ERK 信号通路已先

发生了变化，两者均可导致细胞凋亡[17]。

六氯苯具有高毒性，不易降解，生物累积性等特点，是重要

的持久性有机污染物（POPs）之一[18]，已成为全球性的环境污染

物[19]，是联合国环境规划署(UNEP)国际公约中首批控制的 l2
种 POPs 之一，也是我国 POPs 污染场地的主要污染物。六氯苯

通过食物链富集到人体，对健康产生危害。目前，对六氯苯毒性

的研究主要集中在肿瘤，甲状腺，生殖，卟啉和神经免疫系统等

机理研究。本研究发现 ERK 信号通路及 PLC 通路可能共同参

与六氯苯诱导 PC-12 细胞的凋亡过程，ERK 作为从胞膜到胞

核间重要的信号蛋白，其表达下降引起下游信号蛋白的表达改

变，破坏了细胞间促调亡和促存活因素间的平衡，最终导致了

细 胞 凋 亡。 PLC 除 能 影 响 钙 稳 态 之 外 ， 还 能 通 过 激 活

PKC/MEK，影响 ERK 通路，共同参与细胞凋亡过程[20]。同时可

能还有其他机制参与六氯苯诱导神经元凋亡过程，因此需要对

相关信号通路介导细胞凋亡作用做更全面深入的研究，明确其

作用的具体分子机制，才能更好地为临床预防和治疗长期暴露

于六氯苯相关的神经退行性疾病提供依据。
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·重要信息·
《分子影像学》第二版已正式出版发行

卜丽红 1 戴薇薇 2

（1 哈尔滨医科大学附属第四医院医学影像科 150001；2 人民卫生出版社医药教育出版中心第四编辑室）

由哈尔滨医科大学附属第四医院申宝忠教授主编的《分子影像学》第二版( ISBN：978-7-117-13344-9/R·
13345) 一书已于 2010 年 9 月 14 日由人民卫生出版社出版发行。《分子影像学》是国内第一部分子影像学大型

专著。对于分子影像学的基本概念、基本原理、基本方法和应用概况都有精彩而详细的论述，充分体现了国际

分子影像学的最新进展。
《分子影像学》第二版由著名医学影像学家、中国工程院院士刘玉清教授和美国分子影像学专家、美国医

学科学院院士 Sanjiv Sam Gamhbir 教授亲自作序。编委会包括美国哈佛大学、斯坦福大学等国外知名院校 7
名专家作为国外编委，国内多家知名大学、研究中心学术带头人 13 名作为国内编委，还包括国内外共 40 名专

家参与编写。
全书共计 130 余万字，收录图片 378 幅，共分基础篇和应用篇。
基础篇共分 10 章，主要介绍了分子影像学的发展简史，分子成像的相关概念、基本原理、基本技术和设备
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