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锰对 PC12细胞的增殖抑制与凋亡研究 *
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摘要 目的：研究锰作用下 PC12细胞的增殖抑制作用与凋亡相关的形态学、生化指标改变。方法：用 200,400,600,800μmol/L
MnCl2的培养液，分别作用对数生长期 PC12细胞 1,2,3,4d后，用MTT筛选锰的细胞毒性剂量；透射电镜观察细胞形态学变化；琼

脂糖凝胶电泳检测MnCl2对 PC12细胞基因组 DNA的影响。结果：MTT实验显示 200-800μmol/L MnCl2作用 4天对 PC12有显
著的抑制作用，呈剂量和时间依赖趋势,600μmol/L MnCl2作用 4d对 PC12的抑制率可达 50%以上。600μmol/L MnCl2作用 4d电
镜可见细胞凋亡，同样条件下细胞 DNA碎片化。结论：PC12细胞在锰作用下发生增殖抑制，原因是锰诱导 PC12细胞凋亡。
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中图分类号：Q95-3，Q593.1，R135 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）05-836-04

Oxidative Stress Mechanism of Manganese-treated PC12 Cell Line*
XU Qiang 1 , DONG Da-hai1 , MIAO Shan3 , LI Jin-cui 4，GAO Kun2，GAO Li-li 2 , HOU Shun-li 2，

ZUI Jing2，LIU Hong2，YANWen2，YANG Yin-shu 2, LUJuan 2 , XU Wen2 △

(1 Chinese Medicine Hospital of lanzhou, Lanzhou 730020, China;

2 The Centre of Disease Prevention and Control of Lanzhou Military Command of Chinese PLA.Lanzhou 730020,China;

3 Insititute for Drug Research of the Fourth Military Medical University. ShanXi,XiAn 710032, China;

4 The first hospital of Lanzhou Military Command of Chinese PLA. Lanzhou, 730050)

ABSTRACT Objective: To investigate the apoptosis effect of Mn on the PC 12 cell line by detecting the cell morphology and

biochemical changes. Methods: PC12 cells in logarithm period incubated in medim with 200, 400, 600, 800μmol/L manganese(MnCl2)
for 1day,2 days, 3 days,4days respectively; The cell viability was detected by MTT [3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasoliu-

mBromide]; Morphological changes of PC12 cells was investigated by transmisssion electron microscope; Agarose gel electrophoresis

was used to detect the genomic DNA of Mn-treated PC12 transmisssion electron microscope as well as biochemical hallmark of DNA

fragments. Results: The results of MTT revealed that manganese of different Concentrations (MnCl2200,400,600,800μmol/L) could
suppress the proliferation of PC12 cells in dose and time-dependent manner. The cell inhibited ratio at the fourth day in 600μmol/L
MnCl2 culture medium approached 50% or more. In the same condition apoptosis was observed in cells. Conclusion: Mn has generated

apoptosis which induced proliferation arrested of PC12 cells.
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前言

慢性锰中毒常见于锰矿工人或电焊工人，由于长期吸入锰

（二氧化锰）微尘，锰沉积于小脑和基底节锥体外系而致病[1]。临
床表现为震颤性麻痹（肌强直及行走困难）和神经精神症状[2]，

如强迫行为、痴笑、前冲或后冲步态、记忆缺损等[3]。目前锰中毒
机理尚未完全阐明。慢性锰中毒产生的功能性损伤与自发性
PD锥体外系的表征和症状紧密相关[4]，其主要病理进程是选择

性的黑质纹状体多巴胺能细胞的退行性变性[5]，多项研究表明

凋亡在锰及 MPP+引起的多巴胺能神经毒性作用中起着重要

作用[6]。
鉴于中枢神经系统的不可介入性，本实验以嗜铬神经瘤细

胞 PC12为模型，研究锰对神经细胞的毒性作用剂量及特点，

进行细胞凋亡的形态学观察，琼脂糖凝胶电泳检测 MnCl2对

PC12细胞基因组 DNA的影响。

1 材料和方法

1.1 细胞培养及实验分组[7]

将 RPMI 1640培养干粉倒入烧杯中，加 2g NaHCO3，980

ml三蒸水，磁力搅拌器充分混匀，调整 pH在 7.2-7.4，定容至
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1000 ml，正压过滤后分装，4℃保存。PC12（第四军医大学神经
生物学教研室）细胞在含有 10%小牛血清（杭州四季青公司小

牛血清，使用前经 56℃灭活 30分钟，4℃保存备用）、青霉素
（100 U/ml）、和 2 mmol/L L-谷氨酰胺的 RPMI 1640培养液中，
置于 37℃，5% CO2培养箱（英国 Forma Scientif公司）中常规培
养。MnCl2（Sigma公司）用去离子水将 MnCl2配制成 10mol/L
的储存液，4℃保存，使用前将储备液用含小牛血清 10%的 RP-
MI 1640 培养液稀释成不同浓度的 MnCl2 实验用液。日立
180-80型原子吸收光谱仪测定MnCl2浓度。实验分为对照组，
不同氯化锰浓度作用的实验组，DEMSO组，因为 DEMSO是有

机试剂，有细胞毒性，设立 DEMSO组是为了排除其细胞毒性

对氯化锰细胞毒性的影响程度。SPSS统计分析软件进行统计
分析，其中率的变化进行 X2检验，X±S采用 t检验。
1.2 细胞毒试验（MTT法）

取对数生长期的细胞（细胞密度为 1×105-2×105/L），接
种于 96孔培养板（200μl/孔）中[7]。待细胞铺满 70%后，换以含
MnCl2（用）分别为 10，100，200，400，600，800，1000μmol/L培养
液,分别培养 1天，2天，3天，4天，再加入 MTT（50mgMTT溶

于 10mlPBS中，磁力搅拌器充分混匀，用 0.22μm微孔滤膜器
过滤除菌，4℃保存）15μl/孔（浓度为 75%），37℃培养箱中放置
4 h，终止培养，吸弃培养孔内上清液，每孔加入 150μl的二甲基
亚枫，震荡摇匀，在酶标仪上以波长 490nm测各孔吸光度，用

空白组调零，结果以各组 5孔 OD均值±标准差（x±s）表示。
MnCl2对细胞增殖的毒性作用以抑制率来反映，其抑制率（IR）

的计算公式：

细胞抑制率（%）=对照组 OD值 -实验组 OD值
对照组 OD

×100%

1.3 台盼蓝拒染法绘制细胞生长曲线

取对数生长期的细胞以每孔 2×104个接种于 24孔板中，
于培养箱中培养 24h[7]。换以含 MnCl2分别为 200，400，600，
800μmol/L的培养液,分别培养 1d、2d、3d、4d。每天换液一次，
并将空白组和实验组细胞各消化 5孔，台盼蓝染色，置血球计

数板内计数活细胞数。以每天活细胞数均值绘制生长曲线，及
计算MnCl2对神经细胞生长的抑制率。

细胞抑制率（%）=对照组细胞数 -实验组细胞数
对照组细胞数

×100%

1.4 细胞形态学观察

分别收集实验组和对照组细胞按透射电镜要求制样并观

察。
1.5 凋亡细胞的基因组 DNA电泳

分别取对照组及实验组细胞提取 DNA，在加有溴化乙锭

(EB)的 1%琼脂糖凝胶上电泳过夜，DL-2000用作分子标志[8]。

2 结果

2.1 不同浓度MnCl2对 PC12细胞增殖的抑制作用(表 1)

由表 1 可知，200-800μmol/LMnCl2 对 PC12 细胞有抑制
作用，MnCl2的浓度为 600、800μmol/L作用 4d时对细胞的抑
制率分别是 54.3%、60.5%，三个剂量组 MnCl2对神经细胞的
抑制率随作用时间的延长和浓度的上升而增强，分别呈现出

时间依赖效应和浓度依赖效应，表现为一种慢性毒作用。各实
验组与对照组之间相比有显著性差异(P均＜0.01)。DEMSO
对 PC12细胞生存活力的抑制作用与对照组相比差异无显著

性。

表 1 不同浓度MnCl2对 PC12细胞的抑制率（%）

Table1 Proliferation arrested ratio of MnCl2-treated PC12 cell in different concentrations (MTT)

Mn

(μmol/L)

1 d 2d 3d 4d

吸光值

OD

抑制率

Inhibite Ratio（%）

吸光值

OD

抑制率（%）

Inhibite Ratio（%）

吸光值

OD

抑制率（%）

Inhibite Ratio（%）

吸光值

OD

抑制率 Inhibite

Ratio（%）

Control 0.49±0.09 0 0.60±0.02 0 0.78±0.03 0 1.29±0.10 0

200 0.46±0.09 6.4 0.46±0.02 22.6 0.52±0.03 33.3 0.74±0.08 42.6

400 0.44±0.07 10.8 0.43±0.03 28.3 0.49±0.02 37.2 0.67±0.09 48.1

600 0.43±0.07 11.3 0.39±0.02 35.1 0.43±0.02 44.9 0.59±0.04 54.3

800 0.41±0.09 15.8 0.36±0.03 39.6 0.40±0.04 46.8 0.51±0.06 60.5

注：在同一时间范围内，各实验组与对照组之间相差显著

Note: experimental group vs control group in same time（P<0.01）

2.2 台盼蓝拒染法绘制细胞生长曲线

由图 1-1可见，对照组细胞接种后迅速生长，在 24 hr的细

胞数量已明显高于各实验组。各实验组细胞均受到不同程度的
抑制，并随锰剂量的增加，这种抑制作用越明显。各剂量组在
24 h的抑制率分别为 32.67%，56.32%和 74.14%。
2.3 透射电镜下 PC12细胞观察

正常 PC12细胞表面可见许多小的突起，细胞核为椭圆

形，位于细胞中部，细胞核膜双层结构清晰可见 ，细胞质内可

见到线粒体、内质网和溶酶体等。200μmol/L MnCl2于细胞 4d
透射电镜下细胞形态学变化不明显。600μmol/L MnCl2作用于
细胞 4d透射电镜下可见细胞体积明显缩小，细胞膜表面突起

消失，细胞质中有空泡形成，核膜完整但皱缩，核体积缩小，染

色质致密且边集于细胞核周边，是细胞凋亡的形态学改变。
2.4 MnCl2对 PC12细胞基因组 DNA的影响

600μmol/L MnCl2作用于细胞 3d时提取细胞基因组 DNA
进行琼脂糖凝胶电泳，出现明显梯状条带（图 2）。
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图 1 不同浓度的MnCl2作用下 PC12细胞的生长曲线

Fig.1 Growth curve of PC12 cell treated by different concentrations of

MnCl2

图 2-1 600μmol/L MnCl2作用于细胞 3d PC12细胞基因组 DNA凝胶

电泳: 1对照；2：600μmol/L MnCl2作用于细胞 3d；3：DL-2000

Fig.2-1 Agarose gel electrophoresis tested the genomic DNA of

600μmol/L MnCl2-treated PC12 cell on the 3th day.(1.control;

2. 600μmol/L MnCl2 on PC12 for 3 days; 3.DL-2000)

3 讨论

对锰神经毒作用机理的探讨一直与帕金森氏病的研究相

关[9,10]，临床应用发现左旋多巴可缓解部分锰中毒患者的精神

改变、动作失调、肌张力增高和震颤等症状[11]。提示锰的神经毒
作用机制与多巴胺能神经元的损伤有关。本研究以多巴胺能的
鼠嗜铬神经瘤细胞 PC12为模型，筛选锰对神经细胞增殖抑制

作用的时间及剂量效应关系。结果表明：MnCl2对 PC12细胞的
增殖抑制作用在 1-4天的时间段中呈剂量和时间依赖效应，这

在不同浓度 MnCl2作用下 PC12细胞的生长曲线中得到了验

证，MnCl2抑制了 PC12细胞的生长，显示出它的神经毒性作用

特点。由于本研究关注锰的慢性蓄积毒性，所以筛选了 MnCl2
对 PC12细胞的增殖抑制作用在低剂量、较长时间段中所表现
出的剂量和时间效应关系，基本可以看出 600μmol/LMnCl2作
用 4d时对 PC12细胞的增殖抑制率在 50%左右，为进一步研

究其作用机理提出有效作用浓度。那么锰对神经细胞增殖抑制

作用的机理是什么呢？

有研究采用克隆黑质多巴胺能细胞系 SN4741细胞为实

验模型[12]，对 MPP+、H2O2、杀虫剂、除草剂、多巴胺源内生神经
毒素猪毛菜酚以及锰等被认为是 PD相关的神经毒物进行研

究实验，表明 PD相关的神经毒物MPP+、H2O2诱导产生的细胞
凋亡是它们损伤神经细胞的共同的分子机制[13-14]。
本实验 600μmol/L MnCl2作用 4d电镜可见细胞体积明显

缩小，细胞膜表面突起消失，细胞核膜完整但皱缩，细胞核体积

缩小，染色质致密，并边集于细胞核周边，细胞质中有空泡形

成，这是细胞凋亡的形态学改变。同样条件下细胞 DNA碎片
化，是重要的细胞凋亡的生化特征[15]，从而进一步证实 MnCl2

能够诱导 PC12细胞凋亡。此结果提示我们锰对神经细胞细胞
的增殖抑制作用产生的原因可能是诱导细胞凋亡。
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