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铅暴露对成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体的影响
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［摘　要］　目的　评价铅暴露对成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１线粒体的影响。方法　在ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞培养瓶中加入不同浓度醋酸铅
［Ｐｂ（Ａｃ）２］溶液（０、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ）培养２４ｈ后，分别测定其线粒体膜电位去极化程度与ＡＴＰ合成量、胞浆与线粒体内细胞色素
ｃ含量以及Ｃａｓｐａｓｅ３活性，并利用透射电镜观察细胞线粒体形态变化。结果　铅暴露可致成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１线粒体膜电位降
低，ＡＴＰ合成减少，细胞内细胞色素ｃ从线粒体到胞浆的释放增加，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增强，并且呈明显剂量依赖关系。此外，电镜观察
可见１００μｍｏｌ／Ｌ醋酸铅暴露组细胞线粒体明显肿胀。结论　铅暴露可引起成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１线粒体功能与结构损伤，从而导致
细胞凋亡。
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　　铅是一种在工业生产中广泛应用的重金属毒物，
可对包括血液系统、神经系统、泌尿系统和生殖系统等

各组织器官造成损伤［１］。有研究表明，骨骼同样是铅

中毒的重要靶器官，铅可对动物成骨细胞功能造成损

害，铅中毒还可导致儿童血清中骨钙素的水平下

降［２］。成骨细胞是参与骨骼形成的主要细胞，对体内

骨组织生长与发育、骨代谢的平衡以及损伤修复发挥

关键作用［３］，成骨细胞过度凋亡，会影响骨骼修复，甚

至进而导致骨质疏松的发生［４］。

线粒体是细胞内重要的细胞器，对细胞内的能量代

谢、离子平衡以及对外界因素的应激方面发挥着重要的

作用。因此，线粒体也是诸多外源性化合物最为敏感的

靶点，尤其是在氧化损伤最主要的靶细胞器［５７］。为研

究铅对成骨细胞损伤的作用与机制，本研究通过对

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞染毒后培养，观察并测定线粒体形态与
功能变化，为揭示铅对骨骼发挥毒性的机制提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及配制
醋酸铅［Ｐｂ（Ａｃ）２，分析纯］购买于上海化学试剂

四厂，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞株购买于中科院上海细胞库，
ＢＣＡ蛋白浓度试剂盒、三磷酸腺苷（ＡＴＰ）试剂盒、ＪＣ１
线粒体膜电位试剂盒、细胞色素 ｃ试剂盒购买于碧云
天生物技术研究所。ＣＣＫ８细胞增殖毒性试剂盒购买
于东仁化学科技公司。ＤＭＥＭ培养基购买于 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司。胎牛血清购买于Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　培养 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞采用的
ＤＭＥＭ培养基含体积分数１０％的 ＦＢＳ、１００ｋｕ／Ｌ的青
霉素和１００ｍｇ／Ｌ的链霉素，细胞培养箱参数为３７℃，
ＣＯ２体积分数５％。
１．２．２　ＣＣＫ８细胞增殖毒性检测试验分析细胞存活
率　　取生长良好的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，按２×１０４个／孔
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接种至９６孔板中，分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组，不作任何
处理），醋酸铅组（Ｐｂ组，加入醋酸铅溶液，使培养液中
醋酸铅最终浓度分别为０、１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ），每组分
别设置５个复孔，分组后，将细胞置于细胞培养箱内培
养２４ｈ后加入含１０μＬＣＣＫ８的培养液１００μＬ，孵育
１ｈ，４５０ｎｍ波长测量ＯＤ值进而计算细胞存活率。
１．２．３　细胞提取液制备　　取生长良好的 ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞按 １０６个／瓶接种至 １００ｍＬ培养瓶，分组与
１．２．２项下相同，细胞置于培养箱内培养２４ｈ，将培养
液吸取备用。细胞经过胰酶消化后收集至吸取的培养

液中。经过６００ｇ４℃ ５ｍｉｎ离心后收集细胞，去上
清，用ＰＢＳ洗涤１次，再去上清，按照１００μＬ裂解液每
２００万细胞的比例加裂解液，经重悬沉淀后，冰浴裂解
１５ｍｉｎ，经４℃ １６０００～２００００ｇ１５ｍｉｎ离心后，吸取
上清部分，ＢＣＡ方法测得蛋白浓度后于 －８０℃冻存
备用。

１．２．４　细胞线粒体膜电位的检测　　取生长良好的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞（细胞密度８×１０４个／ｍＬ）收集于６孔
板中，培养过夜细胞贴壁后，按照１．２．２项下实验分组
分别进行加药。实验期满后，加入 ＪＣ１探针，共同孵
育２０ｍｉｎ后用 ＪＣ１缓冲液洗涤２次。当线粒体膜电
位处于较高水平时，ＪＣ１荧光探针主要聚集在线粒体
的基质当中，形成聚合物，从而产生红色荧光；当线粒

体膜电位处于较低水平时，ＪＣ１荧光探针大部分不能
聚集在基质中，难以形成聚合物，因而 ＪＣ１单体产生
绿色荧光。因此，可以使用 ＴＣＳＳＰ５激光共聚焦显微
镜通过检测红色与绿色荧光比例的增减来反映线粒体

膜电位的变化。具体操作步骤按试剂盒（碧云天）说

明书执行。

１．２．５　细胞ＡＴＰ含量测定　　ＡＴＰ含量的测定通过
ＡＴＰ含量试剂盒（碧云天）完成，利用 Ｔｅｃａｎ荧光酶标
仪对结果进行检测，具体操作步骤按试剂盒（碧云天）

说明书执行。

１．２．６　细胞色素ｃ含量测定　　首先通过细胞线粒
体分离试剂盒（碧云天）分离出线粒体和浆蛋白。然

后将线粒体和浆蛋白分别溶解于裂解缓冲液之中，用

ＢＣＡ方法分别测定对应的蛋白浓度。利用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒（碧云天），分别检测线粒体和浆蛋白中细胞色素

ｃ的含量，具体操作步骤按试剂盒（碧云天）说明书
执行。

１．２．７　Ｃａｓｐａｓｅｓ３活性检测　　Ｃａｓｐａｓｅｓ３的活性通
过Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒完成。与前述方法相同，
先制备各组的细胞裂解液，并通过ＢＣＡ方法测定对应
的蛋白浓度。催化底物 ＡｃＤＥＶＤρＮＡ产生黄色的

ρＮＡ，之后用酶标仪通过测量４０５ｎｍ处的吸光度，反
映Ｃａｓｐａｓｅｓ３的活性。
１．２．８　透射电镜观察线粒体形态　　取生长良好的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞按２×１０５个／孔接种于１００ｍＬ培养皿
中，采用与 １．２．２相同分组，细胞于培养箱内培养
２４ｈ，分别将细胞移入离心管中３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上
清，４℃预冷ＰＢＳ漂洗１次。样品经固定、脱水、浸透、
包埋、切片、染色等步骤后通过透射电镜观察线粒体形

态的改变。

１．３　统计学分析
计量资料用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。利用

ＳＰＳＳ２１．０统计软件对数据进行分析，单因素方差分
析比较组间差异。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　铅暴露对线粒体膜电位及ＡＴＰ合成的影响
如图１所示，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于（０、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）

醋酸铅溶液２４ｈ后，与对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，各暴露
组［Ｐｂ（１），Ｐｂ（１０），Ｐｂ（１００）］线粒体膜电位去极化程
度显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明线粒
体膜电位降低，且体现出明显的剂量依赖性；同样，

ＡＴＰ含量测量显示，与对照组相比，各暴露组［Ｐｂ（１）、
Ｐｂ（１０）、Ｐｂ（１００）］的ＡＴＰ合成显著减少，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），且随着醋酸铅浓度增高，ＡＴＰ合成
量下降更为显著。本结果表明铅暴露 ２４ｈ后引起
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞线粒体膜电位的降低，ＡＴＰ合成减少。

ａ：ＪＣ１探针标记后，绿色荧光与红色荧光的比例来反映线粒体
膜电位去极化的程度（ｎ＝５）；ｂ：利用ＡＴＰ含量测定试剂盒（碧
云天）进行ＡＴＰ含量测定（ｎ＝５）　：与对照组相比，Ｐ＜０．０５

图１　铅暴露对线粒体膜电位及ＡＴＰ合成的影响
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２．２　铅暴露对线粒体细胞色素ｃ含量的影响
分离细胞胞浆和线粒体，分别检测胞浆和线粒体

内细胞色素ｃ的含量。如图２所示，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴
露于各浓度醋酸铅溶液２４ｈ后，与对照组相比，各暴
露组［Ｐｂ（１），Ｐｂ（１０），Ｐｂ（１００）］的胞浆内细胞色素 ｃ
含量显著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而线粒
体内细胞色素 ｃ含量显著下降，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），表明铅暴露２４ｈ后引起 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
内细胞色素ｃ从线粒体到胞浆的释放增加。

ａ：胞浆内细胞色素ｃ的含量（ｎ＝５）；ｂ：线粒体内细胞色素ｃ的
含量（ｎ＝５）　：与对照组相比，Ｐ＜０．０５

图２　铅暴露对线粒体细胞色素ｃ含量的影响

２．３　铅暴露对线粒体形态及Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响
透射电镜结果显示，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于

１００μｍｏｌ／Ｌ醋酸铅溶液［Ｐｂ（１００）］２４ｈ后，与对照组
相比，线粒体明显肿胀，细胞核边集，细胞出现凋亡，见

图３。

图３　铅暴露对细胞线粒体形态的影响

　　利用对应试剂盒（碧云天）进行 Ｃａｓｐａｓｅ３活性测
量结果显示，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于各浓度醋酸铅溶
液２４ｈ后，与对照组相比，各暴露组［Ｐｂ（１），Ｐｂ（１０），

Ｐｂ（１００）］的 Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著上升，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），且表现出明显的剂量依赖性，说明铅
暴露２４ｈ后引起ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡增加，且随着剂
量的增大，凋亡程度增加，见图４。

：与对照组相比，Ｐ＜０．０５
图４　铅暴露对细胞Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影响（ｎ＝５）

３　讨论

铅是一种广泛应用于工业与生活的的重金属毒

物，铅暴露对骨骼的毒性一直以来没有得到确切的证

实。近年来，越来越多的研究显示，骨骼也是铅发挥其

毒性作用的重要靶器官，铅暴露可直接地或间接地改

变骨骼各细胞功能［８９］。目前，一般认为细胞凋亡途径

主要包括线粒体介导的细胞内途径、死亡受体介导的

细胞外途径以及内质网应激途径。有研究认为，铅可

通过激活ｃＪＵＮ氨基末端活化蛋白激酶（ＪＮＫ）信号通
路与磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）信
号通路诱导大鼠肝内内质网应激和氧化应激，也可引

起星形胶质细胞发生内质网应激［１０１２］；铅暴露可引起

ＰＣ１２细胞发生凋亡，其凋亡机制可能与死亡受体介导
的细胞外途径有关；关于造血干细胞和睾丸支持细胞

的研究则证明了醋酸铅暴露可导致线粒体的结构与功

能损伤，表明铅具有明显的线粒体毒性［１３］。但在成骨

细胞上，铅暴露引起线粒体损伤从而导致细胞凋亡的

研究鲜有报道。

线粒体作为细胞能量与代谢的中心，控制着细胞

内呼吸链和氧化磷酸化，也在细胞凋亡与信号转导的

过程中发挥着重要的作用。许多关于细胞凋亡调控机

制的研究认为，线粒体的结构与功能障碍是多种刺激

因素诱导细胞发生凋亡的关键事件，线粒体内的凋亡

诱发因子因此释放，从而对细胞凋亡进行调控［１４］。本

研究通过研究ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞暴露于各浓度醋酸铅溶
液后线粒体相关功能及细胞状态的变化，进一步在细

胞水平上证实了铅暴露对成骨细胞的毒性。后续通过

测量线粒体膜电位去极化程度与 ＡＴＰ合成量，胞浆与

０２３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



线粒体内细胞色素ｃ含量以及Ｃａｓｐａｓｅ３活性，并结合
透射电镜观察细胞线粒体形态变化，探究了铅对成骨

细胞损伤的一种可能机制。

本研究通过线粒体膜电位与 ＡＴＰ合成量检测证
明了铅暴露可致成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１线粒体膜电位降
低，ＡＴＰ合成减少。线粒体作为细胞凋亡的控制中心，
线粒体功能障碍可诱导细胞凋亡级联反应的发生。大

量研究表明，线粒体膜的去极化是细胞凋亡早期的重

要事件［１５１６］。线粒体膜上的凋亡相关蛋白通过控制

线粒体膜的通透性，从而可以调控线粒体内的促凋亡

因子如细胞色素 ｃ等的释放，进而可通过激活Ｃａｓｐａｓｅ
途径诱导细胞凋亡。本研究通过测得胞浆内细胞色素ｃ
的含量显著上升而线粒体内细胞色素ｃ的含量显著下
降，证明细胞内细胞色素 ｃ从线粒体到胞浆的释放增
加。线粒体跨膜电位的去极化、ＡＴＰ合成减少、线粒体
肿胀及线粒体内膜的嵴减少或消失都会诱导细胞色

素ｃ以及相关凋亡因子从线粒体释放至细胞浆，本研
究的超微病理结果显示，高浓度铅暴露组线粒体出现

明显肿胀，也进一步证明了此结论。目前的研究普遍

认为，细胞色素ｃ是线粒体在细胞凋亡过程中释放的
重要凋亡因子，线粒体释放到膜外的细胞色素 ｃ，在
ＡＴＰ／ｄＡＴＰ的参与下可以和Ａｐａｆ１结合，从而使 Ａｐａｆ
１的构象发生改变，继而使 Ａｐａｆ１寡聚化［１７］；Ａｐａｆ１
氨基端和Ｃａｓｐａｓｅ９前体结合，可形成分子量为７００～
１４００ｋＤ的“凋亡小体”，并在胞浆中的 ｄＡＴＰ的作用
下进一步使 Ｃａｓｐａｓｅ９复合体发生自发激活。活化后
的Ｃａｓｐａｓｅ９能继续激活作为细胞凋亡执行者的
Ｃａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３进而通过级联反应，裂解特异性
底物从而导致细胞凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ３执行细胞凋亡信
号，介导执行触发细胞凋亡的多种因素。同时，

Ｃａｓｐａｓｅ３与细胞凋亡时的一些特征标志，如 ＤＮＡ的
片段化以及染色体凝聚等，也有着直接的关系［１８］。本

研究中测得的Ｃａｓｐａｓｅ３活性结果也证实了暴露组线粒
体损伤更为严重，细胞色素ｃ释放量更多，进而Ｃａｓｐａｓｅ３
活性更高，从而导致细胞凋亡程度更为严重。

综上所述，本研究探究了铅暴露导致成骨细胞凋

亡的一种可能机制———铅暴露可导致成骨细胞线粒体

膜电位降低、ＡＴＰ合成减少，导致细胞色素ｃ释放量增
加，Ｃａｓｐａｓｅ３活性增加，进而诱导细胞凋亡。
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９２．ｄｏｉ：１０．１３４１２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｙｙｌ．２０１４．０５．０２９．

［１６］ＳｃｈｗｅｉｋｌＨ，ＰｅｔｚｅｌＣ，ＢｏｌａｙＣ，ｅｔａｌ．２Ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅｉｎ
ｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＡＴＭａｎｄｐ５３ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｔｒｉｎｓｉｃｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１４，３５（９）：２８９０－２９０４．ｄｏｉ：
１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ．２０１３．１２．０４４．

［１７］ＳａｉｋｉａＭ，ＪｏｂａｖａＲ，ＰａｒｉｓｉｅｎＭ，ｅｔａｌ．ＡｎｇｉｏｇｅｎｉｎｃｌｅａｖｅｄｔＲＮＡｈａｌｖｅｓ
ｉｎｔｅｒａｃｔｗｉｔｈｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ，ｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｕｒｉｎｇｏｓ
ｍｏｔｉｃｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１４，３４（１３）：２４５０－２４６３．ｄｏｉ：１０．
１１２８／ｍｃｂ．００１３６－１４．

［１８］ＷａｎｇＸ，ＬｕｏＹ，ＳｕｎＨ，ｅｔａｌ．ＤｙｎａｍｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＢｃｌ２，
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄＨｓｐ７０ｉｎｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｂｒａｉｎ
Ｉｎｊｕｒｙ，２０１５，２９（１）：９３－９７．ｄｏｉ：１０．３１０９／０２６９９０５２．２０１４．９４５９５８．

（编辑：杨　颖）
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