
DNA完整性改变的实验 ,本研究用它来检测水中有机

提取物所引起的 DNA链断裂 。Ames实验是用于检测

DNA碱基序列改变。二者反映的是不同的遗传学终

点。本室Ames实验结果显示大部分水样在一定范围

内可呈现阳性致突变性 ,提示 C 市的有机提取物不仅

能引起 DNA 链断裂 , 还可引起 DNA 碱基序列改变。

这种含有多种遗传毒物的有机物混合体对人群健康的

危害不容忽视。

　　C市是传统的工业大市 ,顺长江与嘉陵江的交汇处

而建 ,主城区拥有六百万人口 ,长江及嘉陵江为其主要

饮用水源 ,工业生产带来的水环境污染问题较为严重 。

有研究表明乙肝感染 、饮水类型以及肝胆器官疾病史是

该市原发性肝癌相关程度最大的危险因素 ,其相对危险

度分别为 15.579 , 8.774 , 4.557
[ 12]
。结合本次实验结果

提示饮用水污染是 C市的肝脏肿瘤高发的一个重要因

素 ,水环境的治理与保护应引起高度重视。
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谷氨酸毒性对培养 PC12细胞钙内流与游离钙的影响

Effects of glutmate intoxication on calcium influx and free calcium in PC12 cells

吴　南 ,冯　华 ,王宪荣　(第三军医大学附属西南医院神经外科 ,重庆 400038)

　　Ca2+作为细胞内一种重要的第二信使 , 参与神经细胞的一

系列活动 , 对神经细胞的代谢和功能产生广泛的影响 , 细胞内

钙超载被称为细胞损伤的“最后共同通路” 。谷氨酸是中枢神

经系统内含量最多的兴奋性氨基酸 , 有神经兴奋毒性 , 它作用

于NMDA受体 ,引起钙内流 , 在神经细胞的继发性损害中谷氨

酸释放占重要地位[ 1 ,2] 。 PC12细胞是一种从鼠嗜铬细胞瘤分离

的克隆细胞 ,因其在神经生长因子(Nerve growth factor , NGF)存

在下 ,细胞形态 、结构和功能皆类似于交感神经细胞 , 因而成为

近年来神经科学工作者研究神经细胞递质合成 、储存和释放 、

离子通道规律及受体的细胞模型[3] 。本实验利用液闪计数法

测定45Ca 内流 ,用激光共聚焦显微镜通过钙荧光探针 Fluo-3 测

定游离钙变化 ,旨在探索谷毒酸毒性致神经细胞继发性损伤时

钙离子的变化特点。

　　作者简介:吴　南(1971-),男 ,河南省新乡市人 ,硕士 ,主治医师 ,讲师 ,主要

从事脑血管微创方面的研究。电话:(023)68754000-73071

　　收稿日期:2001-10-21;修回日期:2002-05-06

1　材料方法

1.1　细胞培养及处理
1.1.1　PC12 细胞株(小鼠嗜铬细胞瘤 , 上海细胞生物研究所提

供)。

1.1.2　细胞培养　　培养液为 RPMI-1640 , 内含 10%小牛血

清 、100 U ml青 、链毒素 、2.5 S NGF(终浓度 75 ng ml), PC12 细胞

在 37 ℃, 5%CO2 混合气体的孵箱(温度 95%)中培养。

1.1.3　分组　　对照组 、谷氨酸毒性组。

1.1.4　时相点　　取谷氨酸毒性损伤后 1 、4、24 h。

1.1.5　谷氨酸毒性组药物浓度　　L-谷氨酸(终浓度 0.75

mmol L , 购自北京制药二厂)[ 4] 。

1.2　液闪计数法测
45
Ca Bq值

　　以 2.5×104 个 ml细胞密度接种于 24 孔板内 , 给药前加入
45Ca 74 GBq 孔(Amsham 公司 ,美国),不同时相点制样过程如下:

(下转 433页)
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以0.25%胰酶将细胞消化下来 , 以多头细胞收集器反复冲洗细

胞后 , 抽滤至 49 型玻璃纤维膜上 , 烤干 , 将滤膜放入闪烁杯内

加闪烁液(二甲苯 ppo、popop), 放置 3 h , 上机检测。

1.3　激光共聚焦显微镜测细胞内游离钙
[ 5]

　　以 2.5×104 个 ml细胞密度接种于 24 孔板内玻片上 ,给予

谷氨酸后 , 不同时相点制样过程如下:以无血清培养液冲洗玻

片 3次 , 取 100μl Fluo-3 AM 探针(5 μmol L , 第四军医大学李云

庆教授惠赠)滴于波片中央 , 37 ℃避光孵育 1 h , 以无血清培养

液冲洗后 ,用共聚焦显微镜测定。

1.4　统计学处理
　　数据用 x±s来表示 , 采用第三军医大学数学教研室 GW-

BASIC 统计程序包内 FLSD程序处理。

2　结果

2.1　谷氨酸毒性损伤致 PC12细胞钙内流结果
　　谷氨酸毒性组45Ca内流的 Bq 值具有时间效应关系 ,见表 1。

表 1　谷氨酸毒性损伤致PC12细胞钙内流变化(n=4 ,  x±s)

45Ca Bq

1 h 4 h 24 h

对照组 370.25±40.45 474.5±36.93 593.5±56.26

谷氨酸组 1446.75±103.78＊ 1808.5±148.14＊# 2804.25±344.74＊#★

＊:P<0.05与对照组比较;#:P<0.05与 1 h比较;★:P<

0.05与 4 h比较

2.2　共聚焦显微镜测游离钙结果观察
　　正常 PC12 细胞普遍为低荧光强度细胞 , 谷氨酸组 1 h 时相

PC12细胞 60%为低荧光强度 40%为中荧光强度 , 随着时间延

长 ,中高荧光强度细胞所占比例增大 , 细胞荧光强度值 , 见表 2。

表 2　谷氨酸毒性损伤致PC12细胞游离钙流变化(n=4 ,  x±s)

荧光强度

1 h 4 h 24 h

对照组 69.05±17.82

谷氨酸组 128.72±42.95＊ 174.58±41.14＊# 200.62±32.49＊#

＊:P<0.05与对照组比较;★:P<0.05与 1 h比较;×:P<

0.05与 4 h比较

3　讨论

　　钙超载是导致神经细胞死亡的“最后共同通路” [6 , 7] , 而具有生

物活性的是细胞内的游离钙 ,细胞内游离钙的增加通常是细胞外

钙的内流或细胞内钙库释放所致 ,钙通道及钙释放通道在细胞内

游离钙的变化中担任调节平衡作用[8] 。神经系统损伤后 ,多有谷

氨酸释放 ,它具有兴奋性神经毒性 ,可作用于 NMDA受体 ,引起受

体门控钙通道的开放,游离钙增加进一步加重损伤 ,因此谷氨酸在

神经细胞继发性损害中起重要作用。

　　本实验液闪计数结果显示:谷氨酸毒性致 PC12细胞损伤后45

Ca的内流有以下特点:随着时间延长 , 45Ca 内流增加 ,具有时间效

应关系。钙内流是由于谷氨酸作用于 NMDA 受体,引起受体门控

钙通道开放所致。激光聚焦显微镜结果提示:谷氨酸毒性致 PC12

细胞损伤后游离钙增加也具有时间效应关系。但两者的时间效应

关系曲线不同 ,在4 h和 24 h 时相 PC12细胞游离钙的升高幅度大

于45Ca内流增加的幅度, 由此可以推测此时细胞内钙库钙释放参

与了细胞内游离钙的升高。我们据此可作以下推测:谷氨酸作用

于PC12细胞后早期钙内流导致细胞内游离钙增加 ,随即细胞能量

代谢发生障碍 ,引起了线粒体 、内质网等膜性结构的损害 ,进而引

起钙释放通道开放 ,促使以结合钙形式存在的细胞内钙库释放出

游离钙,游离钙的进一步升高加重了细胞损伤。

　　关键词:谷氨酸;PC12细胞;钙
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