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　　提　要　目的: 缺氧与梭曼中毒能引起不可逆性脑损伤认识已久 ,然而 ,缺氧与梭曼中毒复合对脑的作用

所知甚少。本研究应用 PC12细胞损伤模型 ,探讨缺氧和梭曼单一或复合作用对神经瘤细胞的损伤。方法:培

养的 PC12细胞暴露于含不同氧百分比的空气及含不同浓度梭曼的培养液 ,测定细胞乳酸脱氢酶 ( LDH)的释

放及细胞存活率的变化 ,用以指示细胞毒效应的量效、时效关系 ,用 t检验及双因素方差分析判别统计差别显

著性及缺氧、梭曼双因素的交互作用。 结果:①缺氧与梭曼中毒均显示剂量依赖性细胞毒效应 ,两致伤因素交

互作用显著 ;②两因素复合效应为单一效应之和 ,即两因素复合以叠加方式 ( 1+ 1= 2)致伤 ;③与单一因素作

用相比 ,复合时细胞存活率变化更能灵敏地反映细胞毒效应。结论:本研究首次观察到缺氧与梭曼复合作用

的细胞毒效应。缺氧与梭曼单一与复合作用的细胞毒作用表现为导致量效依赖型细胞内 LDH释放及细胞存

活率下降。 两因素复合效应方式为简单叠加 ,这一现象可能提示两致伤因素致 LDH释放的机理是不同的。
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　　缺氧对神经系统的损伤认识已久 ,缺血 /缺氧性脑

损伤的研究 ,是目前神经科学领域最活跃的课题之

一 [1 ] ,已有的研究在整体、器官及离体细胞培养等多层

次上涉及功能、形态代谢变化的多个方面。 神经系统、

尤其是中枢胆碱能神经系统是梭曼毒理作用的主要效

应器官 [2 ] ,梭曼中毒乙酰胆碱酯酶活性抑制后出现的

胆碱能危象 ( Cho linergic crisis)是致死的主要原因 ,因

而研究梭曼的毒理作用 ,主要集中于胆碱能神经系统

的效应 ,虽然缺氧和梭曼中毒均以脑损伤为突出变化 ,

但文献中尚未见两者复合作用对神经细胞效应的报

道。鉴于高原地区可能发生梭曼中毒的特殊伤害 ,本实

验旨在研究缺氧和梭曼中毒单一和复合作用对神经细

胞的细胞毒效应 ,以探讨这类特殊伤害的特点。

　　 PC12细胞具有神经细胞的一般生物学特性 ,已在

近年神经科学实验研究中广泛应用。 本实验以此细胞

为对象 ,研究多种不同程度缺氧和梭曼中毒单一和复

合作用对“神经细胞”的细胞毒效应。

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂
　　梭曼纯度 96. 2% ,由丙二醛—— 生理盐水稀释后备用 ;用

于 PC12细胞培养的 RP1640培养液及乳酸脱氢酶 ( LDH)测定

试剂盒等试剂均购于 Sigma公司 (圣路易斯 ,美国 )。

1. 2　 PC12细胞培养

　　 PC12细胞株由松冈雅人博士馈赠。常规 RP1640培养基培

养。细胞接种于含 10%小牛血清的 RP1640培养液 ,置于 37℃

恒温培养箱 ,在含 5% CO2 /95%空气的环境中培养 ,每 3 d置换

培养液 1 /3,培养 7 d即可见附壁细胞层 ,此时置换全部培养

液 ,台盼蓝排斥试验检测细胞活性 ,存活率大于 95%的培养细

胞供实验用。

1. 3　致伤条件及细胞毒检测 [3 ]

　　培养的 PC12细胞分别置于 96孔培养板 ,暴露于含不同比

例氧浓度的氧环境以模拟不同程度的缺氧 ;在培养液中加入不

同浓度的梭曼 ,以复制不同程度的梭曼中毒。 测定加入膜表面

活性剂 0. 1% Triton X 100前后培养液中 LDH活性 ,按 LDH

释放 (% ) = [ T riton X 100加入前 LDH活性 /T riton X 100加

入后 LDH活性 ]计算 1× 106细胞在致伤后 24 h细胞释放量 ,

同时以台盼蓝排斥试验在光镜下检测细胞存活率 ,以此作为细

胞毒作用指征。

1. 4　统计分析
　　用 Student′s t检验作组内及组间差别显著性检验 ;用

Tw o w ay ANOV A作方差分析及交互作用显著性检验。统计分

析在 NEC 486计算机 (日本 )上完成 ,统计软件为 Minitab 4. 0,

作图软件为 Micro rigin 3. 0,均为美国 Micro soft公司产品。

2　结果

2. 1　 PC12细胞 LDH释放的量效反应

　　结果详见表 1。对照条件下 ,培养液中自然衰老死亡细胞

24 h释放的 LDH平均仅占全部细胞内 LDH的 4. 3% ; 5% O2的
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缺氧条件下致伤 6 h,伤后 24 h即有占 19. 5%的细胞内 LDH释

放 ,非常显著地高于对照值 ;在 2% O2的致伤条件下 24 h释放率

在 34. 3% ,缺氧致 LDH释放在相同中毒剂量条件下呈明显的

量效关系。常氧 ( 21% O2 )培养条件下 ,梭曼浓度低于 1μmol /L

时 , LDH释放未见有意义的改变 ;而梭曼浓度增加 10倍至 10

μmo l时 ,即引起 29. 6%的 LDH释放 ,非常显著地高于对照值 ;

同样 ,梭曼引起的 LDH释放 ,在相同缺氧条件下 ,也有明显的

量效反应。双因素方差分析结果表明 ,梭曼中毒及缺氧两者改

变任一因素的强度 ,均可改变两因素复合效应的程度。但进一

步分析两因素复合效应的结果 ,有趣的发现是 ,两因素复合致

伤呈叠加效应 ( 1+ 1= 2) ,其间未发生递减 ( 1+ 1 < 2)抑或协同

( 1+ 1> 2)效应。例如 ,在单纯 2% O2缺氧及 10μmo l /L梭曼中

毒条件下 , LDH释放率分别为 34. 3%和 29. 6% ,而复合作用

时 , LDH释放率为 64. 1% ,其复合效应为两单一效应之和。

表 1　缺氧与梭曼单一或复合作用对 PC12细胞 LDH

释放 (% )的影响 (n= 9,x-± s )

Tab 1　 Effects of hypoxia, soman and their combination on

intracel lular LDH release (% of total intracellular LDH

activity) in cul tured PC12 cel ls (n= 9, x-± s )

Hypoxia (% O 2 in an atmosphere of ai r)Soman

(μmol /L) 21 10 5 2

0 4. 3± 1. 4 7. 2± 4. 7 19. 5± 8. 6●▲ 34. 3± 2. 8●▲

10- 1 5. 7± 3. 1 13. 6± 4. 1△ 25. 8± 4. 8●▲ 41. 4± 5. 3●☆▲

100 6. 8± 4. 2 15. 1± 3. 9○☆ 26. 4± 7. 3●☆▲ 42. 3± 3. 6●☆▲

101 29. 6± 8. 3★ 36. 4± 4. 4★▲ 51. 2± 3. 7○☆▲ 64. 1± 3. 8●★▲

102 42. 3± 6. 7★ 51. 4± 6. 7★▲ 62. 4± 7. 6○☆▲ 77. 1± 8. 8●★▲

Values w ere determined a t 24 h after a sing le 6 h

expo sure. ○: P < 0. 05, ●: P < 0. 01 vs 21% O2;

☆: P < 0. 05, ★: P < 0. 01 v s soman 0μmo l /L; △:

P < 0. 05, ▲: P < 0. 01 v s 21% O2 plus soman

0μmo l / L tr ea tment

2. 2　不同致伤条件下 24 h细胞存活率
　　结果见表 2。不同程度的缺氧、梭曼中毒单一与复合致伤 6

h,伤后 24 h细胞存活率测定结果同样显示了两因素单一与复

合致伤的量效反应关系及交互作用 ,所不同之处是 ,细胞存活

率有意义的显著变化出现较之 LDH释放率的变化灵敏度低 ,

例如 10μmo l /L梭曼中毒 , 24 h LDH释放已非常显著地增高 ,

而细胞存活率仅开始显著低于对照值 ,此现象可能提示细胞死

亡之前即有大量 LDH释放 , LDH释放测定能更灵敏地反映损

伤效应。

表 2　缺氧与梭曼单一或复合作用对 PC12细胞

存活率 (% )的影响 ( n= 9,x-± s )

Tab 2　 Effects of hypoxia, soman and their combination on

cell viability(% ) in cultured PC12 cells (n= 9, x-± s)

Hypoxia (% O2 in an atmosphere o f air )
Soman

(μmo l / L)
21 10 5 2

0 96. 2± 3. 5　 92. 3± 2. 6　　　 81. 4± 3. 7○△　 64. 3± 10. 2●▲　

10- 1 92. 4± 2. 5 88. 4± 7. 3 76. 5± 7. 8●▲ 58. 2± 7. 5●▲

100 92. 5± 3. 5 81. 5± 11. 5△ 68. 5±12. 5●▲ 42. 0± 11. 5★●▲

101 80. 6± 10. 5☆ 56. 6± 13. 0★●▲ 50. 3± 8. 5★●▲ 16. 3± 9. 4★●▲

102 44. 2± 9. 6★ 28. 5± 9. 5★○▲ 20. 4± 7. 2★●▲ 9. 2± 6. 3★●▲

Values w ere determined a t 24 h after a sing le 6 h

expo sure. ○: P < 0. 05, ●: P < 0. 01 vs 21% O2;

☆: P < 0. 05, ★: P < 0. 01 v s soman 0μmo l /L; △:

P < 0. 05, ▲: P < 0. 01 v s 21% O2 plus soman

0μmo l / L tr ea tment

2. 3　细胞毒作用的时效变化
　　结果见附图。PC12细胞在 5% O2抑或 5μmo l /L梭曼单一致

伤条件下。伤后 4 h出现明显的细胞损伤 ,细胞存活率从对照值

97. 6%分别降至 74. 6%和 82. 1% ,有显著下降。致伤后 12 h,单

纯缺氧损伤效应较之梭曼中毒更重 ;两因素复合作用 ,复合效

应对细胞存活率影响表现为加重损伤的协同效应 ,即细胞存活

率下降较之单一伤出现早而重 ,伤后 0 h细胞存活率较之对照

值即有显著降低 ,并在观察的 24 h内呈进行性下降 ,自伤后 4 h

开始 ,各时间点值均显著低于单一伤。

附图　缺氧与梭曼中毒单一或复合作用对 PC12细胞存活率

影响的时效关系

Fig　 Time-course changes of cell viability in PC12 cells af-

ter a single 6 h exposure to hypoxia ( 5% O2 7% CO2 

88% N2 ) , soman and their combination poisoning ( 5

μmol /L in medium)

Ba rs repr esent x-± s ; * : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 v s

contr ol; + : P < 0. 05, + + : P < 0. 01v s hypox ia or

soman poisoning r espectiv ely
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3　讨论

　　 PC12细胞株源于肾上腺髓质瘤细胞 ,由于其易于

培养 ,具有神经细胞的一般生物学特性 ,已在神经科学

多个领域研究中广泛应用 [4 ]。

　　本研究以 PC12细胞 LDH释放为细胞毒指标 ,我

们发现 ,缺氧、梭曼中毒对细胞损伤作用具有典型的量

效反应关系 ,且在复合作用时效应为两单一因素效应

的简单叠加 ( 1+ 1= 2) ,这与我们在其它观察指征上的

效应方式有所不同 (如对细胞能量代谢的影响、胞浆游

离钙变化及兴奋氨基酸释放等 ) ,可能提示缺氧和梭曼

中毒两者对 LDH释放效应机理不同 ,因而未显示出

协同作用。以细胞存活率为指标 ,观察单一与复合作用

后的时相动态变化过程 ,发现出现大量细胞死亡需要

一定时间 ,提示致伤效应需要启动某些病理机理参与 ,

而不是快速发生的溶解性坏死。

　　 PC12细胞损伤实验所获得的上述结果 ,表明应用

该模型研究复合效应能客观地反映出细胞毒作用的量

效和时效反应特点 ,该细胞损伤模型是评价单一与复

合效应的理想途径之一。

　　既往文献中研究缺氧、梭曼中毒复合损伤效应仍

是空白 ,因而对本实验结果难以进行文献对照。新近

Deshpande等
[5 ]在胎豚鼠小脑皮质及海马细胞培养模

型上观察了 0. 1μmol /L梭曼对 LDH释放的影响 ,未

能发现有意义的改变 ,本研究用此浓度梭曼对 PC12细

胞也未引致意义的变化 ,而浓度增至 10μmol /L时 ,

LDH释放则显著增多。Deshpande等人的研究由于仅

用一个剂量浓度的梭曼 ,故未能观察到 LDH释放的

量效反应 ,而且未直接测定细胞存活率 ,因而得出“梭

曼对海马神经元无直接细胞毒作用”的结论 ,似欠成

熟。至于缺氧、梭曼中毒单一与复合作用通过何种机理

引起细胞损伤 ,尚待进一步研究。

　　 (致谢:感谢日本产业医科大学松冈雅人博士提供 PC12

细胞株、吉田统子小姐提供技术帮助。 )
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Cytotoxic ef fects of hypoxia, soman and their combination on PC12 cells
Yu Zhengping , Cheng Tianmin, H. Igisu ( Depa rtment o f Pr eventiv e Medicine , Third M ilitar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the effec ts o f hypoxia, soman and their combination on the neurons

with a model o f injur ed PC12 cells. Methods: Af ter the cultur ed PC12 cells w ere expo sed to air with different

concentra tions o f ox ygen and culture so lution with differ ent concentra tions of soman, the vo lume of lac tic de-

h ydro genase ( LDH) relea sed by the cells and their surviv al rate wer e determined to obse rv e the do se-effect

and time-effect rela tionships o f cy to to xic ef fects. Student 's t test and tw o-w ay ANOV A were employed to de-

termine the sta tistical differ ences and interaction betw een hypox ia and soman expo sur e. Results: ( 1) Both

hypox ia and soman exposure exe rted dose-dependent cy to to xic effects on PC12 cells and the inte raction be-

tw een the tw o injurious facto rs wa s significant; ( 2) The combined effec ts of the two facto rs we re equal to the

sum o f tho se exer ted by each one separa tely; ( 3) Applica tion o f the tw o facto r s in combina tion resulted in a

mo re sever e cy to toxicity than tha t caused by either agent used sing ly; ( 4) The volume of LDH released fr om

PC12 cells could serv e as a mo re sensitiv e indicato r o f cy toto xicity than the surviv al ra te o f the cells. Conclu -

sion: This study is the fir st to demonstr ate the cy toto xic effec ts o f hypox ia and soman exposure in combina-

tion and the tw o agent a cted in a summa tiv e manner, w hich suggests that the two fa ctor s might induce intr a-

cellular release of LDH through diffe rent mechanism s.

　　 Key words　 hypoxia; soman; cy to to xicity; combined effect; lactic dehydrogenase; PC12 cell
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