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摘要! 通过UWW分析&光学显微镜观察&15]Q̀S_!!!=$ 染色质荧光染色&;+,琼脂糖凝胶电

泳&罗丹明 #$! 染色及钙离子激光扫描显微镜检测等手段!分析了虾夷扇贝毒素#I]SS5_5bGK!

\Wq$对1]6F细胞的毒性作用" 通过实验发现!正常 1]6F细胞与不同浓度 \Wq共孵育 $= `

后!一定浓度的\Wq能对1]6F细胞产生毒性作用!使其发生明显凋亡特征!如形态变化&染色

质凝缩&;+,片段化以及线粒体膜电位降低" 此外!\Wq还能造成1]6F细胞内胞质钙离子升

高" 这种毒性作用可能是\Wq通过对胞内钙离子浓度的影响进而诱导发生的"

关键词! 虾夷扇贝毒素% 1]6F细胞% 细胞凋亡% 线粒体膜电位% 钙离子水平

中图分类号! 0@#<7=&&&&&&&文献标志码',

&&近年来"随着我国沿海经济发展"海洋富营养

化加剧"赤潮灾害频发"不仅破坏了海洋生态系

统"而且有些赤潮产生的毒素在海产品中累积"随

着人类的食用而对人类生命和健康构成威胁+ 全

球约 $:% 多种主要赤潮藻类"我国沿海发现 #=D

种"!D 种有毒)#*

+ 随着对赤潮的研究"有毒藻类

的数目可能继续增加+ 近两年"在我国沿海城市

贝类样品中检测出虾夷扇贝毒素 # I]SS5_5bGKS"

\WqS$

)$*

"并多次从底质泥样中分离产 \WqS毒

素的甲藻孢囊+

虾夷扇贝毒素主要包括\Wq及其衍生物"其

结构类似于神经性贝毒的短裸甲藻毒素"分子量

在 @"" Y# ""# cO

)!*

+ \Wq最早是从日本虾夷扇

贝#@'&-/#$;"&;/ 1;++#;/+-+$中被分离出来)=*

"因

此被命名为虾夷扇贝毒素"后来陆续在新西兰(意

大利和智利等)" 9:*国家被检出+ \WqS主要由 !

种 有 毒 甲 藻! 网 状 原 角 藻 # @0#&#";0'&-*)

0;&-"*('&*)$" 多 边 舌 甲 藻 # 6-/D*(#:-/-*)

$#(1;:0*)$"具刺膝沟藻#P#/1'*(',+$-/-<;0'$

)<*

产生"常和大田软海绵酸#5cFRFGQFQGR"(,$(鳍

藻毒素#RGK5N`ISGS_5bGKS";WqS$等脂溶性腹泻性

贝毒#RGF̂̂`]_GQS̀]66aGS̀ N5GS5KGKL";0?$一起被检

出"过去很长一段时间内都将其归到 ;0?中+ 然

而与;0?不同的是"\WqS并不会造成实验动物

的腹泻)="D*

"而且也不会使蛋白磷酸酶 $,失

活)@*

"$%%$ 年欧盟委员会正式将此类毒素单独列

为一类)#%*

+

由于\WqS的作用机制与 (,明显不同"研

究\WqS作用的靶器官(毒性作用机制以及对人

类健康的影响就显得至关重要"国内外学者为此

也展开了相关的研究+ 腹腔注射实验表明"\WqS

对心肌(肝脏和胰脏都有损伤)## 9#=*

"而近年来的

一些研究发现"\WqS对脑神经细胞也有一定的

毒性作用)#" 9#:*

"因此"\WqS的生物毒性作用不

容小觑+ 然而迄今为止"\WqS对人类健康的危害

程度以及作用机理仍未完全阐明+ 研究表明"

\Wq能诱导不同的细胞发生凋亡"如人的成神经

瘤细胞系 V2#$$CU#<

)#<*

(原代培养的大鼠脑干

神经元细胞)#D*以及大鼠与小鼠的成肌细胞系 -:

和V3!1#

)#@ 9$%*等"但是其具体的诱导机理尚未

完全清楚+ 本研究将 \Wq作用于 1]6F细胞"通

过多种分析方法"研究了 \Wq对 1]6F细胞凋亡
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的诱导作用+ 细胞凋亡是细胞在一定的生理(病

理条件下"遵循自身的程序"自我消亡的一个过

程"是多细胞生物生命活动过程中必不可少的组

成内容"贯穿于整个生命活动中"因此具有特殊的

生物学意义"细胞凋亡的发生是多种原因的诱导+

本实验借助激光扫描共聚焦显微镜分析了 \Wq

的加入对1]6F细胞内钙离子浓度所造成的影响"

进而分析\Wq诱导细胞凋亡的可能机制"对进一

步探讨 \Wq的毒性作用途径及赤潮毒素物质的

活性利用提供了研究思路和线索+

#&材料与方法

!"!#实验材料

\Wq标准物质&&购自加拿大国家科学研

究委员会#+F_G5KF6*]S]F̂Q̀ 35OKQG6"3FKFRF$"使

用前用1FKcS缓冲液稀释成 $ KL>

#

-的工作液"

%7$$

#

E滤膜过滤除菌用于后步细胞实验+

其他试剂&&优质胎牛血清#WV;"天津灏

洋$' *?U/#:=% # dGPQ5" )0,$' # n$"% 胰 酶

#SGLEF")0,$!;C1FKcS缓冲液配制"%7$$

#

E滤

膜过滤除菌" 9$% [避光保存'!C#=""C二甲基噻

唑C$$C$" "C二苯基四氮唑溴盐 #UWW" SGLEF"

)0,$"用 N1<7! 的;C1FKcS配制成 " EL>E-贮

存液"%7$$

#

E滤膜过滤除菌" 9$% [避光保存'

二甲基亚砜#;U0("SGLEF")0,$"#%" c?F高压

灭菌'*+FS],#SGLEF")0,$" N1为 <7" 的 #%

EE56>-的 ŴGS缓冲液配制"终浓度为 "% EL>

E-'蛋白酶 A#SGLEF")0,$"配制成 $% EL>E-

的贮存液" 9$% [保存' $%% PN ;+, -FRR]̂

UF̂c]̂ # V]S_VG5" 上 海 贝 博 $' 15]Q̀S_!!!=$>

?/,,,细胞凋亡与坏死检测试剂盒##%%W"上海

碧云天$" 9$% [避光保存'3FNFS]! 活性检测试

剂盒 ##%%W"上海碧云天$" 9$% [避光保存'

.6O5C! ,U#" EE56>-"上海碧云天$"母液溶于

;U0(" 9$% [避光保存"使用时用缓冲液稀释

至所需浓度'其他化学试剂均使用分析纯配制"细

胞培养试剂用三蒸水配制+

细胞及细胞培养&&1]6F细胞购自中科院

上海细胞研究所细胞库+ 细胞用 $" QE

$ 的细胞

培养瓶#35 K̂GKL")0,$"在 !< [恒温的 3(

$

培

养箱中培养"培养液为 *?U/#:=%"含 !%% EL>-

-C谷胱酰胺"#%% )>E-青霉素和 #%%

#

L>E-链

霉素"添加 #"m的胎牛血清+ 细胞汇合后"用

%7$"m胰酶消化"#n$ 传代+

!"$#实验方法

\Wq毒素对1]6F细胞增殖能力的影响&&

贴壁生长的细胞经 %7$"m胰酶消化后"用完全培

养液重悬"调整密度为 # g#%

=

>E-"每孔 $%%

#

-

接入 @: 孔细胞培养板"于 !< [培养 $= ` 后更换

培养基"并加入等体积不同浓度的 \Wq毒素"使

其终浓度为 "%(#%%(#"%($%%($"%(!%% KL>E-"同

时以等体积1FKcS缓冲液作为空白对照"每个样

品物质设置 ! 个重复+

!< [培养箱内培养 $% `后"每孔加入 $%

#

-

UWW#" EL>E-$"!< [继续培养 = `"吸弃旧培养

液"每孔加入 #"%

#

-;U0("室温避光震荡 !%

EGK"酶标仪#*FI_5 *WC$#%%3"深圳雷杜$=@% KE

测定下的光密度#J$值"根据下列公式计算毒素

各浓度组的细胞增殖抑制率!

细胞增殖抑制率#m$ e## 9J实验组RJ对照组$

g#%%

毒素对 1]6F细胞形态的影响&&##$ 光学

显微镜观察!将消化后的细胞悬液以 # g#%

=

>E-

密度接入 # E-至 $= 孔培养板"!< [培养 $= `后

更换新鲜培养基"并加入 \Wq标准物质"使其终

浓度为 "%KL>E-"用 1FKcS缓冲液作为同等体积

空白对照"!< [培养 =D ` 后"倒置显微镜#+Gc5K

W2$%%%C)"'FNFK$观察+ #$$ 15]Q̀S_===!$>?/

双染色!收集 "% KL>E-\Wq孵育 $= ` 后的细胞

于 #7" E-离心管中"离心弃上清'细胞沉淀用

%7D Y# E-细胞染色缓冲液重悬'加入 "

#

-的

15]Q̀S_染色液"轻弹离心管混匀'再加入 "

#

-的

?/染色液"混匀"= [避光染色 !% EGK'离心"

1FKcS缓冲液洗涤一次"荧光显微镜观察+

;+,琼脂糖电泳&&收集与 "% KL>E-

\Wq孵育 =D ` 的脱落细胞"并用 %7$"m胰酶消

化贴壁细胞"将两部分合并"洗涤后向细胞沉淀中

加入含 $ EL>E-*+FS],的裂解缓冲液 =%

#

-"

!< [裂解细胞 # `'再加入 $% EL>E-蛋白酶 A

#%

#

-""" [水浴 ! `'向;+,抽提液中加入 #% g

65FRGKL POaa]̂"用 $m琼脂糖凝胶 $% 4电泳 " `"

EF̂c]̂采用 $%% PN ;+,-FRR]̂UF̂c]̂"2V染色

后紫外成像+

流式细胞仪检测线粒体膜电位的变化&&将

1]6F细胞与 "% KL>E-\Wq分别孵育 $(=(:(D(

#%(#$ `'同时用体积分数为 %7#m1

$

(

$

作用于细

"%*$
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## 期 庞&敏"等!虾夷扇贝毒素对1]6F细胞凋亡的诱导及胞内钙离子浓度的影响 &&

胞作为阳性对照"比较线粒体膜电位的变化+

1FKcS缓冲液洗涤后用重悬"荧光探针罗丹明 #$!

#*̀#$!"#% EL>-$!< [避光染色 !% EGK'洗涤两

次"将细胞重悬"流式细胞仪#V;.,303F6GPO "̂

)0,$检测平均荧光值"激发波长 "%" KE"发射波

长 "!% KE+

激光扫描共聚焦显微镜检测1]6F细胞内3F

$f

浓度的变化&&将消化后的细胞悬液以 # g#%

=

>E-

密度接入 $=孔培养板"!< [培养 $= `后去除旧液"

用 1FKcS缓冲液洗涤 $ 次"将细胞置于 "

#

E56>-

.6O5C!>,U负载液中 !< [避光孵育 # `'洗涤加入

"%%

#

-1FKcS缓冲液继续避光孵育 !% EGK"以确保

.6O5C! ,U在细胞内完全转变为.6O5C!+

##$ 激光扫描共聚焦显微镜扫描加载过探针

的1]6F细胞"间隔时间为 $ S"扫描过程中向培养

孔中加入 "%

#

-\Wq"观察毒素物质的加入对细

胞内3F

$ f浓度的影响+

#$$ 向加载过探针的细胞培养孔里加入 #%%

EE56>-的钙离子螯合剂 2dW,"使其终浓度为 $

EE56>-"混匀静置 #% EGK后加入\Wq"观察胞外

无3F

$ f条件下细胞内3F

$ f浓度的变化+

#!$ 向加载过探针的细胞培养孔里加入 "%

#

E56>-的 -C型钙离子通道阻断剂硝苯吡啶

#KGa]RGNGK]$"使其终浓度为 #

#

E56>-"混匀静置一

会儿加入\Wq"观察此时细胞内3F

$ f浓度的变化+

$&结果

$"!# &̂e对细胞增殖的抑制作用

UWW结果表明#图 #$"\Wq能够抑制 1]6F

细胞的增殖"随着 \Wq浓度的增加"抑制作用逐

渐增强"当\Wq浓度高于 $%% KL>E-时"\Wq对

细胞增殖的抑制率达到 "%m以上+

$"$# &̂e对T*:'细胞形态的影响

光学显微镜下观察 1]6F细胞形态学变化发

现"对照组细胞呈多边形"胞体丰满"细胞核大

且明显可见"细胞间的边界清晰"折光性好#图

$CF$'而加入 \Wq孵育的细胞"收缩变圆"从细

胞瓶上脱落漂浮"细胞表面突起多个小泡"细胞

核边缘化#图 $CP 箭头所指$+ 15]Q̀S_!!!=$>?/

双染色结果显示"处理 $= `后"对照组细胞细胞

核染色较深且均匀 #图 $CQ$"\Wq孵育后的

1]6F细胞细胞核明显变形"染色质凝集"因此发

出较亮荧光"并且由于细胞核的片段化断裂"因

此在荧光显微镜下观察到花瓣状结构#图 $CR 箭

头所指$+

图 !#不同浓度 &̂e对T*:'细胞的增殖抑制率

I.4"!#]26.(.01-< *33*,013̂ &e1206*

E.'(.:.0< 13T*:' ,*::+

图 $#光学显微镜和荧光显微镜下

T*:'细胞形态学变化$$MM f%

F(Q!对照组' P(R!\Wq处理组+

I.4"$#D1-/61:14.,':,6'24*+.2T*:' ,*::+

827*-.2E*-0*7:.4609.,-1+,1/*'27

3:81-*+,*2,*9.,-1+,1/*$$MM f%

F"Q!Q5K_̂56L 5̂ON' P"R!\WqC_̂]F_]R L 5̂ON7

$"%#)KAW'77*-琼脂糖电泳结果

\Wq孵育 =D `后"大部分1]6F细胞变圆"并

从瓶壁脱落"收集全部细胞 $m琼脂糖凝胶电泳"

发现明显的凋亡特征性%6FRR]̂&电泳条带#图 !$+

$%*$
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图 %#不同处理组)KA琼脂糖凝胶电泳图

U!$%% PN ;+,-FRR]̂UF̂c]̂' F!\Wq处理组' P!对照组+

I.4"%#)KA3-'49*205'+9*'+8-*7(<

'4'-1+*4*:+*:*,0-1/61-*+.+

U!$%% PN ;+, -FRR]̂ UF̂c]̂' F! \WqC_̂]F_]R Q]66S' P!

35K_̂567

$">#毒素对细胞线粒体膜电位$D&S%的影响

与对照组及 %7#m1

$

(

$

阳性组相比"随着孵

育时间的增加"\Wq能使 1]6F细胞线粒体膜电

位逐渐下降"虽然各时间点膜电位降低程度不如

阳性对照"但是与对照组相比仍是下降明显#@i

%7%#$+

图 ># &̂e孵育 !$ 6T*:'细胞线粒体膜电位的变化

I.4">#D.01,6127-.':9*9(-'2*/10*20.':,6'24*+13

0-*'0*7T*:' ,*::+.2!$ 6

$"O# &̂e对T*:'细胞内钙离子浓度的影响

\Wq加入的瞬间"细胞荧光有增强的现象

#图 "$"分析荧光强度变化曲线#图 :$"细胞内

3F

$ f荧光强度在 \Wq加入时瞬间增强"说明

\Wq的加入使得细胞内钙离子浓度有个瞬间升

高的现象+

图 O#荧光显微镜下 &̂e对T*:'细胞内

荧光强度的影响$!MM f%

I.4"O#&6*3:81-*+,*2,*.20*2+.0< '33*,0*7(<

&̂e.2T*:' ,*::+1(+*-E*7(<

3:81-*+,*2,*9.,-1+,1/*$!MM f%

图 P# &̂e的加入对T*:'胞内钙离子浓度的影响

I.4"P#&6*,12,*20-'0.12,6'24*13.20-',*::8:'-

C'

$ g

'33*,0*7(< &̂e

&&向缓冲液里加入 3F

$ f螯合剂 2dW,"1]6F细

胞内的荧光强度波动了一下+ 而随后加入 \Wq"

1]6F细胞内的荧光强度变化不大"而再加入

3F36

$

胞内荧光强度微微上升"但上升幅度不明显

#图 <$+ 硝苯吡啶#+Ga]RGNGK]$的加入能阻断 -C

型钙离子通道"此后加入 \Wq"平均荧光值基本

保持稳定状态#图 D$+

!%*$
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## 期 庞&敏"等!虾夷扇贝毒素对1]6F细胞凋亡的诱导及胞内钙离子浓度的影响 &&

图 Q#无C'

$ g溶液中 &̂e对荧光强度的影响

I.4"Q#@33*,013̂ &e123:81-*+,*2,*.20*2+.0< .2

C'

$ g

H3-**+1:80.12

图 R#硝苯吡啶对 &̂e作用的影响

I.4"R#@33*,0132.3*7./.2*12 &̂e)+

382,0.12.2T*:' ,*::+

!&讨论

细胞凋亡与其他细胞事件一样"受来自细胞

内外诸多信号的调控+ 另外"细胞内存在多种信

号传递途径"每条途径也不是相对独立的"同一信

号可以激活多条信号传递途径"这些途径间存在

互通交叉+

细胞内的游离 3F

$ f是细胞内信号传递的重

要成员之一"与细胞凋亡的早期信号有关+ 有研

究表明"细胞凋亡的过程中通常会伴随 3F

$ f浓度

的升高+ 3F

$ f浓度的升高可以激活细胞内的一

些蛋白酶(磷脂酶和一些内源性的核酸酶"这些酶

对3F

$ f敏感"是细胞内高浓度 3F

$ f的直接靶分

子+ 如细胞内源性核酸内切酶是 3F

$ f

(UL

$ f依

赖性的"当细胞内 3F

$ f浓度上升时"该核酸内切

酶被激活"进而在核小体联结处剪切"产生核小体

或者寡聚核小体)$#*

"因此发生凋亡的细胞在琼脂

糖凝胶电泳时会出现特征性梯形条带'此外"

+/3(W2*,等)$$*的研究结果表明"正常状态下

细胞核内 N1较低"有利于染色质折叠"而3F

$ f可

以和,W?一起作用"使得胞内 N1升高"不仅使得

染色质结构变松散"暴露出水解部位"而且利于核

酸内切酶活性"表现出 ;+,断裂症状+ 细胞内

N1的变化也破坏细胞内环境平衡"促进细胞

凋亡+

本研究中 UWW的结果表明"\Wq的加入可

以抑制1]6F细胞增殖"通过形态学观察(琼脂糖

凝胶电泳以及线粒体膜电位分析发现"与\Wq孵

育一段时间后1]6F细胞产生典型凋亡症状"如形

成凋亡小体(;+,断裂片段化以及线粒体膜电位

崩坏+ 进一步通过加载 .6O5C! 荧光探针研究

\Wq对细胞内3F

$ f的作用"发现 \Wq的加入能

使细胞内3F

$ f浓度上升"这也许是 \Wq可以诱

导1]6F细胞发生凋亡的原因+ 使用 2dW,螯合

掉缓冲液中的 3F

$ f

"可以抑制 \Wq加入所造成

的细胞内3F

$ f浓度升高现象"而继续在培养环境

中加入3F

$ f

"则细胞内.6O5C! 的荧光强度有增强

的趋势"\Wq可能通过使细胞外3F

$ f内流进而造

成胞内3F

$ f浓度升高+ 细胞表面存在多种亚型

的电压依赖性钙离子通道"针对不同的亚型"存在

不同的选择性阻断剂"硝苯吡啶就是其中一种选

择性作用于 -C型钙离子通道的二氢吡啶类阻断

剂+ 在本研究中加入了硝苯吡啶阻断 1]6F细胞

表面的-C型钙离子通道"然后加入 \Wq"结果发

现硝苯吡啶能完全阻断\Wq所造成的 1]6F细胞

内荧光强度的变化"即细胞内的 3F

$ f浓度没有上

升"\Wq的靶目标可能是细胞膜表面的-C型钙离

子通道蛋白+ 推测\Wq作用的机制可能如下!首

先\Wq作用于细胞表面的钙离子通道"使得胞外

3F

$ f内流而细胞质 3F

$ f浓度升高'细胞内 3F

$ f

浓度的升高使得一些相关蛋白质及酶类如内源性

核酸内切酶(蛋白激酶被活化"激发细胞凋亡'此

外"3F

$ f作为第二信使参与信号传导并且与其他

的信号传导途径相交叉"可以影响其他信号分子

%%*$
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如环9磷酸腺苷#QIQ6GQFR]K5SGK]E5K5N`5SN`F_]"

Q,U?$(三磷酸肌醇#GK5SG_56#"=""C_̂GSN`5SN`F_]"

/?

!

$等的浓度+ \WqS能使细胞内的 Q,U?水平

发生变化)$! 9$"*有可能也是因为这个原因"Q,U?

在细胞凋亡过程中起了非常重要的调节作用"与

导致细胞凋亡的蛋白质磷酸化相关+ 细胞内大量

的3F

$ f能与钙调素#3F6E5RO6GK"3FU$结合"形

成有活性的形式"进而激活腺苷酸环化酶"引起胞

内Q,U?浓度的上升+ 不仅如此"3F

$ f浓度的变

化还对线粒体膜电位造成影响"将凋亡信号不断

放大"促进凋亡进程+

总之"细胞凋亡的分子机制本身就不是一个

单一的过程"而是一系列的生化反应作用的结果"

因此 \Wq诱发凋亡的机制可能不仅仅是影响钙

离子通道"还有可能通过影响细胞内其他物质的

存在状态(破坏细胞内环境稳定等途径实现"这些

都将在进一步的研究中进行探讨+
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OSGKL F ]̂S5KFK_EĜ̂5^5N_GQF6PG5S]KS5 )̂ '*7

3̀]EGQF6*]S]F̂Q̀ GK W5bGQ565LI" $%%"" #D # < $!

##"" 9##:%7

)$"*&?,B(0U'",-.(+0(,"4/2\W20U *";&'(7

0_ORI 5a _̀] GK_]̂FQ_G5K P]_J]]K RGaa]̂]K_

N`5SN`5RG]S_]̂FS]SFKR I]SS5_5bGK OSGKL F ]̂S5KFK_
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FSGLKGaGQFK_ ]̂ROQ_G5K 5a1]6FQ]668GFPG6G_I FKR _̀]QI_5_5bGQG_I 5a_̀]_5bGK JFSR5S]CR]N]KR]K_7

U]FKJ̀G6]"_̀]OSOF6̀ F66EF̂cS5aFN5N_5SGSQ5O6R P]R]_]Q_]R"GKQ6ORGKL Q̀ 5̂EF_GK Q5KR]KSF_G5K";+,
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