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醋酸铅诱导人肝细胞系L-02细胞凋亡与caspase-3表达
关系的影响
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■背景资料
铅是一种广泛存
在于自然界的人
体非必需元素, 可
对多个系统造成
损伤. 肝脏作为体
内新陈代谢的中
心站和重要的解
毒器官, 是许多药
物、外源性化学
物质和氧化性毒
物的重要靶点. 慢
性铅暴露已成为
一个全球性的公
共卫生问题.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of lead acetate on 
cell apoptosis and caspase-3 expression in hu-
man liver cell line L-02. 

METHODS: After L-02 cells were treated with 
different concentrations (0, 2.5, 40, 100, 200, 400 
μmol/L) of lead acetate for 24 or 48 h, the prolif-
eration of L-02 cells was assayed by MTT assay; 
cell morphological changes were observed after 
Hoechest33258 staining;  and the expression of 
caspase-3 mRNA and protein was determined 
by RT-PCR and Western blot.

RESULTS: Compared to the normal control 

group, the proliferation of L-02 cells was signifi-
cantly inhibited after treatment with different 
concentrations of lead acetate for 24 or 48 h (24 h: 
0.4678 ± 0.0438, 0.4686 ± 0.0733, 0.4500 ± 0.0712, 
0.4244 ± 0.0407, 0.3998 ± 0.0499 vs 0.5234 ± 0.0589; 
48 h: 0.4290 ± 0.0607, 0.4184 ± 0.0296, 0.4032 ± 
0.0499, 0.3856 ± 0.0386, 0.3750 ± 0.0149 vs 0.5300 
± 0.0397, all P < 0.05 or 0.01). Significant mor-
phological changes were noted in cells treated 
with lead acetate for 48 h. Compared to the nor-
mal control group, the levels of caspase-3 mRNA 
increased significantly in a dose-dependent 
manner in L-02 cells treated with lead acetate 
(1.0912 ± 0.0769, 1.2874 ± 0.144, 1.4536 ± 0.1046, 
1.6986 ± 0.1371, 1.9882 ± 0.0925 vs 0.8438 ± 0.0933, 
all P < 0.01). Additionally, the expression levels 
of caspase-3 protein also significantly increased 
after treatment with lead acetate.

CONCLUSION: Lead acetate inhibits prolifera-
tion and induces apoptosis of L-02 cells possibly 
via a mechanism associated with the activation 
of caspase-3.
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Caspase-3

Xing W, Li SL, Chen ZY. Lead acetate induces cell 
apoptosis and promotes caspase-3 expression in human 
liver cell line L-02. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2011; 
19(23): 2426-2431

摘要
目的: 探讨醋酸铅对人肝细胞系L-02细胞凋亡
与caspase-3表达的关系.

方法: 不同浓度(0、2.5、40、100、200、
400 μmol/L)的醋酸铅处理的L-02细胞24 h及
(或)48 h后, MTT法观察L-02细胞生长的影响, 
Hoechest33258染色法观察细胞凋亡形态学变
化, RT-PCR和Western blot法观察caspase-3的
表达. 

结果: 24 h及48 h后与对照组比较, 醋酸铅能
明显抑制细胞的增殖(24 h: 0.4678±0.0438, 
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■研发前沿
从细胞凋亡角度
探讨外来化合物
的毒性作用机制
是目前分子毒理
学研究中的一个
热点. 研究表明醋
酸铅可诱导星形
胶质细胞、成骨
细胞、肾小管上
皮细胞凋亡. 如能
深入研究醋酸铅
诱导人肝细胞凋
亡及其机制, 将会
为治疗提供新的
途径和方法.

0.4686±0.0733, 0.4500±0.0712, 0.4244±
0.0407, 0.3998±0.0499 vs  0.5234±0.0589; 
48 h: 0.4290±0.0607, 0.4184±0.0296, 0.4032
±0.0499, 0.3856±0.0386, 0.3750±0.0149 vs  
0.5300±0.0397, P <0.05或0.01). 48 h后各实
验组Hoechest33258染色, 细胞呈凋亡形态学
改变; 与对照组比较, caspase-3 mRNA的表达
明显升高, 呈明显的剂量-效应关系(1.0912±
0.0769, 1.2874±0.144, 1.4536±0.1046, 1.6986
±0.1371, 1.9882±0.0925 vs  0.8438±0.0933, 
P <0.01), caspase-3蛋白质水平表达升高. 

结论: 醋酸铅能有效抑制L-02细胞的增殖, 并
诱导其凋亡, 其机制可能与caspase-3活化有关. 

关键词: 醋酸铅; L-02细胞; 细胞凋亡; 天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶-3
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0  引言

随着现代工业的发展, 铅的使用越来越广泛, 对
环境和人群健康的危害也越来越大, 慢性铅暴

露已成为一个全球性的公共卫生问题[1]. 流行病

学调查显示, 在职业人群中慢性铅中毒居职业

中毒的首位. 凋亡(apoptosis)是指细胞在基因控

制和酶促反应下的一种程序性死亡, 是机体维

持自身稳定的一种基本生理机制[2-5]. caspase-3
是细胞凋亡的蛋白酶级联反应的必经之路[6]. 研
究表明, 铅可通过活化caspase-3诱导肾小管上

皮细胞凋亡[7]. 而铅所诱导的肝细胞凋亡与cas-
pase-3表达的关系, 未见报道. 为此, 我们进行了

研究, 现将结果报道如下.    

1  材料和方法

1.1 材料 醋酸铅(天津凯通); 正常人肝细胞系

(L-02)(南方医科大学细胞库); 胎牛血清(杭州

四季青); DMEM高糖培养基(美国Gibcol); 胰
蛋白酶、噻唑蓝 (美国S i g m a) ;  二甲基亚砜

(DMSO)(杭州双林); Hoechest33258染色试剂盒

(德国Merck); TRIzol试剂(美国Gibcol); 达辉RT-
PCR反应体系(广州达晖); 达安基因实验伴侣(广
州达安); 低熔点琼脂糖(西班牙); caspase-3及硝

酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物序列及目的基因

长度(上海英骏); Rabbit Anti-caspase-3(P11, 武
汉博士德); 二抗(北京中杉); 蛋白酶抑制剂(美国

Amresco); Western blot发光剂(武汉博士德); 硝
酸纤维素膜(上海闪晶); 其余试剂均为市售分析

纯. 倒置相差光学显微镜、倒置荧光显微镜(日
本Olympus); 低温高速离心机(德国Eppendorf); 
电泳仪(北京六一); 捷达801凝胶成像分析系统

(广州达辉); ABI9700扩增仪(美国). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及形态学观察: L-02细胞用含15 
mL/L胎牛血清的DMEM高糖培养基在37 ℃、

50 mL/L CO2的湿化培养箱中培养, 每2 d换液1
次, 每3 d传代1次. 实验所用细胞均处于对数生

长期. 细胞传代过夜后, 进行醋酸铅干预, 参照

醋酸铅研究文献[7], 使其终浓度(0、2.5、40、
100、200、400 μmol/L), 对照组加入相应体积

的PBS. 处理24 h及48 h后, 倒置相差显微镜下观

察细胞生长情况.  
1.2.2 MTT比色试验法: 取对数生长期细胞, 胰
酶消化后收集细胞悬液, 按4×103/孔接种于两

块96孔的培养板中, 补足培养基至200 μL/孔. 在
37 ℃、50 mL/L CO2条件下过夜后, 醋酸铅干

预后使其终浓度为(2.5、40、100、200、400 
μmol/L), 对照组加入相应体积的磷酸盐缓冲液

(PBS), 每组设5个复孔. 染毒后两块板分别继

续培养24及48 h后, 每孔加入20 μL MTT(5 g/L)
后继续培养4 h, 弃去培养基, 每孔加入150 μL 
DMSO溶剂, 在酶标仪于490 nm处读取吸光度

(A )值. 计算抑制率(%) = (对照组A值-醋酸铅组

A值)/对照组A值×100%. 
1.2.3 Hoechst33258荧光染色法: 收集细胞按1×
106/mL浓度接种于6孔板中, 每孔3 mL, 待细胞

基本铺满孔底后, 分别加入醋酸铅, 使其终浓度

为(2.5、40、100、200、400 μmol/L), 对照组加

入相应体积的PBS. 干预48 h后, 弃培养液, 加入1 
mL多聚甲醛固定30 min, 用PBS洗3遍, 取5 μL染
色浓缩液和0.5 mL的染色稀释液混合后加入染

色, 37 ℃避光15 min, 荧光显微镜下观察、照相.
1.2.4 RT-PCR检测caspase-3 mRNA的表达: 醋酸

铅干预48 h后, 弃去培养基, 每瓶细胞加入1 mL 
TRIzol冰上孵育10 min, 将消化液转移至灭菌的

1.5 mL的EP管中, 再加入200 μL的氯仿, 混匀冰

上孵育10 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心10 min, 取
上清液转移至新的EP管中, 加入等体积的异丙

醇, 颠倒混匀冰上孵育10 min, 4 ℃ 12 000 r/min
离心5 min, 弃上清, 加入1 mL 750 mL/L乙醇洗

涤RNA沉淀, 4 ℃ 8 500 r/min离心5 min, 弃上清, 
待沉淀干燥后溶于40 μL焦碳酸二乙酯(DEPC)
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■相关报道
国内外有关报道
提示醋酸铅对多
种细胞具有显著
的毒性作用. 国内
已有的研究证明,
铅可通过活化cas-
pase-3, 诱导PC12
细胞凋亡.

水中. 按以下比例配制逆转录体系: 5×逆转录

Buffer 4 μL, dNTP(10 mmol/μL)0.2 μL, 逆转录

酶(200 U/μL)1 μL, F(10 pm/μL) 0.4 μL, R(10 pm/
μL)0.4 μL, DEPC水9 μL, RNA模板5 μL, 总体积

20 μL, 37 ℃恒温1 h, 然后95 ℃, 3 min灭活, 将逆

转录产物放-20 ℃冰箱备用. caspase-3的cDNA
序列设计特异性引物上游为5'-ACATCTCCCG-
GCGGCGGGCCCGGA-3', 下游为5'-TCCGCG-
GCCCGCCGCCGGGAGATGT-3', 产物大小为

437 bp. 内参GAPDH引物序列上游为5'-AACGT-
GTCAGTGGTGGACCT-3', 下游为5'-AGGGGA-
GATTCAGTGTGGTG-3', 产物大小为400 bp. 
PCR扩增按以下比例配制PCR反应体系: 5×定

性Buffer 10 μL, dNTP(10 mmol/μL)1 μL, Taq酶
(5 U/μL)1 μL, F(10 pm/μL)1 μL, R(10 pm/μL)1 μL, 
纯水31 μL, 模板5 μL, 总体积50 μL, 94 ℃ 4 min
预变性, 然后95 ℃ 30 s, 54 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s运
行35个循环, 最后72 ℃延伸8 min, 4 ℃保存. 用
2%琼脂糖凝胶100 V×30 min电泳, 扫描存盘. 用
捷达801凝胶成像分析系统中进行灰度扫描, 目的

基因mRNA表达量 = 每例标本目的基因的平均灰

度值/同一标本GAPDH的平均灰度值. 
1.2.5 Western blot检测caspase-3蛋白质的表达: 
醋酸铅干预48 h后收集细胞, 用冷P B S洗涤2
次后, 加入细胞裂解液, 冰上裂解45 min, 4 ℃ 
12 000 r/min离心20 min, 取上清于新的EP管中, 
用考马斯亮蓝染色法测定蛋白浓度. 每孔蛋白

定量为50 μg, 加入2×SDS凝胶加样缓冲液混

合均匀, 沸水水浴5 min, 配置12%的SDS-聚丙

烯酰胺(PAGE)分离胶和5%的浓缩胶, 样品加入

上样孔底, 60 V, 电泳30 min, 至样品进入分离胶

后, 120 V, 电泳1 h后转移至磷酸纤维素膜上, 丽
春红染色观察转移效果. 置膜于5%脱脂奶粉的

TBST[10 mmol/L Tris(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 

0.1% Tween 20]封闭缓冲液1 h, 室温缓慢摇动. 
按1∶500加入一抗, 室温孵育1 h, 缓慢摇动, 
TBST洗膜3次, 按 1∶2 000加入辣根过氧化物酶

标记的二抗, 室温孵育1 h, 缓慢摇动, TBST洗膜

3次, 在暗室中与化学发光剂ECL 反应, X线胶片

曝光显影. 
统计学处理 运用SPSS17.0统计软件进行

统计学分析, 多组间比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA), 组间比较采用q检验.

2  结果

2.1 细胞生长形态学观察 对照组细胞, 24及48 h
后形态上均无明显变化, 呈贴壁生长, 细胞呈梭

形或多边形; 实验组细胞, 24 h后黄染、突起、

皱缩、变圆, 细胞轮廓不清, 少数细胞漂浮于培

养基中, 48 h后, 较多细胞漂浮, 并已开始崩解. 
2.2 MTT比色试验 各组细胞A值及抑制率见表1. 
24及48 h后, 各实验组间A值均有统计学差异, 并
呈现明显的剂量-效应关系. 
2.3 Hoechst33258荧光染色法 对照组细胞核完

整、染色均匀一致. 48 h后, 2.5、40 μmol/L组部

分细胞核染色加深呈高亮蓝色、模糊、核明显

固缩, 100、200、400 μmol/L组细胞有大量细胞

核浓染、固缩、核碎裂(图1). 
2.4 caspase-3 mRNA的表达 RT-PCR结果显示不

同浓度的实验组caspase-3 mRNA的转录水平较

对照组明显升高, 且呈剂量-效应关系(图2). 灰
度扫描结果表明, caspase-3 mRNA 的相对表达

量增加, 差异有统计学意义(F  = 69.687, P <0.01). 
caspase-3 mRNA与GAPDH mRNA灰度比值: 
2.5 μmol/L: 1.0912±0.0769; 40 μmol/L: 1.2874
±0.144; 100 μmol/L: 1.4536±0.1046; 200 μmol/L: 
1.6986±0.1371; 400 μmol/L: 1.9882±0.0925; 对照

组: 0.8438±0.0933, n  = 5. 与对照组比较, 各实

表  1  不同时间各个浓度的A 值 (mean±SD, n  = 5)

     
分组

                                 24 h                            48 h

            A 值 抑制率(%)            A 值 抑制率(%)

对照组 0.5234±0.0589    0.00 0.5300±0.0397     0.00

2.5 μmol/L组 0.4678±0.0438    9.97 0.4290±0.0607a   11.81

40 μmol/L组 0.4686±0.0733  10.47 0.4184±0.0296b   21.06

100 μmol/L组 0.4500±0.0712  14.02 0.4032±0.0499b   23.92

200 μmol/L组 0.4244±0.0407a  18.91 0.3856±0.0386b   27.25

400 μmol/L组 0.3998±0.0499b  23.61 0.3750±0.0149b   29.24

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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■创新盘点
本研究表明, 醋酸
铅可能通过诱导
人肝细胞凋亡,导
致 肝 损 害 .  通 过
caspase-3途径诱
导凋亡可能为其
凋亡机制之一.      

验组明显增高(P <0.01). 
2.5 caspase-3蛋白质的表达 蛋白免疫印迹胶片

扫描图(图3), 从图中可以看到不同浓度醋酸铅

作用L-02细胞48 h后caspase-3及内参GAPDH表

达的改变. 结果显示实验组caspase-3蛋白水平较

对照组明显升高.

3  讨论

铅是一种广泛存在于自然界的人体非必需元素, 
可对多个系统造成损伤, 主要累及神经、造血、

心血管、消化、泌尿和免疫系统[8]. 王涤新等[9]

报道了职业性接触铅烟尘, 可导致铅中毒. 临床

上职业性铅中毒多为慢性中毒, 肝脏作为铅的主

要蓄积部位, 是铅毒性的主要靶器官之一.
细胞凋亡[10,11]作为细胞死亡的方式之一, 是

通过一系列死亡信号分子活化而导致的主动性

死亡过程. 其发生机制与细胞内信号转导系统

所引起的基因调控有关. 细胞凋亡的机制尚不

完全清楚, 认为细胞内所发生的与凋亡有关的

一系列有序的级联反应, 关键是激活了一组被

称为caspase的蛋白酶[12]. caspase是一组天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶, 目前已发现14个成

员, 在细胞凋亡过程中根据caspase的作用不同, 
研究者将caspase分为始动caspase和执行caspase, 
前者包括caspase-8、caspase-9、caspase-10, 后
者包括caspase-3、caspase-6、caspase-7. 其中

caspase-3是最关键的蛋白酶, 不仅是凋亡的关键

执行者[13], 也是细胞凋亡过程中的主要效应因

子, 其表达量的上调可能与铅诱导凋亡有关. 在
正常情况下, caspase-3以无活性的caspase-3酶原

形式存在, 只有当细胞发生凋亡时才变成有活

性的caspase-3. 而活化的caspase-3能裂解大量底

物, 是凋亡机制的核心成分[14]. 因此许多学者将

活化的caspase-3的出现作为细胞凋亡的标志[15]. 

A B

C D

E F

图  1  不同浓度醋酸铅作用L-02细胞48 h后Hoechst33258荧光染色结果(A-C×200; D-F×400). A: 对照组; B: 2.5 μmol/L组; 

C: 40 μmol/L组; D: 100 μmol/L组; E: 200 μmol/L组; F: 400 μmol/L组.

				            



www.wjgnet.com

2430               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年8月18日  第19卷  第23期

大多数凋亡途径均需要通过caspase-3介导, 所有

caspase-3又被称为死亡蛋白[16]. 
近年来, 在铅毒性的研究过程中发现, 细胞

凋亡可能起着十分重要的作用. 研究表明, 铅可

引起大鼠肾小管上皮细胞凋亡, 机制可能与氧

化应激有关[17], 也有学者认为可能与NF-κB、

p53基因的激活及bcl-2基因的抑制有关[18], 还有

学者认为可能主要通过激活p53而引起DNA损

伤, 同时与Bax/Bcl-2表达的不平衡而导致线粒

体功能障碍有关, 最终引起caspase-3的活化, 导
致细胞凋亡[19]. 铅可诱导星形胶质细胞[20]、海

马细胞[21]、大鼠脑细胞[22]凋亡, 其机制可能与

Bax/Bcl-2比例增高和caspase-3蛋白的表达有关. 
有研究表明铅暴露可诱导原代成骨细胞[23]凋亡, 
机制可能是通过增加细胞内的钙离子的浓度导

致凋亡的发生. 有报道称醋酸铅可引起间质干

细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)[24]和大鼠肝

脏干细胞[16]的凋亡, 认为与caspase的级联反应

和细胞外信号调节蛋白激酶的磷酸化直接相关. 
铅也可诱导生殖细胞凋亡[25], 机制可能与激活

Fas/FasL、Bcl-2水平升高有关. 综上所述, 目前

铅可以通过以下5种途径诱导细胞凋亡: (1)氧化

应激[26]; (2)Bcl-2/Bax值的改变[27]; (3)依赖P53介
导[28]; (4)依赖Fas/FasL途径[25]; (5)经caspase-3蛋
白介导[29]. 

本实验研究发现: 24及48 h后, 与对照组比

较, 醋酸铅能明显抑制细胞的增殖(P<0.05或0.01). 
细胞凋亡时细胞核染色质浓缩, 细胞膜包裹细胞

质和核碎片, 形成大小不一的凋亡小体[30]. 我们

应用Hoechest33258染色, 48 h后各实验组细胞

形态学呈凋亡改变. PT-PCR结果显示: 实验组

caspase-3 mRNA的表达较对照组明显升高, 呈
明显的剂量-效应关系(1.0912±0.0769, 1.2874±
0.144, 1.4536±0.1046, 1.6986±0.1371, 1.9882
±0.0925 vs  0.8438±0.0933, P <0.01). 为验证醋

酸铅诱导L-02细胞凋亡机制, 我们检测caspase-3
蛋白表达, 结果显示实验组caspase-3蛋白水平

明显升高. 因此, 我们推测醋酸铅通过激活cas-
pase-3诱导L-02细胞凋亡. 

caspase-3抑制剂可以抑制caspase-3活性, 并
抑制铅诱导HK-2细胞凋亡[31]. 铅通过影响cas-
pase-3的活性诱导神经母细胞的凋亡, 而17-β-雌
二醇可有效阻断caspase-3活性, 对神经有保护作

用[32]. 硫胺素和抗坏血酸能拮抗醋酸铅引起小

鼠睾丸的凋亡作用[33], 主要是通过拮抗TGFP和
caspase-3表达的提高, 最终引起睾丸细胞凋亡率

明显降低. 氧化应激被认为是导致铅的神经毒

性的可能机制之一. 铅暴露后, 为防止细胞损伤

的有效方法之一是使用抗氧化剂[34]. 有研究发现

铅可能通过竞争性结合巯基和钙来影响其改变. 
通过组合一种抗氧化剂(如卡托普利)和巯基螯

合剂可以为治疗提供新思路[35]. 因此, 临床上可

以通过使用caspase-3抑制剂, 拮抗醋酸铅对肝细

胞的凋亡作用, 达到治疗铅中毒的目的. 本实验

有待于深入研究具体凋亡信号通路, 用于指导

临床治疗. 
总之, 铅可诱导L-02细胞凋亡, 从而导致肝

损伤. 本实验为进一步研究铅引起的肝细胞凋

亡作用机制及其对凋亡相关蛋白的影响提供了

实验基础, 同时为临床上治疗铅引起的慢性肝

损害, 提供了理论依据. 
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