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微囊藻毒素 LR对大鼠肝细胞 Caspase�3酶活性的影响

傅文宇 � 王咪咪 � 徐立红
(浙江大学医学院,杭州 � 310031)

EFFECT OF MICROCYSTIN�LR ON CASPASE�3 IN RAT HEPATOCYTES

FU Wen�Yu,WANG Mi�Mi and XU Li�Hong

( Medical School , Zhejiang University ,Hangzhou � 310031)

关键词: Capase�3;微囊藻毒素 LR; BRL�3A细胞

Key words: Capase�3; Microcystin�LR; BRL�3A cells

中图分类号: X173� � 文献标识码: A � � 文章编号: 1000�3207( 2004) 04�0450�02

� � 水体富营养化的加剧,导致藻类水华频频发生。在全球

由于藻类水华所产生的毒素,对人和动物都产生了极为严重

的影响,使之成为日益突出的环境问题。其中危害最严重的

是微囊藻毒素 ( Micnocystin, MCYST ) [ 1]。而微囊藻毒素 LR

( LR)是微囊藻毒素中存在最为普遍且毒性作用最明显的一

种,是 MCYST的主要代表物[ 2]。

Caspase是一组天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶,绝大部

分细胞凋亡依赖于 Caspase的存在。活化的 Caspase是细胞

凋亡的关键酶类,通过特异性的裂解底物而发挥其执行细胞

凋亡的功能[3]。Caspase�3是目前研究最多的一种, 它是细胞

凋亡的主要执行者。荧光 FAM 标记的 DEVD�FMK 是特异性

的 Caspase�3 抑制剂, 可以与激活的 Caspase�3 酶活性中心共

价结合,通过检测荧光强度可以反映细胞中 Caspase�3 是否被

激活。

以往的研究,已经证实 LR 可诱导大鼠肾细胞凋亡并呈

现良好的剂量反应关系[ 4] ,并且证明 LR可以激活 Caspase�3,

说明 Caspase�3在 LR 诱导的细胞凋亡中起重要作用[ 5]。在

此基础上, 本文将着重于研究 LR对大鼠肝细胞 Caspase�3 酶

活性的影响 ,并比较肝、肾两种不同细胞对 LR的敏感性, 为

进一步阐明LR的毒作用机制提供理论依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 试剂 � 正常大鼠肝细胞 � � � BRL�3A细胞购自中国科学

院细胞库, RPMI 1640 培养基购自 Gibco, 新生牛血清购自杭

州四季青生物工程有限公司, 胰蛋白酶购自 Serva, Caspase3

酶活检测试剂盒 CaspaTagTM Caspase�3 ( DEVD) Activity Kit

( S7301)购自 intergen company。

1� 2� 细胞培养及处理 � BRL�3A 细胞以含 10% 新生牛血清

的RPMI 1640培养基在 37� 及 5% CO2 的湿化培养箱中进行

培养,隔天传代一次。实验所用的细胞均处于对数生长期。

根据实验要求, 细胞按 5 � 105cell/ mL 的密度接种于六孔板

上,在培养体系中分别加入 LR 至终浓度为0, 10, 50, 100, 500,

1000nmol/ L, 根据不同的实验要求作用不同的时间。

1� 3� Caspase�3活性检测 � 根据试剂盒上提供的方法进行

Caspase�3 活性的检测。主要是在实验前用 DMSO 将 FAM�

DEVD�FMK 配成 150 � Stock Solution, 临用前用 PBS 稀释 5 倍

得到 30� Working Dilution FAM�DEVD�FMK。细胞用不同浓度

的LR作用不同的时间后, 收集细胞, 取 300�L 细胞悬液 (细

胞密度为 1 � 106cell/ mL )加入干净的离心管中, 加入 10�L

30 �Working Dilution FAM�DEVD�FMK, 轻击管壁使混合均匀,

在 37� , 5% CO2 的环境中避光温育 1h。然后用 2mL 1 �

Working Dilution Wash Buffer 清洗细胞 3 次, 最后用 PBS 将细

胞重悬,加到黑色 96 孔板中, 用酶标仪在 485/ 535nm 处检测

荧光强度。

1�4� 结果分析� � 得到的结果用 SPSS 统计软件作统计分析。

2 � 结果与讨论

本研究采用荧光标记的特异性的 Caspase�3 的抑制剂

FAM�DEVD�FMK 来检测 Caspase�3 的酶活。FAM�DEVD�FMK

是一种不具有细胞毒性的特异性 Caspase�3的抑制剂, 能够透
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过活细胞的细胞膜,并以 1�1的形式与 Caspase�3 的活性中心

共价结合。FAM�DEVD�FMK 具有三个不同的功能域: ( 1) 荧

光基团功能域; ( 2)特异的识别底物 Caspase上的 4 肽的功能

域; ( 3)与 Caspase的酶活性中心共价结合的功能域[ 6]。一旦

FAM�DEVD�FMK 与激活的 Caspase的酶活性中心结合, 荧光

基团 FAM就可以释放出来, 通过酶标仪来检测荧光强度就

可以定量的反映 Caspase的酶活。

不同浓度LR作用不同时间后对 BRL�3A 细胞的 Caspase�

3 酶活性的影响见图 1( * P < 0�05, * * P < 0�01)。由图可知,

10nmol/ L LR 作用 1h 后, Caspase�3 酶活性比对照升高了

71� 1% ,差异具有显著性, 表明 LR在短时间、低浓度即可诱

导Caspase�3活性升高。随着 LR 浓度的增大, 酶活性随之升

高,当 LR 的浓度为 500nmol/ L 时酶活性达到了最高峰, 并且

在浓度低于500nmol/ L时呈现剂量反应关系,当 LR 的浓度为

1000mol/ L时, 酶活性较 500nmol/ L 浓度组有所降低 , 但差异

不具有显著性。而在LR作用 4h 和 8h 时 Caspase�3的酶活性

的变化与LR作用 1h 时的变化相似, 但是酶活性峰值分别出

现在 1000nmol/ L和 100nmol/ L 处。这说明在 LR 作用较短时

间时,毒素对 Caspase�3的激活作用有随着浓度增大而增强的

趋势, 而随着 LR作用时间延长, 高浓度毒素可以抑制 Cas�

pase�3的酶活。

� � 结合以前的实验结果[ 4, 5] , 可以看出 NRK 和 BRL�3A 两

种细胞在不同LR 浓度和不同作用时间下, Caspase�3 均可以

被激活,且激活作用在一定浓度和一定时间出现峰值。但两

种细胞的 LR 浓度 � Caspase�3 活性曲线不尽相同, 10nmol/ L

LR作用 1h 后, 肝细胞中 Caspase�3 的活性比对照组升高

71� 1% ,而肾细胞中相应值为 56% ; 当 LR分别作用 1h、4h 和

8h时, 肝细胞的 Caspase�3 酶活性的峰值分别出现在 500nmol/

L、1000nmol/ L 和 100nmol/ L 处, 在相同的情况下, 肾细胞的

Caspase�3 酶活性的峰值则分别出现在 10nmol/ L、50nmol/ L 和

100nmol/ L处。出现两种不同的细胞对 LR 的反应不一致的

原因可能是: ( 1)细胞内可能存在多种不同的 Caspase激活和

失活的途径, Caspase的活性和活化受多种因素和多种途径的

共同调节, LR 可能对细胞内存在的不同的 Caspase�3 激活和

失活途径产生了影响。( 2)不同来源的细胞对 LR的敏感性

存在差异。

本研究表明 LR可以诱导 BRL�3A 细胞中 Caspase�3 酶活

性的升高, Caspase�3可能在 LR 诱导的细胞凋亡中起了重要

作用。同时表明肝、肾这两种不同来源的细胞对 LR 的敏感

性不一样。
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