
第 43卷 第 6期 

2015年 11月 

河南师范大学学报(自然科学版) 

Journal of Henan Normal University(Natural Science Edition) 

Z．43 No．6 

NOV．2O15 

文章编号 ：1000—2367(2015)06—0094—08 

百草枯对人肝 HepG2细 胞生长和周期的影响 

唐超智，张玉玲 ，王文晟 

(河南师范大学 生命科学学院，河南 新乡 453007) 

摘 要 ：为全面理解百草枯(PQ)对人肝的毒性效应，寻找新的方法增强肝对 PQ的解毒能力，本文采用显微 

观察和流式细胞术分析了PQ处理 24 h对人肝 HepG2细胞生长和周期的影响．结果显示，7．21 mg／L的PQ处理即 

可抑制部分 HepG2细胞的生长，23．36 mg／L的 PQ可导致 HepG2细胞周期停滞，S期细胞明显减少、G1和 G2期 

细胞明显增多，且细胞生长抑制和周期受阻程度与 PQ处理浓度呈正相关．该结果表明，PQ对 HepG2细胞的生长和 

周期具有明显阻滞作用，生长因子类或促增殖类药物可能有助于增强人肝对 PQ的解毒能力． 
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百草枯(paraquat，PQ)是一种水溶型快速灭生性除草剂，因其易于被土壤吸附、在环境中残留量相对较 

低和具有良好的除草效果，PQ先后在全球 120多个国家 60多种作物中被广泛使用_1]．但 自1962年注册生 

产以来，PQ已经引起了严重的公共健康问题 ，由 PQ导致的 自杀、谋杀、误服 以及生产 和使用接触 的死亡事 

件时有报道，而目前仍没有良好的治疗策略和高效的解毒剂l_2 ]． 

通过对大量PQ中毒病人、死者和实验处理动物进行研究，人们发现体内蓄积的PQ主要存在于肺l5 ]， 

而肾作为水溶物质的排泄器官，其在 PQ中毒之后发生的变化也受备受关注【9 ．此外，近年来的慢性毒性 

实验发现，PQ引起的部分病理特征与一些衰老疾病症状相似，随之 PQ的神经毒性也被广泛探讨口 ]．但 

PQ中毒对肝的影响尚未受到足够的关注．肝是机体最重要的解毒器官，在降解外源毒物的过程中发挥着举 

足轻重的作用，解析人肝细胞在 PQ处理后发生的变化，不仅有助于更全面理解 PQ对人体的毒性，也对寻 

求新的方法增强肝对 PQ的解毒能力具有重要意义．为此，本研究以人肝 HepG2细胞为实验材料，采用显微 

观察和双色流式细胞术分别检测 了 PQ对 HepG2细胞生长和周期 的影响． 

1 材料和方法 

1．1 材料和试剂 

所用人肝 HepG2细胞株获赠于郑州大学第五附属医院．细胞培养用 15和 50 mL离心管 、100×2O mm 

单孑L培养板均购 自美国 Corning公司(430790、430828、430167)． 

PQ购自美国Chem Service公司(1910—42—5)，以去离子水溶解备用．胎牛血清(fetal bovine serum， 

FBS)购 自杭州四季青公司(2104)．DMEM(dulbecco's modified eagle medium)细胞培养液购 自美 国 Hyclone 

公司(30022．01B)，本研究常规培养细胞用的培养液为 90 DMEM+10 oA FBS的混合液．0．25 胰酶购 自 

美国 Life Technologies公司(15O5O一057)．二 甲基亚砜 (dimethyl sulfoxide，DMSO)购 自美 国 Amresco公 

司(D8370)．溴脱氧尿苷 (bromode—oxyuridine，BrdU)购 自武汉博士德生物工程有限公 司(ED1100)．FITC 

标记的抗BrdU荧光抗体购自美国eBioscience公司(11～5071)．碘化丙啶(propidium iodide PI)购自成都贝 

斯特试剂有限公司(BRS011008)．RNase购自北京康为世纪生物科技有限公司(CwO612)．其他常规耗材和 
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试剂均由河南师范大学生命科学学院实验办公室提供． 

1．2 方法 

1．2．1 细胞的培养和传代人肝 HepG2细胞以 100 mm×20 mm单孔培养板培养，CO 培养箱内(Heal 

Force，HF90)温度为 37。C，CO 含量为 5 ，箱底层存 300 mL灭菌去离子水保持湿度．细胞传代主要操作 

为 ：CO 培养箱 内取 出培养板 ，PBS洗 3次 ；胰酶 37℃消化 5 rain，PBS终止 ；细胞悬液移入离心管 ，1 000 r 

·min 离心 5 min，弃上清，收集细胞；新鲜培养液悬浮细胞，吸取细胞悬液转移入新的培养板；轻轻晃动培 

养板数次使 HepG2细胞均匀铺布板底面，做好标记后置于 CO 培养箱内继续培养． 

1．2．2 PQ对 HepG2细胞生长的影响 

细胞传代培养 6 h后，可全部贴壁 良好．选取平行传代的细胞分成 6组，按终浓度 0(正常组)、7．21、 

10．67、15．78、23．36和 34．57 mg／L加入 PQ处理 24 h，每个质量浓度组设 3个重复．数码倒置显微镜 (Lei— 

ca，DMIL LED fluo)下观察细胞生长状况、照相． 

1．2．3 PQ对 HepG2细胞周期的影响 

采用 BrdU和 PI双色流式细胞术l_】 检测，操作如下：将 HepG2细胞分成 0(双阴性对照组)、0(FITc单 

阳性对照组)、0(PI单 阳性对 照组 )、0(正常组)、7．21、10．67、15．78、23．36、34．57 mg／L的 PQ处理组 ，以 

PQ处理 24 h；加入 BrdU(终浓度为 30 FM)，5 CO2、37℃培养箱内孵育 45 min；消化、收集细胞后，以 

300 LPBS悬浮；滴加一2O℃预冷的无水乙醇 700 tLL；离心弃上清，PBS洗，1遍，以1 mL 2M盐酸轻轻悬浮 

细胞，静置 30 min；加入 1 mL 0．1 M pH 8．5的硼酸钠室温反应 2 min，离心弃上清；1 mL PBS洗 1遍，加入 

10 L以PBS稀释 1o倍的FITC标记的抗 BrdU荧光抗体(双阴性和PI单阳性对照组以PBS代替 FITC标 

记抗体)，37℃孵育 60 min；加入 20 g／mL的 PI染液(双阴性和 FITC单阳性对照组以 PBS代替 PI)和 

10~g／mL的RNase混合液 1 mL，室温孵育 30 min；转移细胞混合液至流式检测专用样品管，流式细胞仪 

(BD，FACS VerseTM)检测，BD FACSuite软件分析、记录数据并生成散点图，所得数据以Excel 2007作图． 

2 结果 

2．1 PQ对 HepG2细胞生长 的影响 

各实验组细胞生长状况如图 1所示，细胞的形态特征描述如下： 

(1)正常组(图 1一a)，全部细胞贴壁牢固，细胞排列十分紧密 ，胞间距较小且均匀 ，细胞形状饱满，以三角 

形或楔形为主，细胞及培养介质的透明度均很好．表明全部细胞生长状况良好． 

(2)7．21 mg／L PQ处理组 (图 1_b)，全部细胞贴壁牢固，细胞排列相对紧密，局部细胞的胞间距略大 ，细 

胞形状基本饱满，仍以楔形和三角形居多，但个别演变为梭形，细胞及培养介质透明．表明细胞生长状况整体 

良好，但个别细胞生长状况开始下降． 

(3)10．67 mg／L PQ处理组(图1一c)，绝大部分细胞贴壁牢固，细胞排列略显松散但基本整齐有序，胞间 

距普遍变大，细胞形状多样，楔形、三角形、梭形、圆形及各种过渡形态杂居，细胞及培养介质的透明度略有下 

降．表明绝大部分细胞生长状况基本正常 ，但少数细胞生长状况 已明显转差． 

(4)15．78 mg／L PQ处理组(图 1一d)，相当多的细胞贴壁不牢固，细胞排列基本保持有序但明显的呈现 

散乱发展迹象，胞间距普遍较大，细胞形状普遍萎缩变小，大部分呈梭形，少部分为圆形，细胞及培养介质半 

透明．表明大部分细胞生长基本正常，但相当多的细胞生长状况已明显较差． 

(5)23．36 mg／L PQ处理组(图 1一e)，仅少部分细胞贴壁牢固，细胞排列规律性较差、相对比较散乱，胞 

间距无规律性，细胞形状萎缩明显，大部分呈圆形，少部分为梭形，细胞及培养介质透明度较差．表明大部分 

细胞生长状况明显较差． 

(6)34．57 mg／L PQ处理组(图1一f)，仅少数细胞贴壁牢固，细胞排列整体散乱无规律，胞间距无规律性， 

绝大部分细胞形状明显成圆形，仅少数细胞为梭形，细胞及培养介质浑浊．表明绝大部分细胞生长状况较差． 
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由于非特异性吸附现象难免存在，若对 P1细胞群直接分析，假阳性现象可能严重干扰结果．此外，PQ 

处理可能导致少数细胞发生病理学变化 ，这些病变细胞的着色也可能偏离理论结果．为减小这些误差 ，在 P1 

细胞群中精选集群较好、分界明显 的 P2区域 的细胞进行分析 ，P2细胞亚群范围的界定主要依据 FITC和 PI 

与不同周期时相细胞结合的原理进行． 

在 P2亚群细胞的散点图中，UL和 UR区域 细胞为 FITC和 PI均结合 的细胞，所以是新合成 DNA 的 

细胞，即s期细胞；LL区域为不结合 FITC但结合相对少量 PI的细胞，所以是约含 2n DNA且不合成 DNA 

的细胞，即dl／G0期细胞；LR区域为不结合 FITC但结合相对多量 PI的细胞，所以是约含 4n DNA且不合 

成 DNA 的细胞 ，即 G2／M 期细胞． 

由P2亚群各亚区细胞平均数量比率的统计分析结果(图3)可知，随 PQ处理浓度增加，S期细胞比率呈 

现持续下降趋势(即 HepG2细胞合成 DNA的能力持续下降)，其中 23．36和 34．57 mg／L的 PQ处理组相 

对正常组分别下降了49．O4 和 51．89 ；同时，随 PQ处理浓度增加，G1／G0期细胞比率呈持续上升趋势， 

但 PQ最大浓度处理组与正常组相比仅上升了 9．53 ；此外，随 PQ处理浓度增加，G2／M 期细胞比率明显 

持续上升，其中23．36和 34．57 mg／L PQ处理组与正常组相比分别上升了91．56 和 81．62 ．这表明PQ 

处理导致 S期细胞减少 ，大量细胞阻滞于 G2／M 期 ，也就是说 PQ明显抑制 了 HepG2细胞的分裂和 DNA 

合成，这将会严重干扰细胞的正常周期进程及细胞的分裂和增殖． 

3 讨 论 

从 PQ对 HepG2细胞生长状况 的影响结果可见 ，随着 PQ处理浓度 的增大 ，HepG2细胞 的一个重要变 

化是贴壁能力渐渐减弱，贴壁不牢固之后细胞慢慢转向悬浮，其形状 自然也随之发生了变化，从正常细胞的 

楔形或三角形渐渐变成梭形或圆形，细胞形态的变化随之引起细胞间距的增大，而且细胞贴壁不紧时其排列 

自然也显得松散、无序．人们关于细胞黏附方面的研究主要集中于使细胞黏附增强的生物工程材料开发[1 ， 

而针对细胞贴壁能力的详细报道十分少见 ，目前研究界一般认 为，细胞贴壁能力应该与胞膜黏附蛋白的表达 

密切相关口 ．因此 ，PQ导致 HepG2细胞贴壁能力减弱提示 ，PQ对 HepG2细胞胞膜的黏附蛋 白表达可 

能有干扰作用．另外，形态结构观察发现较高浓度的 PQ处理组 HepG2细胞及培养介质的透明度较差，表明 

HepG2细胞的生长状况有所下降，其中细胞透明度降低可能是细胞发生应激反应导致胞内物质聚集或者胞 

膜转运系统故障导致细胞排泄失调 ，而细胞介质的透明度较差则可能是细胞凋亡或死亡后将其 内容物释放 

入培养介质造成 的．以上对细胞形态结构改变的分析表明，PQ处理后对 HepG2细胞 的胞膜很 可能造成了 
一 定 的损伤 ，因此 ，进一步检测 PQ毒性机理时应对细胞膜系统进行重点研究． 

细胞周期时相的稳定或紊乱是细胞分裂和增殖活动是否正常的表现，与细胞的生长发育密切相关[1 ， 

因此，检测外源物质对细胞周期的影响是毒理学和药理学研究的基本手段之一_1。 ．本文选用 BrdU和 PI 

双色流式细胞术检测细胞周期变化是国际上认可度最高的、也是 目前最准确的方法 ，但由于我国流式细胞术 

起步较晚，应用该技术检测细胞周期的研究相对较少．该法借助于胸苷的类似物BrdU可以代替胸苷掺和到 

复制期细胞(S期)新合成的DNA中的特点，首先在培养液中加入 BrdU，再用荧光标记的 BrdU特异性抗体 

检测细胞是否在复制其 DNA以及新合成 DNA的量，而 PI很容易透过乙醇固定的细胞膜与 DNA结合，故 

PI染色可精确反映细胞总DNA含量，判定 G1(2n DNA)、G2(4n DNA)期细胞数_2 ．目前关于 PQ对人细 

胞周期时相分布的影响 尚未见文献报道．本研究结果显示 ，23．36和 34．57 mg／L的 PQ处理分别导致 S期 

HepG2细胞 比正 常组 减 少 了 49．04和 51．89 ，G2期 HepG2细胞 (4n)比正 常组 增 加 了 91．56 和 

81．62 ，阻断于G2期细胞的增多和发育至s期细胞的减少意味着细胞分裂事件被严重抑制，这表明PQ处 

理大大不利于 HepG2细胞的增殖 ，因此进一步探讨细胞周期和增殖调控分子的变化将是解 明 PQ毒性分子 

机制的一个重要任务． 

综上所述 ，PQ对 HepG2细胞具有严重毒性 ，会抑制细胞的生长和增殖．正如多年以来公共环境卫生评 

估专家所预测的那样，PQ的使用和积累可能已为人类生命健康埋下危险的种子 ，深入探讨 PQ对人 

细胞的毒性机理、积极寻求良好的治疗方法或高效的解毒剂已刻不容缓．此外，本研究也提示，PQ中毒难以 

治疗的原因可能与肝细胞的生长和增殖抑制有关 ，具肝细胞活化功能的生长因子或促细胞增殖类药物可能 

对 PQ 中毒有积极疗效． 
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Effects of Paraquat Oil Growth and Cycle in Human Liver HepG2 Cells 

TANG Chaozhi，ZHANG Yuling，W ANG W ensheng 

(College of Life Science，Henan Normai University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：In order to understand comprehensively toxic effect of paraquat(PQ)on human liver and seek a nove1 theraDv 

for strengthening the detoxification capacity of liver on PQ，this paper analyzed the changes of growth and cycle in human liver 

HepG2 cells after 24 h—PQ treatment by microscopic observation and flow cytometry．The experimental results showed that the 

growth of partial HepG2 cells was inhibited after the treatment of 7．21 mg／L PQ．The cycle of HepG2 cells is blocked，the 

cells in S phrase reduced，while the cells in G1 or G2 phrase increased with the treatment of 23
． 36 mg／L PQ．And a1so，there 

was a positive correlation between the dose of PQ and the inhibition of cell growth and cycle．This results indicated that PQ has 

evident retardation on the growth and cycle of human liver HepG2 cells，and the drugs of growth or proliferation promoting fae． 

tot were 1ikely to strengthen the detoxifieation capacity of liver on PQ． ‘ 

Keywords：paraquat；HepG2；cell growth；cell cycle 


