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摘要 ：

[背景] 程序性坏死与神经退行性疾病的发生和发展关系密切，但铅是否引起神经细胞程序
性坏死尚未见报道。

[目的] 探讨程序性坏死在铅诱导神经小胶质细胞（BV2 细胞）损伤中的作用及其抑制剂对铅
诱导 BV2 细胞损伤的影响。

[方法] 取生长良好的对数生长期 BV2 细胞，经 0、1、5、10、25、50、100、200 μmol·L–1 醋酸
铅分别处理 12、24、36、48 h 后，采用噻唑蓝法测定细胞存活率。BV2 细胞经 0、25、50、
100 μmol·L–1 醋酸铅处理 24 h 后，分别采用酶联免疫吸附试验法、蛋白质免疫印迹法和流式
细胞术测定细胞内肿瘤坏死因子-α （TNF-α）、受体相互作用蛋白激酶 3（RIPK3）、受体相互作
用蛋白激酶 1（RIPK1）和混合谱系激酶结构域样蛋白（MLKL）的表达情况；并经 RIPK1 抑制剂
Nec-1 预处理 1 h，检测 Nec-1 对铅诱导 BV2 细胞损伤的影响。

[结果] BV2 细胞的存活率随着铅染毒浓度的增加（r12  h=−0.995， r24  h=−0.984， r36  h=−0.983，
r48 h=–0.981，均 P < 0.01）而下降，在 5 μmol·L–1 醋酸铅染毒下，细胞存活率也随着染毒时间的延
长（r=–0.994，P < 0.01）而下降。与对照组比较，同一染毒时间，当铅染毒浓度达到 10 μmol·L–1

时即可引起 BV2 细胞存活率下降（P < 0.01）。与对照组比较，25、50、100 μmol·L–1 铅处理组细
胞程序性坏死相关蛋白 RIPK1、MLKL�蛋白表达升高（P < 0.05 或 0.01），并伴有炎症细胞因子
TNF-α 含量升高，以 100 μmol·L–1 醋酸铅组最高（P < 0.01）；50、100 μmol·L–1 醋酸铅处理组 p-
RIPK1、p-MLKL 及 RIPK3 表达水平均升高（P < 0.01）。此外，与相应染铅组比较，Nec-1 预处理
使染铅 BV2 细胞活性升高，坏死及晚凋率降低（P < 0.05 或 0.01）。

[结论] 铅可致 BV2 细胞活性降低，坏死率升高，并伴有 RIPK3 和 RIPK1、MLKL 蛋白及其磷酸
化的表达上调，而 RIPK1 抑制剂 Nec-1 对铅引起的 BV2 细胞损伤具有一定的干预作用，提示
程序性坏死可能在铅神经毒性中发挥着重要作用。
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Abstract:

[Background] Programmed  necrosis  is  closely  related  to  the  occurrence  and  development  of
neurodegenerative  diseases,  but  whether  lead  causes  programmed  cell  necrosis  has  not  been
reported.

[Objective] This experiment is designed to probe into the function of programmed necrosis and
the effect of its inhibitor on lead-induced microglia (BV2 cell) injury.

[Methods] The BV2 cells at logarithmic growth phase were treated with 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100,
and 200 μmol·L−1 lead acetate for 12, 24, 36, and 48 h, respectively, and methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium bromide (MTT) was used to determine cell viability. After treatment with 0, 25, 50, and
100 μmol·L−1 lead acetate for 24 h, enzyme-linked immunosorbent assay, Western blotting, and
flow  cytometry  were  used  to  determine  the  expressions  of  tumor  necrosis  factor-α  (TNF-α),
receptor-interacting protein kinase 3 (RIPK3), receptor-interacting protein kinase 1 (RIPK1), and
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mixed lineage kinase domain-like protein (MLKL) in the cells, and the effect of RIPK1 inhibitor Nec-1 pretreatment on lead-induced BV2
cell injury .

[Results] The BV2 cell viability decreased with higher lead concentration (r12 h=−0.995, r24 h=−0.984, r36 h=−0.983, r48 h=−0.981, all P < 0.01)
and  time  extension  (only  for  5  μmol·L−1 lead  acetate, r=−0.994, P < 0.01).  Compared  with  the  control  group,  the  BV2  cell  viability
decreased  at  the  same  exposure  time  when  the  concentration  of  lead  was  above  10  μmol·L−1 (P < 0.01).  Compared  with  the  control
group, the expressions of RIPK1 and MLKL were increased in the 25, 50, and 100 μmol·L−1 lead groups (P < 0.05 or 0.01), accompanied by
an increase in  the contents  of  inflammatory cytokine TNF-α,  especially  in  the 100 μmol·L−1 lead group,  the increment was the highest
(P < 0.01).  The expression levels  of  p-RIPK1 and p-MLKL in  BV2 cells  were both increased when the concentration of  lead acetate was
above 50 μmol·L−1 (P < 0.01).  In addition, pretreatment with Nec-1 increased the cell  viability rate and decreased the necrosis and late
apoptosis rate of BV2 cells exposed to lead compared with corresponding lead exposure groups (P < 0.05).

[Conclusions] Lead can reduce BV2 cell viability, increase necrosis rate, and up-regulate the expressions of RIPK1, RIPK3, amd MLKL, and
the phosphorylation levels of RIPK1 and MLKL. The RIPK1 inhibitor Nec-1 has an intervention effect on lead-induced damage in BV2 cells,
indicating that programmed necrosis may play a role in lead neurotoxicity.

Keywords: lead;  BV2 cell;  programmed  necrosis;  receptor-interacting  protein  kinase  1;  receptor-interacting  protein  kinase  3;  mixed
lineage kinase domain-like protein; programmed necrosis inhibitor

  

铅（lead, Pb）是环境中广泛存在的重金属污染物[1]
，

长期过量铅暴露可引起神经系统损伤[2]
，低水平铅暴

露可损害发育中的中枢神经系统，导致各种神经生理
和行为改变[3]。值得关注的是，联合国儿童基金会一项
报告显示，全球约有 8 亿儿童及 19 岁以下的年轻人
血铅质量浓度超过 5 μg·dL−1

，其中我国血铅质量浓度
超过 5 μg·dL−1 的儿童人数超过 3 000 万[4]。此外，世界
卫生组织表示，没有已知的“安全”血铅水平，血铅超标
严重危害人体健康，即使血铅质量浓度低至 5 μg·dL−1

也可引起脑损伤，包括损害神经发育以及致儿童智力
下降和行为改变[5]。因此，阐明铅暴露对中枢神经系统
的不良影响并揭示其潜在的神经毒性机制非常重要。
程序性坏死是一种以细胞器肿胀、细胞膜完整性被破
坏和大量炎症因子释放为特征的细胞死亡方式，是最
近几年细胞死亡领域的研究热点之一[6]。程序性坏死
与神经退行性疾病的发生和发展关系密切[7–8]

，但铅是
否引起神经细胞程序性坏死尚未见报道。BV2 细胞是
来源于 RAF/myc 永生化的新生小胶质细胞，是原代小
胶质细胞最常用的替代品[9]。本研究通过建立 BV2 细
胞铅毒性模型，探讨程序性坏死在铅神经毒性中的作
用及其抑制剂对铅诱导 BV2 细胞损伤的影响，以此探
寻铅致神经退行性病变的新机制，为重金属致神经退
行性病变的防治提供新的干预靶点。 

1    材料与方法 

1.1    试剂
醋酸铅（成都金山化学试剂有限公司，中国）；胎牛

血清、DMEM 培养基、青链霉素、磷酸盐缓冲液、0.25%
（体积分数）胰蛋白酶、噻唑蓝（methylthiazolyldiphenyl-
tetrazolium  bromide,  MTT）、 二 甲 基 亚 砜 （dimethyl

sulfoxide, DMSO）（Gibco，美国）；β-actin、甘油醛-3-磷
酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH）、受体相互作用蛋白激酶 1（receptor-interacting
protein kinase 1, RIPK1）、磷酸化 RIPK1（phosphorylation
of RIPK1, p-RIPK1）、混合谱系蛋白激酶样结构域蛋白
（mixed  lineage  kinase  domain-like  protein,  MLKL）、磷
酸化 MLKL（phosphorylation of MLKL, p-MLKL）、受体相
互作用蛋白激酶 3（receptor-interacting protein kinase 3,
RIPK3）、肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor-α, TNF-α）
（CST，美国）；程序性坏死抑制剂（Necrostatin-1, Nec-1；
MCE，美国）；酶联免疫吸附检测试剂盒（武汉博士德
生物工程有限公司，中国）；BCA 蛋白定量试剂盒、
SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒（上海碧云天生物技术有限
公司，中国）；Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒
（南京凯基生物技术有限公司，中国）。 

1.2    细胞培养与传代
小鼠 BV2 细胞复苏后置于 37 ℃、5%（体积分数）

CO2、饱和水蒸气的培养箱中培养，其完全培养基为
含有 10%（体积分数）胎牛血清和 1%（体积分数）青
链霉素混合液的 DMEM 培养基。每天观察细胞状
态，每隔一天更换一次培养基。待细胞密度达到
80%~85%（体积分数）时，采用胰蛋白酶消化，按照
1∶4 的比例进行传代。取生长良好的对数生长期细胞
用于后续实验。 

1.3    MTT 法测定细胞存活率
处于生长期的 BV2 细胞经 0、1、5、10、25、50、

100、200 μmol·L−1 醋酸铅处理 12、24、36、48 h 后，更
换新的培养基（100 μL·孔−1），再加入 10 μL MTT（5 g·L−1），

置于 37℃、5%（体积分数）CO2、饱和湿度培养箱孵育
4 h，弃掉孔内液体，并在每孔加入 150 μL DMSO。摇床
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震荡 10 min，充分溶解结晶后，用波长 490 nm 的酶联
免疫检测仪测定光密度（D）值；每个样品设置 6 个复
孔，独立重复实验 3 次，细胞存活率=（D各浓度组−D空白组）/
（D对照组−D空白组）。根据 MTT 的结果及以往研究，后续实
验的染铅浓度设置为 25、50、100 μmol·L−1[10–11]。 

1.4    酶联免疫吸附法测定 TNF-α 浓度
BV2 细胞经 0、25、50、100 μmol·L−1 醋酸铅处理

24 h，离心后收集上清液。按照酶联免疫吸附检测试剂
盒说明，每个样品设置 3 个复孔，独立重复实验 3 次，

用酶联免疫检测仪在 492 nm 处测量样本的 D 值，计
算样本中 TNF-α 的浓度。计算方法：以标准品 1 000、
500、250、125、62.5、31.25、15.625、0 ng·L−1 的 D 值
在 Excel 中作图，得出标准曲线和公式。所有 D 值减去
空白管的值后，根据标准曲线公式换算出相应样品中
TNF-α 浓度。 

1.5    蛋白免疫印记法测定 RIPK3、RIPK1、MLKL 及其
磷酸化蛋白的表达

BV2 细胞用 0、25、50、100 μmol·L−1 醋酸铅处理
24 h 后，提取细胞蛋白，按照 BCA 蛋白浓度测定试剂
盒说明测定每个样品蛋白的浓度，再将各组蛋白调整
到同一浓度，加入 1× SDS 蛋白示踪上样缓冲液，充分
混匀后置于 95℃ 5min 制备样品，使蛋白变性。根据
目标蛋白分子量选择合适的分离胶浓度，按照 SDS-
PAGE 凝胶试剂盒说明书依次加入试剂制胶，加样后进
行凝胶电泳分离蛋白，采用湿转法将蛋白转移到聚偏
二氟乙烯膜上，5%（体积分数）脱脂牛奶（50 g·L−1），摇
床封闭 1 h 后，用 TBST 漂洗 5 min×3 次，加入一抗（稀
释比例 1∶1 000），4 ℃ 摇床过夜。用 TBST 漂洗 5 min×
3 次，加入二抗（稀释比例 1∶5 000），摇床室温孵育
1 h。滴加适量化学发光底物，用凝胶成像仪进行扫描
成像和拍照。采用 Image J 软件进一步分析蛋白条带
的灰度值，检测蛋白的相对表达量，记录数据。 

1.6    流式细胞术检测细胞坏死及晚凋率
将 BV2 细胞以 2.5×105 个 ·mL−1 接种于 12 孔板，

每孔加入 1 mL 细胞培养液，用 60 μmol·L−1 Nec-1 处理
BV2 细胞 1 h（Nec-1 浓度和处理时间的设置参考文
献 [12−14]），然后将培养液弃掉，分别加入 0、25、50、
100 μmol·L−1 醋酸铅处理 24 h，具体分组如下：（A）溶
剂 对 照 （DMSO）组 ； （B）Nec-1 组 ； （C）25  μmol·L−1

Pb 组；（D）50  μmol·L−1 Pb 组；（E）100  μmol·L−1 Pb 组；
（F）25 μmol·L−1 Pb+ Nec-1 组；（G）50 μmol·L−1 Pb+ Nec-1
组；（H）100 μmol·L−1 Pb+ Nec-1 组。各处理组的 BV2 细
胞用磷酸盐缓冲液清洗 1 次，加入 0.25%（体积分数）

胰酶消化 ，转移至离心管 ， 3 000 r·min−1（离心半径
140 mm）离心 5 min，弃上清，用 100 μL 结合缓冲液重
悬细胞，每管分别加入 Annexin V-FITC 和 PI 染液各 5 μL，
吹打混匀，室温避光孵育 20 min，加入 400 μL 结合缓
冲液，上机，用流式细胞仪检测细胞坏死及晚凋情况。 

1.7    统计学分析
x ± s计量结果以 表示，用 SPSS 23.0 进行统计学分

析。组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较
采用最小显著差异法，两组研究变量之间的线性相关
程度采用 Pearson 相关分析。检验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    醋酸铅对 BV2 细胞存活率的影响
MTT 结果显示，与对照组比较，染毒 12、24、36、

48 h 后，当醋酸铅染毒浓度达到 10 μmol·L−1 时即可引
起 BV2 细胞存活率下降（P < 0.01）；且各染毒时间的细
胞存活率均随着染毒浓度的增加而下降（r12 h=−0.995，
r24 h=−0.984， r36 h=�−0.983， r48 h=−0.981，均 P < 0.01），而
在 5 μmol·L−1 醋酸铅染毒浓度下，细胞存活率也随着
染毒时间的延长而下降（r=−0.994，P < 0.01）（图 1）。 

2.2    醋酸铅对 BV2 细胞 TNF-α 浓度的影响
染毒 24 h 后，酶联免疫吸附检测结果显示，与对

照组比较，25、50、100 μmol·L−1 醋酸铅染毒 BV2 细胞
的 TNF-α 浓度升高，其中以 100 μmol·L−1 醋酸铅组最
高（P < 0.01，图 2）。 

2.3    醋酸铅对 BV2 细胞程序性坏死相关蛋白 RIPK3、
RIPK1、MLKL 及其磷酸化表达的影响

染毒 24 h 后，与对照组比较，25、50、100 μmol·L−1

醋酸铅组 BV2 细胞 RIPK1 及 MLKL 蛋白表达水平升
高（P < 0.05 或 0.01，图 3A、B、D）；当染铅浓度达到
50 μmol·L−1

，即可使 BV2 细胞 p-RIPK1、p-MLKL 及 RIPK3
表达水平升高（P < 0.01，图 3A、C、E、F）。 

2.4    Nec-1 对染醋酸铅 BV2 细胞活性的影响
染毒 24 h 后，与对照组比较，25、50、100 μmol·L−1
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醋酸铅组 BV2 细胞活性降低，而 Nec-1 预处理可使染
铅 BV2 细胞活性升高（P < 0.05 或 0.01，图 4）。
 

2.5    Nec-1 对染醋酸铅 BV2 细胞坏死及晚凋率的影响
25、50、100 μmol·L−1 醋酸铅组 BV2 细胞坏死及晚

凋率比对照组高（P < 0.01）；与相应铅浓度组比较，

Nec-1 可使染铅 BV2 细胞坏死及晚凋率降低，其中以
25 μmol·L−1 最为明显（P < 0.05 或 0.01，图 5）。 
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图 2   醋酸铅染毒 24h 对 BV2 细胞 TNF-α 浓度的

影响 （n=6， ） 
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Figure 2   Effect of lead acetate exposure for 24 h on TNF-α

concentration in BV2 cells (n=6, )
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x̄ ± s
图 3   醋酸铅染毒 24h 对 BV2 细胞 RIPK3 和 RIPK1、

MLKL 及其磷酸化表达的影响 （n=3， ） 

x̄ ± s

Figure 3   Effects of lead acetate exposure for 24 h on expressions
of RIPK3, RIPK1, MLKL, and their phosphorylation in BV2 cells

(n=3, )
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Figure 4   Effects of Nec-1 on the lead-exposed BV2 cell viability
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［注］ A~H 为流式细胞图。A：溶剂对照 （DMSO）组；B：Nec-1 组；C：

25 μmol·L−1 Pb 组；D：50 μmol·L−1 Pb 组；E：100 μmol·L−1 Pb 组；F：
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0.01；与对应染铅组比较，#：P < 0.05；##：P < 0.01。

x̄ ± s
图 5   Nec-1 对染铅 BV2 细胞坏死及晚凋率的影响 （n=3，

） 

x̄ ± s
Figure 5   Effects of Nec-1 on necrosis and late apoptosis rate of

lead-exposed BV2 cells (n=3, )
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3    讨论
铅作为一种剧毒重金属，对各种器官和组织，特

别是对中枢神经系统有许多有害影响。我国是全球最
大的铅生产国和铅消费国（产量和消费量均居全球总
产量和总消费量第一），导致我国人均铅暴露水平高
于发达国家[15]。因此，需要对铅中毒机制进行深入研
究，提供可靠的科学信息支撑，以完善对铅中毒的预
防和治疗体系。

小胶质细胞是中枢神经系统中驻留的巨噬细胞
样细胞，在大脑的先天免疫和炎性神经病理中起着不
可替代的作用[16]。原代小胶质细胞对铅暴露的敏感性
比星形胶质细胞更大[17]。它在碎片的吞噬、突触的保
护和维持以及中枢神经系统的免疫反应中扮演不同
角色，特别是在神经退行性疾病及重金属神经毒性作
用中发挥着“双刃剑”的作用[18–19]

，包括铅的神经毒性。
体内和体外研究结果均表明，铅可能通过破坏神经免
疫系统功能而促进神经毒性[20]。Wu 等[21] 的研究也发
现，铅暴露可引起中枢神经系统损伤，并伴有小胶质
细胞的激活。Liu 等[22] 的研究显示，铅可致成年大鼠海
马小胶质细胞激活增多，进而出现神经元死亡。这与
本研究的结果一致。此外，Sobin 等[23] 的研究结果提
示，长期铅暴露可致小鼠小胶质细胞受损、增殖减慢，

进而减少 C57BL/6 J 小鼠海马/齿状回小胶质细胞的数
量。低剂量铅暴露与高剂量铅暴露小鼠的小胶质细胞
平均体积存在差异，提示不同剂量铅暴露引起的神经
免疫破坏类型不同[24–25]。本研究结果显示，当染铅浓
度高于 10 μmol·L-1 即可使 BV2 细胞存活率降低，并呈
一定剂量依赖性。为进一步揭示铅诱导 BV2 细胞损伤
的时间效应，本研究通过设计不同染毒时间，发现在
醋酸铅染毒浓度为 5 μmol·L-1 时，BV2�细胞活性随染毒
时间的增加而呈下降趋势，提示铅对 BV2 细胞的损伤
程度随着染毒时间延长而增大。而其他较高染毒浓度
组的时间-效应均无统计学意义，这可能与染毒浓度增
大时 BV2 细胞死亡率过高有关。

程序性细胞坏死由 RIP1/RIP3/MLKL 途径介导，与
多种神经退行性疾病有关 [26–27]。例如，尸检结果发
现阿尔茨海默病病人大脑出现程序性坏死，表现为
RIPK1、MLKL 及 p-MLKL 蛋白表达升高，其坏死程度与
脑重和认知评分呈负相关[28]。本研究结果发现，当铅
染毒浓度大于 50 μmol·L−1 时，BV2 细胞程序性坏死标
志蛋白 RIPK3 和 RIPK1、MLKL 及其磷酸化的表达水平
均升高，并伴有上清液 TNF-α 含量升高。RIPK1 和 RIPK3
在激活细胞死亡和炎症信号的传导中具有重要作用，

而 TNF-α 是一种重要的促炎细胞因子，参与介导多种
人类炎症和退行性疾病。本研究结果提示，铅可能通
过引起神经细胞程序性坏死降低小胶质细胞活性，而
TNF-α 可能是参与铅中毒引起的神经细胞程序性坏死
的重要因子之一。

以往研究显示，程序性坏死可能在重金属（包括铝
和锰等）引起的神经退行性病变中起到重要作用 [29]；
而 Nec-1 可抑制铝引起的神经细胞坏死，从而改善该
毒物引起的认知行为障碍[30]。体外研究显示，低氧环
境可诱导小鼠原代小胶质细胞和小胶质细胞系上调
RIP1/RIP3/MLKL 发生程序性坏死，并发现该过程可被
RIPK1 抑制剂 Nec-1 阻断[31]。Nec-1 可通过降低 β-淀粉
样蛋白和 tau 蛋白异常减轻 APP/PS1 小鼠模型的认知
障碍 [32]。本研究结果发现，Nec-1 预处理可以使染铅
的 BV2 细胞活性升高，坏死及晚凋率降低，提示 Nec-1
对铅中毒引起的小胶质细胞程序性死亡具有一定的
干预作用。上述均表明，抑制 RIPK1 可能是神经退行
性疾病的一个治疗新靶点[33]。而 Nec-1 是否在体外和
体内水平分别对 RIPK1、MLKL 及其磷酸化表达产生影
响以及其机制，还需要进一步探讨。

综上，铅暴露可致 BV2 细胞活性降低，坏死及晚
凋率升高，细胞程序性坏死标志蛋白 RIPK1、RIPK3 及
MLKL 表达上升，而 RIPK1 抑制剂 Nec-1 对铅引起的细
胞存活率降低和坏死及晚凋率升高具有一定的干预
作用，提示程序性坏死可能在铅神经毒性中发挥重要
作用。
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