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摘要：本文以 PC12 细胞为神经细胞模型，研究了西维因对神经细胞的损伤作用机理。当 PC12 细胞暴露于 0.00 μg/mL~200.00 

μg/mL 不同浓度的西维因溶液时，表现出了一系列显著变化。随着西维因溶液浓度的增大，细胞的存活率从（100.00±0.46）%下降到

了(27.86±1.69）%；细胞内乳酸脱氢酶（LDH）漏出率增多；丙二醛（MDA）含量从 19.27±0.96 nmol/mg prot 逐渐增加到 112.39±1.59 

nmol/mg prot；超氧化物歧化酶（SOD）活力从 4.08±0.87 U/mg prot 增强到 17.77±0.43 U/mg prot，同时其抑制率也从（19.00±1.66）%

增加到了（73.00±1.71）%；同时谷胱甘肽（GSH）含量从 96.15±6.10 μmol/g prot 逐渐减少到 22.91±3.98 μmol/g prot；细胞相对荧光

强度（RFI）从 37.38±11.48 先增强到 45.56±11.96，后因细胞严重损伤又减弱到 17.11±1.50。细胞液内乙酰胆碱（ACh）含量也逐渐增

加。同时，利用激光共聚焦扫描显微镜观察到了线粒体膜电位的显著下降。西维因对 PC12 细胞表现出很强的神经毒性。 
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Abstract: The present study was planned to evaluate neurotoxicity injuries induced by carbaryl in PC12 cells, which were used as a model 

for nervous cell system. In this study, PC12 cells were exposed to carbaryl in different concentrations from 0.00 μg/mL to 200.00 μg/mL, and 

showed significant changes. Cells viability rates decreased from (100.00±0.46)% to (27.86±1.69)% with a increase of carbaryl concentration. 

Carbaryl treatment resulted in a significant increase in the levels of LDH leakage rate. MDA content also increased from 19.27±0.96 

nmol/mg·prot to 112.39±1.59 nmol/mg prot. SOD activity increased from 4.08±0.87 U/mg prot to 17.77±0.43 U/mg prot, and SOD inhibition 

rate increased from (19.00±1.66)% to (73.00±1.71)%, however, GSH content decreased from 96.15±6.10 μmol/g prot to 22.91±3.98 μmol/g prot. 

RFI increased from 37.38±11.48 to 45.56±11.96 firstly, then decreased to 17.11±1.50 with the damage of cells. Ach in medium increased by 

carbaryl treatment. A significantly decrease in integrity of mitochondrial membrane potential was observed by laser scanning confocal 

microscope. Carbaryl can induce neurotoxicity in PC12 cells. 
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农药已经广泛进入到环境、农产品和食品中。尽

管农药在设计生产时，仅仅把农业害虫作为目标，但 
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昆虫资源开发利用及害虫综合治理 

是农药残留在生态环境中的长期积累，使人类深受其

害。农药的终毒物主要有其代谢产物及活性氧(ROS)，
往往具有很强毒性和蓄积性，造成的结果一般分为初

级、次级和三级事件，主要表现为：对生物膜的损伤、

细胞的抗氧化防御系统（特别是抗氧化酶）的功能的

损害[1]，导致脂质过氧化和 DNA 损伤。总之农药残留

导致的氧化应激是一个多步骤途径最终表现，导致促

氧化剂和抗氧化防御机制之间不平衡[2]。即使在较低

剂量时，长期积累仍可以引起人及牲畜健康问题[3,4]。

人类通过食物链或其他途径有暴露于西维因的风险，

长期暴露于低剂量农药，被认为是癌症的诱发和发展
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的重要风险因素[5]。人体是农药的非靶标生物，为达

到尽可能减轻农药残留对人体损伤的目的，有必要研

究农药诱导人体损伤机理及可能产生的毒性作用[6]。 
西维因（Carbaryl，1-naphthyl N-methylcarbamate，

CAS NO. 63-25-2），又名胺甲萘，属于兼有内吸、触

杀及胃毒型的农药，是世界上使用最为广泛的氨基甲

酸酯类农药之一，被广泛用于农业和林业防治害虫，

也用于野战快速饮水消毒、空调循环水冷系统消毒和

医用消毒等[7]。它可以抑制昆虫乙酰胆碱酯酶（AChE）
和羧酸酯酶（CaEs）的活性，从而影响细胞正常的神

经传导而致死[8]。 
针对西维因的作用机理，可以推测西维因对人体

可能造成的损伤是对神经细胞乙酰胆碱（ACh）能受

体功能性的抑制，以及西维因本身引起细胞的氧化应

激反应，两者结合从而导致病变等。PC12 细胞是一种

来自大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤的克隆细胞系，作为

类神经元细胞，经常用于多巴胺能的神经细胞模型以

及神经系统疾病的体外研究[9]。在正常情况下培养，

PC12 细胞不仅在形态上，而且在生理及生化的许多方

面都与肾上腺髓质细胞相似。高度分化后，PC12 细胞

在形态上向交感神经元分化，同时伴有生理及生化方

面的变化，最终导致 PC12 细胞呈现神经元样的功能
[10]。本文以 PC12 细胞为神经细胞模型，根据农药可

能对细胞造成的程度的损害中，从细胞形态、数量、

细胞的抗氧化防御系统（包括抗氧化酶及非酶抗氧化

物质）、细胞培养液中 ACh 含量以及线粒体膜电位变

化等方面，研究了不同浓度西维因溶液神经细胞的损

伤作用机理。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞瘤（PC12 细胞）由中国

科学院细胞库提供；西维因（Carbaryl，99%）、2',7'-
二氯荧光黄双乙酸盐（DCFH-DA，97.00%）和二甲

基亚砜（DMSO，99%）购自 Sigma-Aldrich 公司；

DMEM-低糖培养基、胎牛血清（FBS）、磷酸盐缓冲

生理盐水（PBS）和0.25%EDTA型胰酶购自美国Gibco
公司；MTS 单溶液细胞增殖检测试剂盒购自美国

Promega 公司；青霉素链霉素溶液（双抗）购自美国

HyClone 公司；乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒、总

谷胱甘肽检测试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒

（JC-1）和 BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公

司；细胞丙二醛（MDA）测定试剂盒（微板法）、乙

酰胆碱（ACh）测定试剂盒（测培养液）（微板法）和

超氧化物歧化酶（SOD）WST-1 法试剂盒购自南京建

成生物工程研究所；透明孔板购自上海宏生生科科技

有限公司。 

1.2  仪器和设备 

AG-204 型电子天平（瑞士 Mettler Toledo 公司）、

DW-86L288 型超低温保存箱（青岛海尔股份有限公

司）、Bio Tek Synergy HT 型多功能酶标仪（美国博腾

仪器有限公司）、BDS-300 倒置生物显微镜（重庆奥

特光学仪器有限公司）、FluoView™ FV 1000 型激光共

聚焦扫描显微镜（日本 OLYMPUS 公司）。 

1.3  试验方法 

1.3.1  试剂配制方法 
西维因粉末溶于 DMSO 中，用蒸馏水稀释，使

DMSO 终浓度小于 0.1%，保存于 4 ℃冰箱备用。

DCFH-DA 粉末溶于 DMSO 中，终浓度为 10 mM，贮

存于-20 ℃备用，使用前用 DMEM 培养基稀释，终浓

度为 10 µM[11]。 
1.3.2  细胞培养、形态观察及存活率计算方法 

PC12 细胞（1×105 个/mL，800 μL/孔）种入 24
孔板，37 ℃恒温培养 24 h 后分别加入 200 μL/孔不同

浓度西维因溶液（终浓度为 2.00 μg/mL、20.00 μg/mL、
100.00 μg/mL 和 200.00 μg/mL），其中阳性对照组浓度

为 0.00 μg/mL；再培养 24 h 后用显微镜观察形态。 
细胞数量的测定方法为培养结束后加入 200 μL/

孔 MTS 试剂，利用酶标仪测定其在 490 nm 处的吸光

度，计算细胞存活率。公式： 
细胞存活率=(实验孔-空白组)/（阳性对照孔-空白

组)×100%[12]。 
1.3.3  细胞内 LDH 漏出率、MDA 含量、SOD
活力、SOD 抑制率和 GSH 含量的测定方法 

按照 1.3.2 中细胞培养方法，在细胞培养完成后，

分别利用酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒，计算 LDH
的漏出率。计算公式： 

%100
LDH
LDH

LDH 1- ×=
细胞内

释放
漏出率

 

细胞内释放

释放
漏出率 LDHLDH

LDH
LDH 2- +

=
 

利用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测定细胞蛋白浓

度，再利用细胞丙二醛（MDA）测定试剂盒（微板法）

测定 MDA 含量，超氧化物歧化酶（SOD）WST-1 法

试剂盒测定总 SOD 活力、SOD 活力的抑制率，总谷

胱甘肽检测试剂盒测定 GSH 含量。 
1.3.4  细胞相对荧光强度（RFI）、细胞液 ACh



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.12 

3 

含量的测定及线粒体膜电位观察方法 
按照 1.3.2 培养细胞完成后，吸弃各孔培养液，加

入 DCFH-DA 溶液（10 µM），37 ℃恒温孵育 15 min，
吸弃 DCFH-DA 溶液，用 DMEM 培养基润洗细胞，

再加入 DMEM 培养基[13]。利用酶标仪测定荧光强度

（激发：485/20，发射：528/20），并测定 OD490值，

比值为相对荧光强度 RFI。 
按照 1.3.2 培养细胞完成后，利用乙酰胆碱（ACh）

测定试剂盒（测培养液）（微板法）测定细胞液内 ACh
含量；膜电位检测试剂盒（JC-1）染色，激光共聚焦

扫描显微镜观察。 
1.3.5  统计学处理 

试验数据采用 SPSS 16.0 软件统计分析，组间比

较采用 Duncan 新复极差法（SSR）。 

2  结果与讨论 

2.1  西维因对 PC12细胞形态及存活率的影响 

暴露于 2.00 μg/mL~200.00 μg/mL 浓度的西维因

溶液，PC12 细胞形态与阳性对照组的差别随浓度增加

而差别变大（图 1）。在实验浓度范围内存活率随浓度

的增大而降低，且均与阳性对照组有极显著差异。 

  

  

 
图1 西维因对PC12细胞形态的影响 

Fig.1 Effects of carbaryl on PC12 morphology 

注：a，0.00 μg/mL 组；b，2.00 μg/mL 组；c，20.00 μg/mL

组；d，100.00 μg/mL 组；e，200.00 μg/mL 组。 

溶 液 浓 度 为 2.00 μg/mL ， 存 活 率 为

（92.44±6.43）%，细胞形态基本保持完好（图 1b）。
浓度为 20.00 μg/mL 时，存活率为（82.17±3.69）%，

已有个别细胞皱缩（图 1c）。浓度为 100.00 μg/mL 时，

存活率为（47.71±4.98）%，细胞部分皱缩且突触减少

（图 1d）。浓度为 200.00 μg/mL 时，存活率仅为

（27.86±1.69）%，细胞严重皱缩、变小，细胞核变大、

颜色变深，且出现了形态怪异的细胞（图 1e）。说明

西维因对 PC12 细胞有显著的细胞毒性，且随西维因

浓度的增加损伤程度加大。 

2.2  西维因对 PC12 细胞抗氧化功能指标的影

响 

西维因对 PC12 细胞形态及存活率的影响结果表

明西维因可以改变细胞的形态，细胞膜受到损伤。

LDH 的漏出率可以衡量细胞膜受损伤的程度。LDH
主要存在于细胞内，LDH 漏出率越高，说明细胞膜受

损伤程度越大，通透性被改变。西维因浓度 2.00 
μg/mL~200.00 μg/mL 时，漏出率随浓度的增加而增

大，且均与阳性对照组有极显著差异，说明细胞膜损

伤的程度随浓度增加而严重。MDA 则是细胞膜脂过

氧化最重要的产物之一，其含量可以反映机体内脂质

的氧化水平即细胞受到氧化攻击的程度[14]。在实验浓

度内，丙二醛（MDA）含量从 19.27±0.96 nmol/mg·prot
逐渐增加到 112.39±1.59 nmol/mg·prot。浓度在 2.00 
μg/mL~100.00 μg/mL 范围时，MDA 含量与阳性对照

组无显著差异；浓度为 200.00 μg/mL 时，MDA 含量

与阳性对照组有极显著差异，说明在此浓度下细胞受

到了强烈的自由基攻击，产生大量的 MDA。 
细胞的抗氧化防御系统包括抗氧化酶及非酶抗氧

化物质两个部分。SOD 是重要的抗氧化酶，与防御细

胞内过度的氧化应激与过量的 ROS 有重要作用。在浓

度 2.00 μg/mL~100.00 μg/mL 范围内，PC12 细胞 SOD
活力随西维因浓度的增加从 4.08±0.87 U/mg·prot 增强

到 17.77±0.43 U/mg·prot，均与阳性对照组有极显著差

异，说明细胞通过增强 SOD 的活力来对抗西维因带

来的压力。有趣的是，SOD 的抑制率也随西维因浓度

的增加从（19.00±1.66）%提高到了（73.00±1.71）%，

说明西维因会抑制 SOD 的活动，但是没有被抑制的

SOD 会被激发更大的活性来应对细胞氧化应激。GSH
是细胞非酶抗氧化系统的重要成分，其含量随西维因

浓度的增加从 96.15±6.10 μmol/g·prot 逐渐减少到

22.91±3.98 μmol/g·prot，说明 GSH 在逐渐被消耗以对

抗不断产生的有毒代谢物。浓度 2.00 μg/mL~100.00 
μg/mL 的范围内，RFI 数值与阳性对照组有显著差别，
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从 37.38±11.48 增强到 45.56±11.96，说明细胞受到了

ROS 的攻击；在浓度为 200.00 μg/mL 时，RFI 数值有

极显著差异，但数值偏低为 17.11±1.50，原因是由于

细胞凋亡数量增多，荧光强度下降。 
表1 西维因对PC12细胞抗氧化功能指标的影响 

Table 1 Effects of carbaryl on antioxidant indexes in PC12 cell 

浓度/(μg/mL) LDH 漏出-1/% LDH 漏出-2/% MDA 含量/(nmol/mg·prot) SOD 活力/(U/mg·prot) 

0.00 102.25±0.30 27.27±0.80 19.27±0.96 4.08±0.87 

2.00 93.80±3.70** 29.03±0.39** 15.14±0.58 7.31±0.91** 

20.00 130.15±27.80** 30.31±0.95** 19.00±0.79 12.11±0.49** 

100.00 238.87±17.58** 25.57±0.86** 64.35±5.87 13.70±1.57** 
200.00 486.04±35.79** 17.10±0.98** 112.39±1.59** 17.77±0.43** 

浓度/(μg/mL) SOD 抑制率/% GSH 含量/(μmol/g·prot) RFI  

0.00 19.00±1.66 96.15±6.10 37.38±11.48  

2.00 34.00±1.69** 79.38±1.00** 36.30±2.91*  

20.00 56.00±1.68** 62.42±4.77** 32.10±10.26*  

100.00 62.00±1.62** 47.03±36.15** 45.56±11.96*  
200.00 73.00±1.71** 22.91±3.98** 17.11±1.50**  

注：表内数据为平均值±标准差，*表示 α=0.05 水平组间差异显著；**表示 α=0.01 水平组间差异极显著。 

2.3  西维因对PC12细胞液中ACh含量的影响 

西维因对人体可能造成的损既包括引起细胞的氧

化应激反应，也包括神经细胞乙酰胆碱（ACh）能受

体功能性的抑制。西维因与 AChE 结合，在和 ACh
的竞争中取得优势，导致 ACh 在细胞中的大量累积，

过量的 ACh 随细胞释放到培养基中，同西维因本身一

起对细胞有氧化应激的损伤，影响细胞正常的神经传

导而致死。西维因浓度在 2.00 μg/mL~100.00 μg/mL 范

围内，ACh 含量与阳性对照组无显著差异；浓度达到

200.00 μg/mL 时，含量与阳性对照组有极显著差异，

对细胞产生了强烈的危害。 

 
图2 西维因对PC12细胞液中ACh的影响 

Fig.2 Effects of carbaryl on PC12 ACh content in medium 

2.4  西维因对 PC12细胞线粒体膜电位的影响 

线粒体膜电位是衡量细胞状态的重要指标，可以

说明细胞处于正常、损伤、凋亡或者是坏死的状态。

通过荧光染色，随细胞状态不同而呈现由红到黄到绿

的不同颜色过度。红色时，细胞边缘清晰，细胞核中

空，说明细胞状态良好；黄色是红和绿两色的叠加颜

色，说明细胞膜电位发生下降，受到损伤，但仍有活

力；绿色时，说明细胞已不能保持正常的膜电位，处

于凋亡和坏死等状态。 

  

  

 
图3 西维因对PC12细胞线粒体膜电位的影响 

Fig.3 Effects of carbaryl on PC12 mitochondrial membrane 

potential 

注：a，0.00 μg/mL 组；b，2.00 μg/mL 组；c，20.00 μg/mL

组；d，100.00 μg/mL 组；e，200.00 μg/mL 组。 
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随着西维因浓度的增大，细胞线粒体膜电位颜色

呈现由红到黄，最终到绿色的过渡。浓度为 2.00 μg/mL
时（图 3b），颜色与阳性对照组（图 3a）无极差别不

大，略可见黄色的出现。浓度为 20.00 μg/mL 时（图

3c），红色减少，黄色增多；浓度为 100 μg/mL 时（图

4d），绿色出现，且占有半数视野范围；浓度为 200.00 
μg/mL（图 3e）时，线粒体膜电位发生了显著的变化，

颜色上呈现绿色，个别细胞呈现红色，说明细胞处于

早期凋亡状态。随着西维因浓度的增大，PC12 细胞膜

受到逐渐强烈的损伤，表现为细胞线粒体膜电位的逐

渐下降，荧光染色由红到绿。 

3  结论 

西维因随浓度的增加对 PC12 细胞产生了不同程

度的损伤，既包括引起细胞的氧化应激反应，也包括

ACh 能受体功能性的抑制。细胞数量及形态方面，随

西维因浓度的增加形态逐渐破坏、细胞皱缩严重，存

活率显著下降。在细胞抗氧化防御系统方面，细胞膜

受到损伤，LDH 漏出率增加以及 MDA 数量增多；抗

氧化酶方面 SOD 活力显著增强，抑制率也显著增加；

非酶抗氧化物质中GSH数量迅速减少；RFI从弱到强，

后因细胞处于严重损伤状态又减弱的过程。细胞培养

液中 ACh 数量显著增加，同时导致线粒体膜电位的显

著下降。西维因对 PC12 细胞可能的损伤机理是代谢

产生了 ROS，破坏细胞膜，造成对细胞的氧化应激反

应；同时和 AChE 结合，导致 ACh 在细胞中的大量累

积并释放到培养基中；ACh 再同西维因一起对细胞产

生强烈的攻击，导致线粒体膜电位的改变，使细胞处

于凋亡状态。进一步的研究重点是具体到细胞信号通

路，澄清生化机理，对西维因毒理的作用机制有更深

入的研究。 
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