
Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 30｜No.1｜January 2026｜111

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

文题释义：

内质网-线粒体钙转运：是指Ca2+
由内质网到线粒体之间的转运过程，这一过程在细胞内钙信号转导、能量代谢、细胞生存和死亡等多种

生理和病理过程中发挥着重要作用。

线粒体相关内质网膜：是细胞内一种特殊结构，主要是线粒体和内质网相互靠近但不融合的区域，在细胞中涉及Ca2+
稳态、氧化应激、脂

质代谢和细胞凋亡等多种生理过程。

摘要

背景：前期研究发现持续过量氟暴露导致的神经细胞受损与Ca2+
超载有关，但Ca2+

在细胞内各钙库之间的流动转换和细胞凋亡损伤的作用

机制尚不明确。

目的：探讨氟暴露对原代神经细胞线粒体相关内质网膜内Ca2+
转运通道蛋白及细胞凋亡水平的影响。 

方法：体外培养新生SD大鼠原代神经细胞，培养至第7天采用神经元核特异性抗体NeuN行免疫荧光染色鉴定。神经细胞按照加氟浓度分

为对照组(含0 mmol/L 氟化钠)、低氟组(含0.5 mmol/L 氟化钠)、高氟组(含1 mmol/L氟化钠)，氟暴露24 h后光镜下观察细胞形态变化；蛋白

免疫印迹检测凋亡相关蛋白BAX/BCL-2和钙转移相关通路VDAC1、GRP75、IP3R蛋白表达；RT-PCR检测钙转移相关通路VDAC1、GRP75、IP3R 
mRNA表达；线粒体Ca2+

探针Rhod-2AM检测Ca2+
水平；线粒体膜电位试剂盒检测线粒体膜电位变化；流式细胞术、TUNEL染色法检测细胞凋

亡水平。 
结果与结论：①培养至第7天的神经细胞经鉴定纯度可达90%以上，杂质少，生长状态良好，细胞网络连接紧密，达到后续实验要求；②

与对照组相比，低氟组和高氟组神经细胞聚团生长增多，突起断裂，胞体圆缩，细胞之间连接网络被破坏；与低氟组相比，高氟组细胞

损伤变化更为明显；③与对照组比较，低氟组和高氟组VDAC1、GRP75、IP3R蛋白表达上调(P < 0.05)，凋亡相关蛋白BAX/BCL-2比值升高 

(P < 0.05)；与对照组相比，低氟组VDAC1、GRP75 mRNA表达明显上调(P < 0.05)，高氟组VDAC1、GRP75、IP3R mRNA表达显著上调(P < 
0.01)；④氟暴露处理后细胞凋亡水平明显上升，且高氟组显著高于对照组和低氟组(P < 0.01)；⑤氟暴露处理后神经细胞线粒体Ca2+

浓度明

显增加(P < 0.05)，线粒体膜电位下降(P < 0.01)，且高氟组损伤程度更为明显(P < 0.05)。结果表明，氟暴露会损害原代神经细胞的形态结

构，导致细胞内质网-线粒体间Ca2+
转移通路蛋白表达上调，线粒体Ca2+

超载，线粒体损伤，细胞凋亡水平升高。
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Western blot 检测钙转运通道蛋白 VDAC1、GRP75、
IP3R 和凋亡相关蛋白 BAX/BCL-2 表达水平，RT-PCR
检测 VDAC1、GRP75、IP3R mRNA 表达
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0   引言   Introduction
人体长期暴露于高氟环境中会导致氟在体内蓄积，引起

骨、肾脏、肝脏、脑等器官系统的损伤，造成慢性氟中毒
[1-4]

。

作者前期研究发现，慢性氟中毒可引起神经细胞膜上兴奋性

神经递质 NMDA 受体激活，Ca2+
通道开放，Ca2+

内流增加，

造成细胞内 Ca2+
稳态失衡

[5-8]
，进而激活细胞内质网应激相

关通路
[9-11]

，引起内质网损伤，同时线粒体也出现不同程度

损伤
[12]
，然而内流的 Ca2+

去向及引起内质网线粒体损伤的机

制还有待进一步研究。

线 粒 体 相 关 内 质 网 膜 (mitochondria-associated ER  

membranes，MAM) 是真核细胞中线粒体膜与内质网膜相互

靠近却不融合的部分，介导了内质网和线粒体之间双向的物

质和信息交流
[13]
，两者之间存在许多蛋白质分子复合物，参

与维持和调节 MAM 活性、细胞稳态以及许多细胞生命活动，

包括细胞凋亡、自噬、脂质代谢和 Ca2+
转运等过程

[14]
。

在 MAM 中，1，4，5- 三磷酸肌醇受体 (Inositol 1，4，

5-trisphosphate receptor，IP3R) 是位于内质网上的 Ca2+
释放

受体，激活后能够将 Ca2+
释放到内质网 -线粒体间隙中

[15]
，

释放后的 Ca2+
被线粒体外膜上的电压依赖性阴离子通道蛋

白 1 (voltage-dependentanion channel 1，VDAC1) 摄 取 进 入

线粒体内外膜间隙，最后位于线粒体内膜上的 Ca2+
单向转
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Abstract
BACKGROUND: Previous studies have found that neuronal damage caused by continuous excessive fluoride exposure is related to Ca2+ overload, but the 
mechanism of Ca2+ flow conversion between intracellular calcium stores and cell apoptosis damage is still unclear.
OBJECTIVE: To investigate the effect of fluoride exposure on Ca2+ transport channel proteins and apoptosis levels in the mitochondria-associated endoplasmic 
reticulum membrane of primary cultured neural cells. 
METHODS: Primary nerve cells of neonatal SD rats were cultured in vitro and identified by immunofluorescence staining with neuronal nucleus-specific 
antibody up to day 7. The nerve cells were divided into control group (containing 0 mmol/L sodium fluoride), low fluoride group (containing 0.5 mmol/L 
sodium fluoride), and high fluoride group (containing 1 mmol/L sodium fluoride). The cell morphological changes were observed by light microscope 24 hours 
after fluorine exposure. The expression levels of apoptosis-related protein BAX/BCL-2 and calcium transfer-related pathways VDAC1, GRP 75, and IP3R were 
detected using western blot assay. The expression levels of VDAC1, GRP 75, and IP3R mRNA were detected by RT-PCR. Ca2+ levels were detected by Rhood-2AM 
Ca2+ probe. Mitochondrial membrane potential detection kit was used to detect the change in mitochondrial membrane potential. The level of apoptosis was 
determined by flow cytometry and TUNEL staining.  
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The purity of neurons cultured on day 7 had been determined to be over 90%, with few impurities, good growth status, and 
tight cell network connections, meeting the requirements of subsequent experiments. (2) Compared with the control group, growth of neural cell clusters in 
the low-fluoride group and the high-fluoride group increased; the processes were broken; the cell body was rounded, and the connection network between 
cells was destroyed. Compared with the low-fluoride group, the cell damage changes in the high-fluoride group were more obvious. (3) Compared with the 
control group, the protein expressions of VDAC1, GRP75, and IP3R were increased in the low-fluoride group and the high-fluoride group (P < 0.05), and the 
ratio of apoptosis-related protein BAX/BCL-2 was increased (P < 0.05). Compared with the control group, the expression of VDAC1 and GRP75 mRNA in the 
low-fluoride group was significantly increased (P < 0.05); the expression levels of VDAC1, GRP75, and IP3R mRNA in the high-fluoride group were significantly 
increased (P < 0.01). (4) The level of cell apoptosis increased significantly after fluoride exposure, and the high-fluoride group was significantly higher than the 
control and low-fluoride groups (P < 0.01). (5) After fluoride exposure, the concentration of mitochondrial Ca2+ in nerve cells increased significantly (P < 0.05), 
the mitochondrial membrane potential decreased (P < 0.01), and the degree of damage in the high-fluoride group was more obvious (P < 0.05). The results 
show that fluoride exposure impairs the morphological structure of primary neural cells, resulting in upregulation of Ca2+ transfer pathway protein expression 
between the endoplasmic reticulum and mitochondria, mitochondrial Ca2+ overload, mitochondrial damage, and increased levels of apoptosis.
Key words: fluoride exposure; primary nerve cell; Ca2+ transfer; apoptosis; mitochondrial membrane potential; mitochondrial damage; mitochondria-associated 
endoplasmic reticulum membrane; calcium transport channel
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运体 (mitochondrial calcium uniporter，MCU) 将其摄入线粒

体基质
[16-17]

，分子伴侣葡萄糖调节蛋白 75(glucose regulated 

protein 75，GRP75) 能够将 IP3R 和 VDAC1 连接起来，调节两

者之间的相互作用，调控内质网到线粒体的 Ca2+
通量，因此

VDAC1-GRP75-IP3R 成为了 MAM 结构中 Ca2+
由内质网向线粒

体转运的重要通道
[18-19]

。

该研究通过使用不同浓度氟化钠处理体外培养的原代

神经细胞，观察氟暴露神经细胞的形态改变，检测 VDAC1-

GRP75-IP3R 通道蛋白表达和细胞线粒体 Ca2+
转移通量以及凋

亡水平，初步探讨氟暴露对神经细胞内质网 - 线粒体 Ca2+
转

运通道和细胞凋亡水平的影响，为氟中毒致神经细胞损伤机

制中的细胞 Ca2+
超载学说提供可能依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   细胞学体外实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 8 月至 2024 年 8 月在贵州

医科大学附属医院病理科实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   试剂   Neurobasal-A 培养基 ( 神经元基础培养基 )、B27

营养因子 (Gibco)；左旋多聚赖氨酸 (Sigma)；木瓜蛋白酶、

TritonX-100、DAPI、抗荧光淬灭封片剂、DEPC水 (北京索莱宝 )；
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40 g/L多聚甲醛 (Biosharp)；线粒体膜电位检测试剂盒 (JC-1)、

免疫荧光抗体封闭液 ( 碧云天 )；鼠源神经细胞核抗原 (NeuN)

抗体、Cy3 结合山羊抗鼠抗体 ( 武汉三鹰 )；鼠源 GRP75 一

抗、兔源 VDAC1、IP3R、BAX/BCL-2 一抗 ( 杭州华安生物 )；

鼠源 β-tublin 一抗 ( 上海艾比玛特 )；山羊抗鼠、兔结合二抗

(Absin)；TUNEL 染色凋亡检测试剂盒 (FITC)、即用型 DAPI 染

液、电泳液、转膜液 ( 干粉，武汉赛维尔 )；分析纯氟化钠 ( 天

津致远化学试剂有限公司 )；1×HBSS 溶液、线粒体 Ca2+
探针

Rhod-2AM( 上海懋康生物科技公司 )；细胞凋亡检测试剂盒

(AnnexinV-APC，7-AAD，杭州联科生物 )；1×PBS( 武汉普诺

赛 )；Trizol( 赛默飞 )；反转录、PCR 试剂盒 (TAKARA)；大鼠

VDAC1、GRP75、IP3R mRNA 扩增引物 ( 上海生工生物 )。

1.3.2   主要溶剂配制   ①左旋多聚赖氨酸包被液：称取 10 mg

左旋多聚赖氨酸溶解于 10 mL 超纯水中，-20 ℃保存，使用

时超纯水稀释 10 倍。② 2 mg/mL 木瓜蛋白酶消化液：称取

30 mg 木瓜蛋白酶溶解于 15 mL DMEM 基础培养基中，使用

针式过滤器过滤后放入 37 ℃水浴锅中预热备用 ( 现配现用 )。

③神经元完全培养基 ( 含 0.25% 谷氨酰胺，Neurobasal-A 培

养基、B27、双抗比例为 97 ∶ 2 ∶ 1)。④ 1 mg/mL 氟化钠溶

液：准确称取 30 mg 氟化钠加入 20 mL 神经元基础培养基中，

溶解后加入神经元基础培养基至 30 mL，针式过滤器除菌备

用。⑤ 10% 脱脂牛奶封闭液：称取 2 g 脱脂奶粉加入 20 mL 

蒸馏水搅拌充分溶解。⑥转膜液：1× 转膜液干粉溶解于 

500 mL 超纯水后，加入 200 mL 无水乙醇，超纯水定容至 1 L。

⑦电泳液：1× 电泳液干粉溶解于 800 mL 超纯水后定容至 1 L。

⑧1×TBST：称取2.42 g Tris、8.8 g NaCl溶解于800 mL超纯水中，

加入 1 mL 吐温 -20 搅拌均匀后，超纯水定容至 1 L。

1.3.3   实验动物   新生 72 h 内的 SD 大鼠 10-14 只，SPF 级，

雌雄不限，由贵州医科大学实验动物中心提供，许可证号：

SYXK( 贵 )2023-0002，实验方案经贵州医科大学动物实验伦

理委员会批准，审批号为 NO.2305198。

1.4   实验方法   

1.4.1   原代神经细胞的提取和培养   ①实验准备：使用 12 孔

板培养用于免疫荧光鉴定、TUNEL 染色和线粒体膜电位检

测的神经细胞，在底部放置爬片，使用 6 孔板培养用于蛋

白免疫印迹、RT-PCR、流式细胞术检测的神经细胞，使用 

20 mm 共聚焦小皿培养用于 Ca2+
浓度检测的神经细胞，6 孔

板和共聚焦小皿不放置细胞爬片，仅加入多聚赖氨酸包被底

部。所有细胞培养器皿放入 37 ℃细胞培养箱包被过夜，第 2

天吸去左旋多聚赖氨酸并用 PBS 浸洗 5 min×3 次后放入细胞

培养箱烘干备用。②原代提取：提取过程在冰上进行，新生

乳鼠经体积分数 75% 乙醇消毒后断脊法处死，离断头部放入

含预冷 DMEM 高糖培养基的 10 cm 细胞培养皿中，使用手术

器械打开头骨，暴露整个大脑，用弯头镊托住大脑底部，小

心取出完整大脑置于另一含预冷高糖培养基的培养皿中。③

使用 2 把显微镊小心剥离皮质血管膜后，夹取大脑皮质 1.0-

2.0 mm 厚度的组织块置于新的含预冷高糖培养基的培养皿

中，将组织剪成 1 mm×1 mm×1 mm 左右的碎块，静置 2 min

后小心吸掉上清，加入预热的木瓜蛋白酶，37 ℃细胞培养箱

消化 25 min，每 5 min 摇晃一次充分消化组织。④加入适量

含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基轻柔吹打，

终止消化。⑤使用 70 μm 滤网过滤单细胞悬液，1 000 r/min

离心 5 min，去掉上清，换用神经元完全培养基重悬细胞，

计数后按 2×109 L-1
浓度进行接种铺板，6 孔板每孔加入 2 mL

细胞悬液，12 孔板每孔加入 1 mL 细胞悬液，20 mm 共聚焦

小皿加入 1.5 mL 细胞悬液，第 2 天去除培养基，使用预热的

神经元基础培养基小心润洗 1 遍细胞后，加入神经元完全培

养基继续培养，之后每 2 d 半量换液，持续培养至第 7 天。

1.4.2   原代神经细胞鉴定   原代神经细胞培养至第 7 天后

弃去培养基，PBS 浸洗细胞爬片 2 次 ×3 min，40 g/L 多聚

甲醛固定 20 min，PBS 浸洗细胞爬片 3 次 ×3 min，0.25% 

TritonX-100 室温通透 20 min，PBS 浸洗细胞爬片 3 次 ×3 min， 

免疫荧光抗体封闭液室温封闭 1 h，吸掉封闭液，在爬片上

滴加鼠源 NeuN 抗体 ( 1 ∶ 100)，4 ℃摇床孵育过夜，第 2 天

爬片经 PBS 浸洗 3 次 ×5 min 后，滴加抗小鼠 Cy3 结合荧光

素二抗 (1 ∶ 200) 避光孵育 2 h，PBS 浸洗 3 次 ×3 min，滴加

DAPI 避光孵育 5 min，PBS 浸洗 3 次 ×3 min，滴加抗荧光淬

灭封片剂在载玻片上，将爬片上有细胞的一侧盖向载玻片进

行封固，荧光显微镜下观察并拍照。随机选取 3 个 200 倍视

野拍照取图，用 Image J 进行阳性细胞比例分析。

1.4.3   原代神经细胞的氟暴露处理   根据前期预实验确定染

氟浓度，对照组含 0 mmol/L 氟化钠，低氟组含 0.5 mmol/L

氟化钠，高氟组含 1 mmol/L 氟化钠。培养至第 7 天的原代神

经细胞，使用含不同浓度氟化钠的神经元完全培养基进行全

量换液，37 ℃培养箱培养 24 h 作氟暴露处理。在神经元完全

培养基中加入 1 mg/mL 氟化钠溶液配置对应染氟浓度的培养

基，对照组 ( 加入正常神经元完全培养基 )，低氟组 (979 μL 

神经元完全培养基加 21 μL 1 mg/mL 的氟化钠溶液 )，高氟组

(958 μL 神经元完全培养基加 42 μL 1 mg/mL 的氟化钠溶液 )。

1.4.4   神经细胞钙转移通路及凋亡相关蛋白检测   取氟暴露

处理 24 h 的原代神经细胞，弃去培养基，使用 PBS 小心浸洗

2 次 ×3 min，加入 RIPA 冰上裂解细胞 20 min，收集裂解液至 

1.5 mL EP 管，4 ℃、12 500 r/min 离心 15 min，收集上清得到

总蛋白，加入 5×Loading Buffer 沸水浴 10 min 变性后 -20 ℃ 
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保存，蛋白上样后经 8% SDS-PAGE 电泳后转膜至 PVDF 膜 ( 电

泳 40 min，转印 25 min)，10% 脱脂牛奶室温封闭 2 h，TBST

浸洗 3 次 ×10 min，4 ℃摇床过夜孵育 VDAC1(1 ∶ 1 000)、

GRP75(1 ∶ 2 000)、IP3R(1 ∶ 500)、BAX(1 ∶ 2 000)、BCL-2  

(1 ∶ 1 000)、β-tublin(1 ∶ 10 000) 蛋白一抗，第 2 天 TBST 浸

洗条带 3 次 ×10 min，室温孵育二抗 ( 山羊抗兔 IgG、山羊抗

鼠 IgG，1 ∶ 25 000)1 h，TBST 浸洗条带 3 次 ×10 min，添加

曝光液进行显影，使用 Image J 进行灰度值统计，所得目的

条带灰度值 /β-tublin 灰度值得到目的蛋白相对表达量。

1.4.5   RT-PCR 检测 VDAC1、GRP75、IP3R mRNA 表达   取氟

暴露处理 24 h 的原代神经细胞，吸除培养基，使用 PBS 润

洗 2 次 ×3 min，每孔加入 500 μL Trizol 将细胞吹下，室温裂

解 2 min，加入 1/5 体积氯仿混匀，室温静置 3 min，转移裂

解液至 1.5 mL 离心管，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，转

移上层水相至新离心管后，加入等体积异丙醇，室温静置 

3 min，4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，小心吸除上清，加

入 1 mL DEPC 水配置的体积分数 75% 乙醇 ( 需预冷 )，4 ℃、

12 000 r/min 离心 10 min，吸除上清，离心管倒扣，风干 

5 min 后加入 50 μL DEPC 水溶解，测定浓度后按照试剂盒说

明进行反转录和 PCR 反应，采用 2-ΔΔCt
法统计 mRNA 表达量，

引物序列见表 1，反应体系见表 2。

加入 500 μL 探针工作液，37 ℃孵育 30 min，HBSS 清洗细胞

2 次，加入 500 μL HBSS 室温孵育 10 min 后共聚焦显微镜下

观察拍照。使用 Image J 对图像进行量化分析。

1.4.7   线粒体膜电位检测   氟暴露处理 24 h 后进行检测。

① JC-1 染色工作液配制：根据实验用量用超纯水将 5×JC-1

染色缓冲液稀释 5 倍后，再用 1×JC-1 染色缓冲液将 JC-1 染

色液稀释 200 倍，得到 JC-1 染色工作液。②染色：吸除培养

液，使用 PBS 小心洗涤细胞 1 次，加入 1 mL 神经元完全培

养基，加入 500 μL JC-1 染色工作液，充分混匀，37 ℃细胞

培养箱中孵育 20 min。③浸洗：孵育结束后，吸除染色液，

用 1×JC-1 染色缓冲液小心洗涤 2 次，加入 1 mL 神经元完全

培养基，荧光显微镜观察拍照。

1.4.8   TUNEL 染色法检测神经细胞凋亡   ①固定：氟暴露处

理 24 h 后，去除培养基，PBS 小心浸洗 2 次 ×3 min，40 g/L 

多聚甲醛溶液室温固定 20 min，去掉固定液，PBS 清洗 2 次 × 

3 min。②通透：使用 10 μg/mL 的 ProteinaseK 溶液室温孵育

5 min 进行通透，PBS 清洗 2 次 ×3 min。③平衡：在爬片上

滴加 50 μL Equilibration Buffer 覆盖细胞，室温孵育 10 min，

PBS 浸洗 3 次 ×5 min，浸洗后吸掉 PBS( 注意不要干片 )。

④配制标记工作液：此步骤在平衡孵育后 PBS 浸洗期间完

成，在冰上解冻 FITC-12-dUTP Labeling Mix 和 Equilibration 

Buffer 后，按照实验所需标记工作液体积将 Recombinant TdT 

enzyme ∶ FITC-12-dUTP Labeling Mix ∶ Equilibration Buffer= 

2 µL ∶ 5 µL ∶ 50 µL(2 ∶ 5 ∶ 50) 比例混合。⑤标记：在每

个爬片样本上滴加 57 μL TdT 标记工作液，放入湿盒，37 ℃

水浴避光孵育 1 h，注意不能干片 ( 标记开始之后的所有步骤

都要避光进行 )，PBS 浸洗 4 次 ×5 min。⑥染核：去除 PBS，

在每张爬片上滴加 100 μL DAPI 染液，室温染核 5 min，PBS

浸洗 3 次 ×5 min。取出爬片，用滤纸吸干爬片周围的液体，

滴加抗荧光淬灭封片剂在载玻片上后，将爬片上有细胞的一

侧盖向载玻片进行封固，荧光显微镜下观察并拍照。

1.4.9   流式细胞术检测神经细胞凋亡   氟暴露处理 24 h 后，

弃去细胞培养基，PBS 小心浸洗细胞 1 次，加入细胞消化酶

Acutase 酶 ( 该酶是检测试剂盒自带产品，消化效果较温和，

且不需要终止消化 ) 将原代神经细胞消化 3 min，1 000 r/min

离心 5 min，弃上清，PBS 重悬洗涤后再次离心，弃上清，

加入 500 μL 1×Bindding Buffer 重悬，将悬液转移到流式分析

管中，每管加入 5 μL AnnexinV-APC 和 7-AAD，单染管分别仅

加入 5 μL AnnexinV-APC 和仅加入 10 μL 7-AAD，轻微振荡混

匀后室温避光孵育 5 min，流式上机分析。

1.5   主要观察指标   氟暴露处理后原代神经细胞的镜下形态

改变，氟暴露引起的原代神经细胞线粒体 Ca2+
浓度、膜电

表 1 ｜ PCR 引物序列
Table 1 ｜ PCR primer sequences

基因 引物序列

VDAC1 Forward：5’-AAG AAC GTC AAT GCG GGT GG-3’ 
Reverse：5’-TCC GCT GTA CCT CTG AAA CG-3’ 

GRP75 Forward：5’-TGC CAT TCA AGG AGG TGT-3’ 
Reverse：5’-GTT TGT CCA TCA GCA GCA-3’ 

IP3R Forward：5’-ATG CCA GGA GGA AAT GCG AA-3’
Reverse：5’-CTC AGG GGT GGA CTT GGT TC-3’ 

GAPDH Forward：5’-GAC ATG CCG CCT GGA GAA AC-3’
Reverse：5’-AGC CCA GGA TGC CCT TTA GT-3’

表注：IP3R 为 1，4，5-三磷酸肌醇受体；VDAC1 为电压依赖性阴离子通道蛋白 1；
GRP75 为葡萄糖调节蛋白 75。

表 2 ｜ PCR 反应体系
Table 2 ｜ PCR reaction system

试剂 使用量 (μL) 终浓度

SYBR Primix Ex Taq Ⅱ   12.5 1×
PCR Forward Primer 1 0.4 μmol/L
PCR Forward Primer 1 0.4 μmol/L
反转录反应液 (cDNA) 2
无菌无酶水 8.5

总计 25

1.4.6   线粒体 Ca2+
浓度检测   氟暴露处理 24 h 后，吸除共聚

焦小皿中的培养基，使用 HBSS 浸洗细胞 2 次，按照探针推

荐加载浓度将 Rhod-2AM 配置为 4 μmol/L 工作液，每皿细胞
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位变化，细胞凋亡水平，原代神经细胞钙转运通路 VDAC1、

GRP75、IP3R 蛋白和凋亡相关蛋白 BAX/BCL-2 表达水平。

1.6   统计学分析   每个实验经过 3 次独立重复，数据以 x-±s

表示，应用 GraphPad Prism 10 进行数据统计分析，计量资料

采用配对 t 检验或单因素方差分析，P < 0.05 为差异有显著性

意义。文章统计学方法已经通过贵州医科大学生物统计学专家 

审核。

2   结果   Results 
2.1   原代神经细胞的形态   如图 1 所示，培养至第 7 天的神

经细胞状态良好，体积较大、胞体圆润，细胞质丰富，光晕

明显，细胞呈轻度聚集生长，细胞突起丰富，细胞之间相互

连接形成紧密网络。

2.2   原代神经细胞的鉴定结果   使用 NeuN 进行免疫荧光染

色鉴定，NeuN 是一种神经元特异性核蛋白，主要表达于成

熟的神经细胞核中，表达量与神经细胞数量呈正相关，可用

于定量分析神经细胞数目变化 (图 2所示，蓝色：DAPI，红色：

NeuN)。随机拍取 6 个 200 倍视野，使用 Image J 计算神经细

胞的纯度为 (95.00±2.31)%。

2.3   氟处理后神经细胞形态变化   如图 3 所示，氟暴露处理

24 h 后，于光学显微镜下观察神经细胞形态变化，可见对照

组神经细胞呈轻度聚集生长，状态良好，胞体饱满，圆润，

突起丰富，突起之间的连接较为紧密；与对照组比较，氟暴

露组神经细胞胞体出现肿胀、圆缩，细胞之间聚集生长程度

增加，细胞突起变短或缺失，细胞间突起连接减少；与低氟

组比较，高氟组细胞形态变化更明显，甚至部分细胞出现死

亡，细胞碎片增加。

2.4   染氟处理后线粒体 Ca2+
浓度变化   如图 4 所示，经线粒

体 Ca2+
指示剂 Rhod-2-AM 处理后，荧光显微镜下可见 Ca2+

广泛分布于神经细胞胞质及突起内，且随氟暴露浓度增加，

细胞内 Ca2+
荧光染色逐渐增强，高氟组线粒体 Ca2+

浓度明显

高于对照组和低氟组 (P < 0.05)。

2.5   染氟处理后线粒体膜电位变化   线粒体膜电位检测是一

种以 JC-1 为荧光探针，检测细胞、组织等膜电位变化的实

验方法，可用于早期的细胞凋亡检测，当线粒体膜电位较高

时，JC-1 可以在线粒体的基质中形成聚合物 (J-aggregates)，

产生红色荧光，当线粒体膜电位较低时，JC-1 不能聚集在线

粒体的基质中，以单体 (monomer) 形式存在，产生绿色荧

光。通过 JC-1 从红色荧光到绿色荧光的转变可以很容易地检

测到细胞膜电位的下降。如图 5 所示，氟暴露导致原代神经

细胞线粒体膜电位降低，且高氟组神经细胞膜电位下降最为 

明显。

2.6   染氟处理后神经细胞 VDAC1-GRP75-IP3R 通路和凋亡相关

蛋白 BAX/BCL-2 表达变化   如图 6 所示，与对照组相比，低

氟组和高氟组细胞 Ca2+
转运通道相关蛋白 VDAC1、GRP75、

IP3R 表达均明显升高 (P < 0.05)；与对照组相比，低氟组和高

氟组神经细胞 BAX/BCL-2 蛋白表达比值明显升高 (P < 0.05)，

且 BAX/BCL-2 随着氟处理浓度增加而增加 (P < 0.01)。

2.7   染氟处理后细胞凋亡水平变化   如图 7 所示，流式细胞

术结果显示氟暴露处理后，细胞凋亡水平明显上升，且高氟

组显著高于对照组和低氟组 (P < 0.01)；TUNEL 染色结果显示，

与对照组相比，氟暴露处理导致低氟组与高氟组凋亡神经细

胞数量增加 (P < 0.01)，且高氟组细胞凋亡数量明显高于低氟

组 (P < 0.01)。

3   讨论   Discussion
持续过量的氟暴露会造成神经细胞膜 NMDA 受体组成

亚单位的表达改变，导致细胞对 Ca2+
通透性增加，引起细

胞 Ca2+
内流超载，过量的 Ca2+

还可与钙调蛋白 (Calmodulin，

CaM)结合并激活CaM依赖性蛋白激酶 (Calmodulin-dependent 

kinaseⅡ，CaMKⅡ )，进一步造成神经细胞兴奋性毒性损害
[20]
。

储存于内质网钙库中的 Ca2+
可作为第二信使，通过内质网上

的 IP3R 释放后被线粒体摄取，进入线粒体的 Ca2+
参与三羧

酸循环和细胞凋亡等代谢过程
[21]
，因此，线粒体扮演了缓冲

内质网和胞质 Ca2+
的重要角色，同时线粒体的钙超载也会引

发一系列的级联反应
[22]
，但有关氟暴露后神经细胞内 Ca2+

在

内质网 -线粒体间的转运途径及影响还有待深入研究。

在 MAM 中，VDAC1-GRP75-IP3R 是 负 责 将 Ca2+
从 内

质网高效转运到线粒体的蛋白复合体
[19]
，研究发现，过表

达 VDAC1 可以增强内质网与线粒体之间的连接，进而增加

内质网到线粒体的 Ca2+
通量；沉默或敲低 VDAC1 则会导致

GRP75 和 IP3R1 之间的连接减少，显示内质网与线粒体相互

作用减少；在过表达 GRP75 的细胞中，发现了 IP3R1-VDAC1

相互作用位点的增加；沉默 IP3R1 或 GRP75 则会导致 VDAC1

和 GRP75 或 IP3R1 之间的连接作用减少，表明 3 种蛋白的连

接不仅可以进行内质网和线粒体之间的钙转运，还参与维持

MAMs 的结构
[23-25]

。该研究发现原代神经细胞在氟暴露 24 h 

后，低氟组与高氟组细胞内钙转移通道组成蛋白 VDAC1、

GRP75、IP3R 表达都有升高，同时荧光探针检测到线粒体

Ca2+
浓度增加，推测神经细胞氟暴露后，细胞线粒体 Ca2+

内

流的增加与 VDAC1-GRP75-IP3R 钙转移通路有关。

线粒体的 Ca2+
内流增加可能进一步引起线粒体 Ca2+

超

载，激活下游一系列相关通路，导致细胞发生进一步损伤。

线粒体外膜通透化是一种不可逆转地导致细胞死亡的决定性
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对照组 

低氟组 

高氟组

×100 ×200

事件
[26]
，当线粒体受到外部刺激或内部损伤如氧化应激、

DNA 损伤、Ca2+
失衡、线粒体膜电位降低时都有可能会导致

线粒体外膜通透性发生改变，细胞色素 C 从线粒体膜间隙释

放到胞质，激活凋亡相关的蛋白酶 ( 胱天蛋白酶 ) 级联反应，

引起细胞凋亡
[27-30]

。

线粒体外膜通透化的不可逆转性使其本身受到严格的调

控，主要由 BCL-2 蛋白家族成员调控
[31]
，该家族可细分为促

凋亡效应蛋白 (BAX 和 BAK)、促凋亡 BH3 特异性蛋白 (Bid、

图 1 ｜培养至第 7 天的原代神经细胞形态 (A：×100，B：×200)
Figure 1 ｜ Primary neuronal morphology from culture to day 7 (A: ×100, B: 
×200)

图 2 ｜原代神经细胞核特异抗体 NeuN 的免疫荧光鉴定 (A：×100，B：
×200)
Figure 2 ｜ Immunofluorescence identification of nuclear-specific antibody 
Neun in primary neuronal cells (A: ×100, B: ×200)

图 3 ｜氟化钠处理 24 h 后各组神经细胞的形态变化

Figure 3 ｜ Morphological changes of neuronal cells in each group after 24 
hours of sodium fluoride treatment

图 4 ｜氟化钠处理 24 h 后各组

神经细胞的线粒体 Ca2+
浓度变

化 ( 共聚焦显微镜，×1 000)
Figure 4 ｜ Mitochondrial Ca2+ 
concentration changes in nerve 
cells of each group after 24 hours 
of sodium fluoride treatment 
(confocal microscopy, ×1 000)
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BIK、BAD 等 ) 和抗凋亡 BCL-2 蛋白 (BCL-2、BCL-xL、BCL-B 等 )，

其中，活化的 BAX 或 BAK 蛋白是线粒体外膜通透化所必需的。

多数情况下，BAX 或 BAK 的激活是与 BH3 特异性蛋白家族成

员直接相互作用后发生构象改变，并在线粒体外膜寡聚化完

成的
[32]
，BAX 或 BAK 形成寡聚体后使线粒体外膜通透，细胞

色素 C 释放，进一步引起细胞凋亡，其可能机制是通过诱导

脂膜成孔间接实现，也可能是本身直接形成孔道，目前尚不

清楚
[33-35]

。抗凋亡的 BCL-2 蛋白可以通过竞争性结合 BH3 特

异性蛋白或直接结合活化的 BAX 或 BAK 来抵消两者的活性，
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Figure 5 ｜ Mitochondrial 
membrane potential of nerve cells in 
each group after 24 hours of sodium 
fluoride treatment (×400)
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通道 (L-type calcium channel，LTCC) 的持续开放导致细胞钙超

载，CaM 蛋白表达显著增加和 CAMK Ⅱ蛋白表达下调，以及

凋亡相关蛋白 BAX/BCL-2 比值显著升高诱导了肾细胞的凋亡，

当细胞 Ca2+
内流增加时，Ca2+

会结合到 CaM 上，形成 Ca2+-

CaM 复合物并激活 CAMK Ⅱ，从而向下游传递信号，Ca2+-

CaM-CAMK Ⅱ路径相关蛋白的表达异常，可能导致 Ca2+
信号

的转导异常，发生细胞 Ca2+
超载和细胞毒性，从而诱导细胞

的凋亡。ZHANG 等
[39]

研究发现氟暴露原代星形胶质细胞表

面的 NMDA 受体调节亚基表达上调，NMDA 受体过度激活、

细胞对 Ca2+
通透性增强和细胞 Ca2+

内流增加可能是引起细胞

Ca2+
超载的始动因素，钙超载同样导致了细胞凋亡水平的升

高，线粒体 Ca2+
浓度也有升高。SHAO 等

[38]
和 ZHANG 等

[39]

研究所侧重的钙信号转导通路有所不同，在研究中使用相关

钙信号转导通路抑制剂后，都能够降低细胞钙超载水平，缓

图注：IP3R 为 1，4，5- 三磷酸肌醇受体；VDAC1 为电压依赖性阴离子

通道蛋白 1；GRP75 为葡萄糖调节蛋白 75。
图 6 ｜氟化钠处理 24 h 后各组神经细胞钙转通道蛋白、mRNA 表达和凋

亡相关蛋白表达变化

Figure 6 ｜ Changes in calcium transduction channel protein, mRNA 
expression and apoptosis-related protein expression in nerve cells of each 
group after 24 hours of sodium fluoride treatment

图注：图 A，B 为流式细胞术检测细胞凋亡水平；C，D 为 TUNEL 染色检

测细胞凋亡水平 (×400)。
图 7 ｜氟化钠处理 24 h 后各组神经细胞凋亡水平变化

Figure 7 ｜ Changes in apoptosis level of nerve cells in each group after 24 
hours of sodium fluoride treatment
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阻止线粒体外膜通透化和凋亡的发生，因此，BAX/BCL-2 表

达比值一定程度上代表了凋亡发生的水平
[36-37]

。

SHAO 等
[38]

研究发现，实验性氟中毒小鼠肾细胞 L 型钙
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解细胞凋亡损伤，表明实验性氟中毒引起的 Ca2+
超载或许与

细胞凋亡损伤有一定联系，但都没有具体阐明 Ca2+
内流入细

胞以后，在胞内各钙库以及钙信号转导通路之间如何流动，

以及钙超载引起细胞凋亡水平上升的可能机制。

目前，研究线粒体外膜通透化中 BAX 和 BAK 诱导线粒体

外膜成孔的相关机制，能够为药物开发、细胞应激、神经退行

性疾病和癌症研究提供新的策略和思路
[40-43]

，SHIMIZU 等
[44-45] 

研究发现，BAX 与 VDAC1 可以形成一个大的多聚体通道，允

许蛋白质通过人工膜释放，介导细胞色素 C 等相关凋亡蛋白

的释放，引起细胞凋亡。TAJEDDINE 等
[46]

发现在使用 VADC1

化学抑制剂后，能够拮抗顺铂引起的细胞凋亡和 BAX 及其

下游 Caspase-3 的激活，而使用 BH3 蛋白模拟物激活 BAX 后

可恢复 VDAC1 缺失细胞对 CDDP 诱导凋亡的敏感性，表明 

VDAC1 可作为 BAX( 不含 BAK) 的激活剂，参与下游凋亡信号

的传递，诱导细胞凋亡。该实验观察到，氟暴露原代神经

细胞的正常结构受损，神经细胞钙转运通道 VDAC1-GRP75-

IP3R 组成蛋白表达上调，线粒体 Ca2+
内流增加；线粒体膜电

位检测实验显示氟暴露降低了神经细胞线粒体膜电位，这是

早期凋亡发生的标志，BAX/BCL-2 蛋白比值显著升高，同时

TUNEL 染色和流式细胞术检测验证了氟暴露导致神经细胞凋

亡水平上升，提示 VDAC1-GRP75-IP3R 钙通道可能介导了氟

暴露引起的神经细胞线粒体 Ca2+
内流超载，导致线粒体损伤，

并诱发细胞凋亡的过程。作者推测，VADC1 蛋白在细胞 Ca2+

超载进程中除了参与介导 Ca2+
向线粒体内外膜间隙的流动之

外，或许还存在与 BAX 的相互作用，一系列的相关信号传递

与蛋白互作，最终导致了氟暴露引起的原代神经细胞损伤，

在后续研究中更多关注于 BAX 和 VDAC1 的相互作用及其详

细机制，或许能为进一步探索氟暴露神经细胞 Ca2+
超载和凋

亡损伤的具体机制提供新的思路和方法。

综上所述，氟暴露可引起原代神经细胞结构受损，钙转

运通路 VDAC1-GRP75-IP3R 组成蛋白表达增加，线粒体 Ca2+

内流超载和损伤，细胞凋亡水平上升。
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