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慢性乙醇中毒损伤神经元后线粒体膜电位的影响 
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摘要：探讨慢性乙醇中毒损伤神经元后线粒体膜电位的影响。方法 研究选择了 PC12 细胞(神经细胞株)为实验目标，将实验分为正常对照组，

乙醇损伤组：培养液中加入无水乙醇，浓度分别为 0.5g/L、1.5g/L、3.0g/L，对照组加入等量的 PBS 溶液。通过线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）

染色步骤，观察荧光倒置显微镜下第 24h、4d、7d 荧光强度，并计算各处理组的平均红绿荧光强度的比值，以此来代表 PC12 细胞株的线粒

体膜电位水平。结果 与对照组相比，乙醇组作用第 24h、4d、7d 后，海 PC12 细胞株的线粒体膜电位均降低（P<0.05）。与乙醇组（0.5g/L）

相比，乙醇组（1.5g/L）作用 24h、4d、7d 后，线粒体膜电位降低（P<0.05），而乙醇组（3.0g/L），线粒体膜电位均升高（P<0.05）。结论 在

乙醇作用后，PC12 细胞株内线粒体膜电位降低，结果提示乙醇可通过此种机制导致 PC12 细胞发生损伤。 
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乙醇可以对人体的多个系统造成损伤，就中枢神经系统而言，

它可以改变神经元的活性和功能，导致一系列的行为变化[1]。长期

饮酒会对大脑神经系统产生严重损害，甚至造成死亡，在乙醇依赖

和死亡率对治疗的影响中提到，对于乙醇依赖患者，会对其他因素

造成的疾病的治疗也有一定影响[2]。研究表明[3]，急性乙醇中毒会

抑制中枢神经系统，造成中枢神经系统功能紊乱，临床表现为意识

异常和行为异常，严重者可造成多器官衰竭，也是多种神经精神疾

病的病因及诱因，如乙醇性震颤、多发性神经病变、阿尔茨海默症

及帕金森氏症等等[4]。由此可见，乙醇可以对神经元外部形态的变

化与超微结构的改变息息相关。因此，本课题组以观察细胞线粒体

膜电位的变化，检测早期细胞凋亡情况。以期从亚细胞层面研究乙

醇对神经元的影响，为进一步探究乙醇对中枢神经系统造成的损伤

及其机制提供一定的理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 主要试剂及材料 

PC12 细胞（神经细胞株）；儿茶素；乙醇；RPMI-1640 培养基； 

PBS 溶液；优级胎牛血清；线粒体膜电位检测试剂盒（JC-1）；倒

置相差显微镜。 

1.2 方法 

1.2.1 乙醇处理及分组 

1.2.1 PC12 细胞处理及分组 

准备 RPMI-1640 培养基；优质胎牛血清。培养条件要求：气

相：空气，95%；二氧化碳，5%。温度：37 摄氏度，培养箱湿度

为 70%-80%。冻存液：90%血清，10%DMSO，现用现配。实验分

为正常对照组，乙醇损伤组：培养液中加入无水乙醇，浓度分别为 

0.5g/L、1.5g/L、3.0g/L，对照组加入等量的 PBS 溶液。 

1.2.2  JC-1 染色工作液的配制 

取适量的 JC-1，按照每 50µL JC-1 加入 8mL 超纯水的比例

稀释 JC-1，剧烈震荡充分溶解并混匀 JC-1。然后再加入 2mL JC-1 

染色缓冲液，混匀后即为 JC-1 染色工作液。实验前根据此比例配

制适量的 JC-1 染色工作液备用。JC-1 孵育：经 PBS 溶液、不同

浓度乙醇作用不同时间后，取出培养 PC12 细胞株的 24 孔板。弃

掉培养液，用预热的 PBS 溶液清洗 3 遍，每遍 3min，注意动作

轻柔。然后每孔加入 600µL 的培养液，培养液中可以含有血清和

酚红，继续加入 600µL 的 JC-1 染色工作液，充分混匀。于培养

箱中孵育 20min。JC-1 染色缓冲液的配制：在孵育期间，按照每 

1mL JC-1 染色缓冲液加入 4mL 无菌水的比例，配制适量的 JC-1 

染色缓冲液，冰浴备用。 

1.3 检测 PC12 细胞线粒体膜电位情况 

荧光倒置显微镜下拍照，每孔随机选取 15 个区域，每个区域

得到红色荧光和绿色荧光两张图片。用 Image-J 软件计算平均红、

绿荧光强度值，平均荧光强度的计算方法为荧光强度/面积，计算第

24h、4d、7d 荧光强度，计算各处理组的平均红绿荧光强度的比值，

代表 PC12 细胞线粒体膜电位。 

1.4 统计分析 

正态分布计量资料以均值±标准差（x±s）表示。采用单因素

方差分析进行多组间比较，所有数据均采用 SPSS 23.0 统计软件进

行统计学分析，以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。图片处理选用

Image-J 软件。 

2 结果 

2.1 乙醇作用下 PC12 细胞株线粒体膜电位情况 

与对照组相比，乙醇组作用第 24h、4d、7d 后，PC12 细胞株

的线粒体膜电位均降低（P<0.05）。与乙醇组（0.5g/L）相比，乙醇

组（1.5g/L）作用 24h、4d、7d 后，线粒体膜电位降低（P<0.05），

而乙醇组（3.0g/L），线粒体膜电位均升高（P<0.05）。详见表 1、图

1。 

表 1  乙醇作用下 PC12 细胞株线粒体膜电位比较 

组别       浓度（g/L）     24h         4d            7d 

正常对照组     -       0.789±0.047  0.865±0.053  0.854±0.061 

乙醇处理组     0.5      0.498±0.105  0.514±0.129  0.562±0.144 

1.5        0.425±0.052  0.480±0.094  0.415±0.005 

3.0        0.501±0.090  0.625±0.158  0.715±0.172 

 
图 1  乙醇作用不同时间 PC12 细胞株线粒体膜电位变化 

3 讨论 

乙醇所导致的中枢神经系统损伤及其临床症状与神经元内部
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亚细胞结构的改变关系密切。乙醇作用后，神经细胞数量减少，神

经元内线粒体肿胀破裂，内嵴粒脱落，内嵴断裂、消失，呈空泡化，

高尔基体压实，细胞核染色质在核膜周边凝集[5]。对于神经细胞特

有的结构——突触来说，其数量明显减少，超微结构也发生改变，

突触小泡数量减少，突触间隙变窄，甚至模糊不清[6]。除此之外，

神经元内的其他超微结构也发生了一定变化，包括内质网、高尔基

体、溶酶体等[7]。由此可见，在乙醇对中枢神经系统造成可观察到

的形态学改变及临床症状之前，神经元内部的亚细胞结构就已经发

生了改变，这些亚细胞结构相互作用，引起氧化应激、炎症反应等

病理过程，导致中枢神经系统形态受损，功能障碍。 

从乙醇在体内的代谢过程来看。首先，在乙醇脱氢酶和微粒体

乙醇氧化系统的作用下，将乙醇氧化成乙醛；其次，由乙醛脱氢酶

介导，在线粒体内，将乙醛氧化成乙酸[8]；最后，乙酸在线粒体内

参与到柠檬酸循环中，将其彻底代谢成 ATP、二氧化碳和水，体内

相关酶的含量直接影响着乙醇的代谢，具有种族、个体等差异[9]。

由此可见，乙醇所导致的神经损伤与线粒体息息相关。线粒体可以

为细胞活动提供能量，除此之外，它还参与多种生理过程的调节，

包括细胞增殖与分化、细胞凋亡、氧化应激反应、脂质代谢、钙稳

态和信号通路的维持等[10]。对于神经细胞来说，因其具有长的轴

突和树突等特殊结构，线粒体对其生长发育的作用及影响就更为显

著，尤其是在能量需求很大的轴突远端，线粒体对多个生理过程的

正常运转至关重要，包括突触的组装、动作电位的产生、突触囊泡

的转运和循环等。线粒体呈囊状结构，由双层生物膜包裹，形成外

膜、膜间隙、内膜和基质四个部分[11]。线粒体膜间隙是外膜和内

膜之间的空隙，其中充满无定形液体，由于外膜含有孔蛋白，通透

性较高，而线粒体内膜通透性较低，使得膜间隙内容物的组成和微

环境与细胞质基质十分相似，含有许多生化反应底物、可溶性酶和

辅因子等，比如细胞色素 C、Caspase 酶原、腺苷酸激酶和凋亡诱

导因子，这些物质与呼吸作用、细胞凋亡等过程息息相关。线粒体

膜电位的形成与线粒体结构密切相关[12]。质子泵位于线粒体内膜

中，可将线粒体基质中产生的质子泵入膜间隙，在线粒体内膜两侧

形成质子浓度梯度，结果是膜间隙中有大量的正电荷，而线粒体基

质中产生大量的负电荷，使内膜两侧形成电位差，从而形成横跨线

粒体内膜的跨膜电位，简称为线粒体膜电位[13]。本文研究表明，

与对照组相比，乙醇组作用第 24h、4d、7d 后，PC12 细胞株的线

粒体膜电位均降低（P<0.05）。与乙醇组（0.5g/L）相比，乙醇组

（1.5g/L）作用 24h、4d、7d 后，线粒体膜电位降低（P<0.05），而

乙醇组（3.0g/L），线粒体膜电位均升高（P<0.05）。 

综上所述，正常的线粒体膜电位是维持线粒体及细胞机制正常

运转、功能正常发挥的前提，与细胞凋亡过程息息相关，凋亡是由

基因控制的细胞内部发生的自主的程序性死亡，而线粒体膜电位下

降正是细胞凋亡早期的一个事件。在乙醇作用后，海马神经元内线

粒体膜电位降低，该指标与细胞凋亡关系密切，也从侧面说明乙醇

会导致细胞损伤的发生。 
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