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（犚）?犚狅狊犮狅狏犻狋犻狀犲诱导犎犲犾犪细胞凋亡的分子机制

张均平１，２，刘会杰１，２，杨洋１，２，许瑞安１，２
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摘要：　以 Ｈｅｌａ细胞为模型，探讨细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞凋亡诱导的

可能途径，进一步了解其诱导肿瘤细胞凋亡的分子机制．结果显示：（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ明显抑制 Ｈｅｌａ细胞的增

殖，在１７．５～１４０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１浓度作用１２，２４，４８ｈ后，Ｈｅｌａ细胞的增殖抑制率分别为８．４８％～３３．７６％，

２５．１９％～８６．４１％和４７．９０％～８８．０８％；典型凋亡的ＤＮＡｌａｄｄｅｒ被诱导，且凋亡率随药物浓度的增加而升

高；经半胱天冬酶?３（ｃａｓｐａｓｅ?３）特异性抑制剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ或半胱天冬酶泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ处理后，

（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞凋亡的诱导被抑制约２０％，说明半胱天冬酶依赖的途径参与了（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

对 Ｈｅｌａ细胞凋亡的诱导；（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导凋亡诱导因子（ＡＩＦ）从线粒体释放细胞核中，且 Ａｃ?ＤＥＶＤ?

ＣＨＯ和Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ没有抑制ＡＩＦ的释放，这意味着（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ能够诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡，其机制是通

过ｃａｓｐａｓｅ与非ｃａｓｐａｓｅ依赖两种途径．

关键词：　（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ；细胞周期蛋白依赖性激酶；细胞凋亡；凋亡诱导因子；半胱天冬酶
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（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ是一个２，６，９?三元取代的嘌呤类似物，选择性抑制ＣＤＫ２／ｃｙｃｌｉｎＡ，ＣＤＫ２／ｃｙｃｌｉｎ

Ｂ，ＣＤＫ２／ｃｙｃｌｉｎＥ和ＣＤＫ５／ｐ３５
［１］．其对肿瘤细胞的毒性具有广谱性，能抑制多种肿瘤细胞如乳腺癌、

前列腺癌、肺癌等的增殖，使细胞周期停滞于各个时期，但对正常细胞的毒性却很小［２?４］．（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉ

ｔｉｎｅ诱导细胞凋亡机制复杂，与细胞类型、细胞的分子遗传背景及细胞所处的周期时相有关．（犚）?

ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ可以通过独立于ｐ５３凋亡途径诱导Ｌ１２１０，Ｂｙ?２和Ｂ?ＣＣＬ细胞死亡
［５?７］，也可以抑制ＲＮＡ

合成，再通过ｐ５３凋亡途径诱导成纤维细胞凋亡，但这两种方式都依赖半胱天冬酶?３（ｃａｓｐａｓｅ?３）的激

活［８］．Ｇａｏ等
［９］用泛ｃａｓｐａｓｅ抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ和ｃａｓｐａｓｅ?３特异性抑制剂Ｚ?ＤＥＶＤ?ＦＭＫ处理ＰＣ?

１２细胞后，发现由（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ所诱导的ＰＣ?１２细胞死亡仅部分被阻断，这说明还可能存在非

ｃａｓｐａｓｅ依赖途径参与（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对细胞凋亡的诱导．凋亡诱导因子（ＡＩＦ）是线粒体内膜间隙中的

一种水溶性蛋白质，其介导的细胞凋亡途径不依赖ｃａｓｐａｓｅ家族效应因子的激活
［１０］．（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

对肿瘤细胞凋亡的诱导作用是否也经过了ＡＩＦ途径尚不清楚．本实验主要研究细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制剂（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对人宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞凋亡的影响．

１　材料与方法

１．１　实验材料

人宫颈癌细胞株 Ｈｅｌａ，购自中国科学院上海生命科学院细胞库，用含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ?１６４０

培养基，在３７℃，５％的ＣＯ２，饱和湿度的恒温培养箱中培养，１～２ｄ换液１次，约８０％满瓶时传代．

１．２　主要试剂

（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ，纯度≥９８％，ＨＰＬＣ级，美国Ｓｉｇｍａ公司；用 ＤＭＳＯ溶解（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ，母液
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质量浓度为１０．０ｍｇ·ｍＬ
－１，－２０℃保存备用；ＲＰＭＩ?１６４０培养基，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；小牛血清，

美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ），ＤＭＳＯ，碘化丙啶（ＰＩ），美国Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ?

ＦＩＴＣ／ＰＩＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ，德国 Ｍｅｒｃｋ公司；细胞凋亡阳性对照试剂盒，凋亡细胞ＤＮＡＬａｄ

ｄｅｒ检测试剂盒，细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒，ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ，ｃａｓｐａｓｅ?３抑制

剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ，兔抗人ＡＩＦ抗体，兔抗人ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ抗体，小鼠抗人Ａｃｔｉｎ抗体，ＨＲＰ标记的羊

抗兔二抗和羊抗小鼠二抗，均来自上海碧云天生物技术研究所．

１．３　犕犜犜法

将８．０×１０３ 个Ｈｅｌａ细胞接种于９６孔板中，培养１２ｈ后加入不同浓度的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶液，

使药物终浓度分别为０，１７．５，３５．０，７０．０和１４０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１，同时设有空白对照组和０．５％的ＤＭ

ＳＯ处理组，每组６个复孔．继续培养６，１２，２４和４８ｈ后检测细胞增殖情况．每孔加入１０μＬ，５ｍｇ·

ｍＬ－１的 ＭＴＴ溶液，在培养箱内继续孵育４ｈ后，弃上清液，每孔加入１５０μＬ的ＤＭＳＯ，室温下震荡

１０ｍｉｎ，待紫色结晶完全溶解后，以６３０ｎｍ作为参比波长，用酶标仪测定５５０ｎｍ波长吸光度（犇）．增

殖抑制率η＝［１－犇ｅｘｐ／犇ｃ］×１００％，计算细胞增殖抑制率为５０％时的药物浓度（ＩＣ５０值），实验重复３

次．其中：犇ｅｘｐ，犇ｃ分别为实验组和对照组的吸光度值．

１．４　倒置显微镜

将１．０×１０５ 个Ｈｅｌａ细胞接种于２４孔板中，培养１２ｈ后，分别加入（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶液，药物终浓

度为７０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１，孵育２４ｈ后在光镜下观察细胞形态变化．

１．５　碘化丙啶染色流式细胞术

将２．０×１０５ 个Ｈｅｌａ细胞接种于６孔板中，培养１２ｈ后，加入不同浓度的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶液，

作用２４ｈ后，收集细胞．经ＰＢＳ洗涤后，用７５％预冷乙醇４℃固定１８ｈ；ＰＢＳ洗涤３次，调整细胞浓度

为１．０×１０６个·ｍＬ－１，将细胞重悬于５００μＬ含有４０μｇ·ｍＬ
－１ＲＮａｓｅＡ的ＰＢＳ中，于３７℃水浴中

消化ＲＮＡ３０ｍｉｎ．加入ＰＩ（碘化丙啶）使其质量浓度达到１０μｇ·ｍＬ
－１，室温避光染色３０ｍｉｎ后上流

式细胞仪测定，每个样品检测２００００个细胞．在激发波长４８８ｎｍ时，统计发射光波长在６２０ｎｍ以上的

细胞，利用ＣＥＬＬＱｕｅｓｔ软件分析凋亡细胞（亚二倍体细胞），凋亡率数据以珚狓±ＳＤ表示，实验重复３

次．

１．６　琼脂糖凝胶电泳

用不同浓度的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理 Ｈｅｌａ细胞２４ｈ后，收集细胞，调整每组细胞数量为２．０×１０
６

个，进行ＤＮＡ提取，具体操作按ＤＮＡＬａｄｄｅｒ检测试剂盒说明书．在１％的琼脂糖凝胶，５０Ｖ下电泳

１ｈ，利用凝胶成像分析仪观察并记录结果．

１．７　犃狀狀犲狓犻狀Ⅴ?犉犐犜犆／犘犐双染流式细胞术

用Ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ （１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）或Ｃａｓｐａｓｅ?３特异性抑制剂 Ａｃ?ＤＥＶＤ?

ＣＨＯ（１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）预处理Ｈｅｌａ细胞１ｈ，再加入终浓度为７０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶

液，继续孵育２４ｈ，用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ?ＦＩＴＣ／ＰＩ染色?流式细胞仪检测细胞凋亡．具体操作见ＡｎｎｅｘｉｎⅤ?

ＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明书．每个样品检测２００００个细胞，实验重复３次．其中：ＡｎｎｅｘｉｎⅤ?／ＰＩ?为活细

胞，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ?细胞为早期凋亡细胞，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ＋／ＰＩ＋为凋亡晚期细胞，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ?／ＰＩ＋

为死亡细胞．

１．８　蛋白质印迹

Ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ（１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）预处理 Ｈｅｌａ细胞１ｈ，再加入终浓度为７０．０

μｍｏｌ·Ｌ
－１的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶液，继续孵育２４ｈ，收集细胞．用单去污剂裂解液（２．５ｍＬ，１ｍｏｌ·Ｌ

－１

的Ｔｒｉｓ·ＨＣｌ，ｐＨ＝８．０；０．４３８ｇ的ＮａＣｌ；０．５ｍＬ的ＴｒｉｔｏｎＸ?１００；加含ＰＭＳＦ蒸馏水至５０ｍＬ）裂

解细胞，抽提细胞总蛋白；按细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒操作说明抽提细胞核蛋白和细胞质

蛋白．ＢＣＡ法定量后进行ＳＤＳ?ＰＡＧＥ电泳，分离后的蛋白质转移至硝酸纤维素滤膜，５０ｇ·Ｌ
－１脱脂

奶粉室温封闭２ｈ，加入１∶１０００稀释的兔抗人ＡＩＦ抗体，４℃孵育过夜．加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔

ＩｇＧ（１∶５００），室温孵育２ｈ，洗涤后用ＥＣＬ显色液显色，凝胶电泳分析系统拍照，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ

软件分析结果，以ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ与β?Ａｃｔｉｎ分别作为细胞核与细胞质的内参照．

３２４第４期　　　　　　　　　　张均平，等：（犚）?Ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡的分子机制



２　结果与讨论

２．１　（犚）?狉狅狊犮狅狏犻狋犻狀犲抑制犎犲犾犪细胞的增殖

（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理Ｈｅｌａ细胞６，１２，２４和４８ｈ后，ＨｅＬａ细胞的增殖能力随着（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

图１　（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

ｏｎＨｅｌａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

浓度的增加及作用时间的延长而降低，如图１所示．从

图１可知：作用时间为６ｈ时，不同浓度（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

溶液对 Ｈｅｌａ细胞活性没有明显影响；作用时间为１２～

２４ｈ时，ＨｅＬａ细胞活性明显下降且呈时间、剂量依赖

效应；作用时间延长至４８ｈ时，浓度为３５．０，７０．０，

１４０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１的（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ溶液对 Ｈｅｌａ细胞

的增殖抑制作用（６４．３３％，８２．６３％，８８．０８％）与２４ｈ

（６０．９４％，７９．７４％，８６．４１％）时并没有明显区别（犘＞

０．０５）．此外，２４ｈ时的半抑制率（ＩＣ５０）为３０．７７μｍｏｌ·

Ｌ－１．结果表明：（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ能明显抑制 Ｈｅｌａ细胞

的增殖，且呈剂量、时间依赖效应；当作用时间达到２４

ｈ，再延长药物作用时间也不能明显增加药物效果．

２．２　（犚）?狉狅狊犮狅狏犻狋犻狀犲诱导犎犲犾犪细胞凋亡

通过倒置显微镜观察观察不同浓度（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞形态的影响，结果如图２所示．从

图２可知：对照组 Ｈｅｌａ细胞活性高，生长均匀，形状规则呈梭形，贴壁牢固，相邻细胞生长融合成片；

０．５％的ＤＭＳＯ组与对照组比较，细胞形态无明显区别；（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理组细胞数量减少，体积缩

小变圆，细胞间连接消失，细胞由贴壁逐渐脱落，且随着药物浓度的增加，这种变化趋势越明显．这意

味着细胞发生了凋亡的形态学变化．

　　（ａ）对照组　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）０．５％的ＤＭＳＯ组

　（ｃ）３５．０μｍｏｌ·Ｌ
－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理组　　　　 　（ｄ）７０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理组

图２　不同浓度（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞形态的影响

Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ
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图３　（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对

Ｈｅｌａ细胞晚期凋亡的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｏｎ

ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓ

细胞凋亡晚期时，ＤＮＡ会被核酸酶在核小体连接处切

断，产生约１８０～２００ｂｐ或者其整数倍大小的ＤＮＡ片断，

琼脂糖凝胶电泳时呈现有规则的梯形条带，这是细胞凋亡的

最典型特征，也是区分凋亡和坏死的重要标志［１１］．（犚）?ｒｏｓｃｏ

ｖｉｔｉｎｅ对Ｈｅｌａ细胞晚期凋亡的影响，如图３所示．

从图３可知：对照组只有一条ＤＮＡｌａｄｄｅｒ，而（犚）?ｒｏｓｃｏ

ｖｉｔｉｎｅ（１７．５～７０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）处理组，可见多条明显的

ＤＮＡｌａｄｄｅｒ，且随着药物浓度增加，条带越趋明显，这与流

式细胞仪检测结果一致（图４），说明（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导Ｈｅｌａ

细胞凋亡呈剂量依赖效应．

２．４　（犚）?狉狅狊犮狅狏犻狋犻狀犲经犮犪狊狆犪狊犲与非犮犪狊狆犪狊犲依赖途径诱导

犎犲犾犪细胞凋亡

利用 ＭＴＴ法研究不同ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

诱导Ｈｅｌａ细胞增殖的影响，结果如图５所示．图５中：横坐标ａ～ｈ分别代表对照组，Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ

（１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１），Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ（１００．０μｍｏｌ·Ｌ

－１），（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（７０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１），（犚）?

ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（７０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）＋Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ（５０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１），（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（７０．０μｍｏｌ·

Ｌ－１）＋Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ（１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１），（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（７０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１）＋Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ（５０．０

μｍｏｌ·Ｌ
－１），（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（７０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１）＋Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ（１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）．

　　　　　　　　（ａ）对照组　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）１７．５μｍｏｌ·Ｌ
－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

　　　　　（ｃ）３５．０μｍｏｌ·Ｌ
－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ　　　　　　　　（ｄ）７０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

图４　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测细胞晚期凋亡

Ｆｉｇ．４　ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｌａｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｂｙＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｓｓａｙ

　　从图５可知：１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１ｃａｓｐａｓｅ?３抑制剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ和１００．０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｃａｓｐａｓｅ泛抑

制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ对 Ｈｅｌａ细胞的生长没有影响；７０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ作用细胞２４ｈ后，

能显著抑制Ｈｅｌａ细胞的增殖能力（犘＜０．０１），而当 Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ和Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ存在时，（犚）?

ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对Ｈｅｌａ细胞生长的抑制作用减弱．说明，这两种抑制剂部分阻止了（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ

５２４第４期　　　　　　　　　　张均平，等：（犚）?Ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡的分子机制



的增殖抑制作用．

图５　不同ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

诱导 Ｈｅｌａ细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｓｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｉｎＨｅｌａｃｅｌｌｓ

在细胞凋亡早期，磷脂酰丝氨酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌ

ｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ）可从细胞膜的内侧翻转到细胞膜的表

面，暴露在细胞外环境中．ＡｎｎｅｘｉｎⅤ是一种分子量

为３５～３６ｋＤ的Ｃａ
２＋依赖性磷脂结合蛋白，能与磷

脂酰丝氨酸高亲和力特异性结合．碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄ

ｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）是一种核酸染料，它不能透过完整

的细胞膜，但在细胞凋亡中晚期的细胞和死细胞，

ＰＩ能够透过细胞膜而使细胞核染成红色．将Ａｎｎｅｘ

ｉｎⅤ进行荧光素（ＦＩＴＣ）标记，以标记了的Ａｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ?ＦＩＴＣ作为荧光探针与ＰＩ匹配使用，利用流式细

胞仪可检测早期凋亡、晚期凋亡及死细胞．

采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ?ＦＩＴＣ／ＰＩ 双 染 检 测 不 同

ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞凋亡

的影响，结果如图６所示．图６中：（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

及抑制剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ，Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ浓度分别

为７０．０，１００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１．从图６可知：与单独（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理组比较，当ｃａｓｐａｓｅ?３特异性抑制

剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ或ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ存在时，Ｈｅｌａ细胞早期凋亡率从２７．１９％下降

到２３．２３％和１９．２２％；晚期凋亡率从２４．２４％下降到１１．５０％和１１．９２％．这表明（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导

Ｈｅｌａ细胞凋亡部分依赖ｃａｓｐａｓｅ的活性，还有非ｃａｓｐａｓｅ依赖途径也参与了细胞凋亡．

　　　　（ａ）对照组　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

　　　（ｃ）（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ＋Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ　　　　　　　　　（ｄ）（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ＋Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ

图６　不同ｃａｓｐａｓｅ抑制剂对（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ对 Ｈｅｌａ细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．６　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｓｐａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ

采用蛋白印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测凋亡诱导因子（ＡＩＦ）在不同细胞器中的表达，如图７所示．

从图７可知：在ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ处理前后，（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ都诱导了 Ｈｅｌａ细胞线粒体
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中的ＡＩＦ经细胞浆转位到细胞核中，并且细胞核中ＡＩＦ表达量没有明显变化，说明ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂

Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ没有抑制ＡＩＦ从线粒体中的释放．

此外，通过蛋白印迹检测了ｃａｓｐａｓｅ?３的活性，如图８所示．由图８可知：当（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ处理

Ｈｅｌａ细胞时，ｃａｓｐａｓｅ?３被切割，产生了活化的ｃａｓｐａｓｅ?３．结果表明：（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ经ｃａｓｐａｓｅ与非

ｃａｓｐａｓｅ依赖的ＡＩＦ途径诱导Ｈｅｌａ细胞凋亡．

图７　蛋白印迹检测（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ　　　　　图８　蛋白印迹检测（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ　　　

诱导ＡＩＦ蛋白的释放　　　　　　　　　　　　诱导ｃａｓｐａｓｅ?３的切割　　　

　Ｆｉｇ．７　ＡＩＦｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌｅａｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙ　　　　　Ｆｉｇ．８　Ｃａｓｐａｓｅ?３ｃａｌａｖｅｄｉｎｄｕｃｅｄｂｙ　　　　　

　　ｉｎＨｅｌａｗａｓａｓ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ　　　　　　　　（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｉｎＨｅｌａｗａｓ　　　　　

ｓｅｓｓｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　　　　　　　　　ａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　

３　结束语

程序性细胞死亡分为两大类：ｃａｓｐａｓｅ依赖型和ｃａｓｐａｓｅ非依赖型．ＡＩＦ是ｃａｓｐａｓｅ非依赖型细胞死

亡的关键执行因子之一［１２］．当细胞受到凋亡的刺激时，线粒体膜通透性改变，ＡＩＦ从线粒体转位到核

内，与线粒体蛋白质ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅＧ（ＥｎｄｏＧ）一起切割染色体使ＤＮＡ呈大片段化（～５０ｋｂ）
［１３］．ＡＩＦ

引起的细胞死亡不依赖于ｃａｓｐａｓｅ的活性，但 ＡＩＦ和ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃ／ｃａｓａｐｓｅ／ＣＡＤ（ｃａｓａｐｓｅ?ａｃｔｉｖａｔｅｄ

ＤＮＡａｓｅ）诱导的凋亡通路直接并不完全独立．胞浆的ＡＩＦ可以使线粒体释放更多的ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，而

活化的ｃａｓｐａｓｅ也能促使线粒体释放ＡＩＦ因子
［１４］．（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ经ｃａｓｐａｓｅ与非ｃａｓｐａｓｅ依赖途径诱

导了 Ｈｅｌａ细胞凋亡．Ｃａｓｐａｓｅ?３特异性抑制剂Ａｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯ和ｃａｓｐａｓｅ泛抑制剂Ｚ?ＶＡＤ?ＦＭＫ没有

抑制ＡＩＦ的释放，这进一步表明ＡＩＦ依赖的细胞凋亡是非ｃａｓｐａｓｅｓ依赖的、在真核细胞中广泛存在并

发挥重要作用的一条凋亡途径．（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ能够诱导细胞凋亡，表明ＣＤＫｓ不仅在细胞周期的运

转过程中发挥作用，还在细胞凋亡中产生作用．细胞周期与凋亡的关系及其机制十分复杂．研究发现

ＣＤＫ２／ＣｙｃｌｉｎＥ复合物与转录因子ＦＯＸＯ１相互作用，上调Ｆａｓｌ，ＴＮＦ和ＡＰＯ?２Ｌ／Ｔｒａｉｌ等的表达，启

动ｃａｓｐａｓｅ８／１０?ｃａｓｐａｓｅ?３细胞外源途径诱导细胞凋亡
［１５］．但是细胞周期依赖性蛋白激酶是如何引起线

粒体膜电位的变化，诱导细胞色素Ｃ（ｃｙｔｃ）和ＡＩＦ的释放并导致细胞凋亡的机制并不清楚．
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１９６５．

［４］　ＭＥＩＪＥＲＬ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｃｙｃｌｉｎ?ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌＢｉｏｌ，１９９６，６（１０）：３９３?３９７．

［５］　ＭＧＢＯＮＹＥＢＩＯＰ，ＲＵＳＳＯＪ，ＲＵＳＳＯＩＨ．Ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌｄｅａｔｈａｎｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉｃａｔｉｖｅｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＭＤＡ?ＭＢ?２３１ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９９，５９（８）：１９０３?１９１０．

７２４第４期　　　　　　　　　　张均平，等：（犚）?Ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱导 Ｈｅｌａ细胞凋亡的分子机制



［６］　ＡＬＶＩＡＪ，ＡＵＳＴＥＮＢ，ＷＥＳＴＯＮＶＪ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｖｅｌＣＤＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＹＣ２０２（犚?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ），ｏｖｅｒｃｏｍｅｓｔｈｅｄｅｆｅｃｔ

ｉｎｐ５３?ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＢ?ＣＬＬｂｙｄｏｗｎ?ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌ

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００５，１０５（１１）：４４８４?４４９１．

［７］　ＡＰＰＬＥＹＡＲＤＭＶ，Ｏ＇ＮＥＩＬＬＭＡ，ＭＵＲＲＡＹＫＥ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｉｃｉｃｌｉｂ（ＣＹＣ２０２，犚?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ）ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅａｎｔｉｔｕ

ｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｖｉｖｏｉｎａｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００９，１２４（２）：４６５?４７２．

［８］　ＬＪＵＮＧＭＡＮ Ｍ，ＰＡＵＬＳＥＮ Ｍ Ｔ．Ｔｈｅｃｙｃｌｉｎ?ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓＲＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ

ｔｒｉｇｇｅｒｓｎｕｃｌｅａｒａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ５３ｔｈａｔｉｓｕｎｍｏｄｉｆｉｅｄａｔＳｅｒ１５ａｎｄＬｙｓ３８２［Ｊ］．ＭｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００１，６０（４）：７８５?

７８９．

［９］　高建新，周玉琴，张茹华，等．Ｃａｓｐａｓｅ?３在ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ诱发ＰＣ１２细胞凋亡中发挥重要作用［Ｊ］．生理学报，２００５，５７

（６）：７５５?７６０．

［１０］　于翠娟，王成济，杨安钢．ＡＩＦ及ＡＩＦ依赖的凋亡［Ｊ］．医学分子生物学杂志，２００３，２５（６）：３５１?３５３．

［１１］　赵文丽．细胞凋亡及其检测技术的进展［Ｊ］．山西职工医学院学报，２００４，１４（２）：６８?６９．

［１２］　ＣＡＮＤéＣ，ＣＥＣＣＯＮＩＦ，ＤＥＳＳＥＮＰ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ?ｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ（ＡＩＦ）：Ｋｅｙｔｏｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃａｓｐａｓｅ?ｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｐａｔｈｗａｙｓｏｆｃｅｌｌｄｅａｔｈ？［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２００２，１１５（２４）：４７２７?４７３４．

［１３］　ＳＵＳＩＮＳＡ，ＬＯＲＥＮＺＯＨＫ，ＺＡＭＺＡＭＩＮ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈ?ｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ?ｉｎｄｕｃｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９９９，３９７（６７１８）：４４１?４４６．

［１４］　陈默，潘敏慧，周恩昆，等．凋亡诱导因子的研究进展［Ｊ］．细胞生物学杂志，２００７，２９（６）：７９１?７９４．

［１５］　ＨＵＡＮＧＨ，ＲＥＧＡＮＫＭ，ＬＯＵＺ，ｅｔａｌ．ＣＤＫ２?ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＦＯＸＯ１ａｓａｎａｐｏｐｔｏｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ＤＮＡｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００６，３１４（５７９７）：２９４?２９７．

犆犪狊狆犪狊犲?犇犲狆犲狀犱犲狀狋犪狀犱?犐狀犱犲狆犲狀犱犲狀狋犘犪狋犺狑犪狔狊犳狅狉

（犚）?犚狅狊犮狅狏犻狋犻狀犲?犐狀犱狌犮犲犱犃狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犎犲犾犪犆犲犾犾狊

ＺＨＡＮＧＪｕｎ?ｐｉｎｇ，ＬＩＵＨｕｉ?ｊｉｅ，ＹＡＮＧＹａｎｇ，ＸＵＲｕｉ?ａｎ

（１．ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

２．ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｈｅｌａｃｅｌｌｓｕｓｅｄａｓａｍｏｄｅｌ，ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｐａｔｈｗａｙｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅａｎｄｆｕｒｔｈｅｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｔｈａｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙｗｈｉｃｈ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｅｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙ８．４８％－３３．７６％，２５．１９％－８６．４１％ａｎｄ４７．９０％－８８．０８％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ（犚）?

ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ（１７．５－１４０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１）ｆｏｒ１２，２４ａｎｄ４８ｈ．ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＨｅｌａｃｅｌｌｗｉｔｈ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｆｏｒ２４ｈ，

ｔｈｅｏｂｖｉｏｕｓｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｃｃｕｒｒｅｄｂｙｃｅｌｌｓｈｒｉｎｋａｇｅ，ｒｏｕｎｄａｎｄａｄｈｅｒｅｎｃｅｄｅｃｒｅａｓｅ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｈａｎｇｅｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｉｔｈＤＮＡｌａｄｄｅｒｗａｓｉｎｄｕｃｅｄａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ．Ｍｏｒｅｏ

ｖｅｒ，ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｃａｓｐａｓｅ?３ｓｐｅｃｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒＡｃ?ＤＥＶＤ?ＣＨＯｏｒｃａｓｐａｓｅ?ｐａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒＺ?ＶＡＤ?ＦＭＫ，ｔｈｅ（犚）?ｒｏｓｃｏ

ｖｉｔｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙａｂｏｕｔ２０％，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｃａｓｐａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐａｔｈｗａｙｐａｒｔｉｃａｉｐａｔｅｄｉｎｔｈｅａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ．（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ（ＡＩＦ），ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍｍｉｔｏ

ｃｈｏｎｄｒｉａｔｏｎｕｃｌｅｉ，ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆＺ?ＶＡＤ?ＦＭＫ，ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｔｈａｔ（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅｃｏｕｌｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙｗｈｉｃｈｗａｓｔｈｒｏｕｇｈｂｏｔｈｃａｓｐａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃａｓｐａｓｅｐａｔｈｗａｙｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　（犚）?ｒｏｓｃｏｖｉｔｉｎｅ；ｃｙｃｌｉｎ?ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ；ｃａｓｐａｓｅ
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